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RESUMO

O pirarucu (Arapaima gigas) € um importante recurso pesqueiro da
regidao amazénica, que vem sendo explorado desde o século XIX, havendo
indicios de diminuicdo do tamanho populacional em algumas localidades ao
longo da sua distribuicdo. O manejo da pesca vem sendo uma das estratégias
adotadas para manter essa atividade pesqueira associada a conservagao da
especie. Neste trabalho avaliamos aspectos populacionais de pirarucus de
duas localidades da Reserva Mamiraua (Jaraua e Maraa), e comparamos estas
com as populagdes ja analisadas de Santarém e Tucurui, verificando suas
variabilidade e estrutura genética. Para isso foram utilizados sete locos
microssatélites genotipados para 463 pirarucus da Reserva Mamiraua
coletados ao longo de cinco anos. Nossos resultados encontraram uma maior
diversidade genética para esta populagdo em comparacéo as encontradas em
Santarém e Tucurui. As analises indicam que o0 manejo esta sendo
ecologicamente eficiente, ndo tendo havido alteragdes significantes ao longo
dos cinco anos de estudo. A migracao lateral, associada a um possivel padrao
de retorno ao lago sem fidelidade espacial, parece ter grande importancia na
homogeneizacdo genética local. Entretanto, este fator é espacialmente
limitado, sendo observada uma pequena diferenciacdo entre os pirarucus do
Jaraua e do Maraa. Entre localidades mais distantes, a diferenciacdo € maior,
apesar de somente a distancia ndo ser capaz de explicar esse fenédmeno.
Acreditamos que a diminuicdo populacional em localidades intermediarias,
provavelmente causada por sobre-pesca, pode estar influenciando a

conectividade ao longo dos pontos estudados.
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ABSTRACT

The pirarucu (Arapaima gigas) is an important fishing resource in the
Amazon which has been exploited since the XIXth century. There are
indications of a decrease in population size in some parts of its distribution.
Management is one of the strategies adopted to maintain fishing activity
associated to the conservation of the species. We evaluate aspects of pirarucu
populations in two places in the Mamiraua Reserve (Jaraua and Maraa), and
compare these populations with those of Santarém and Tucurui, analyzing their
genetic variability and structure. In order to achieve this, seven microsatellite
loci were genotyped for 463 pirarucus from Mamiraua Reserve collected along
five years. Our results show a greater genetic diversity for this population in
comparison to populations from Santarém and Tucurui. Analyses indicate that
management has been ecologically efficient, since there were no significant
change in genetic diversity over the five years of study. Lateral migration,
associated with a possible standardized return to lakes without spacial fidelity
seems to have great importance for local genetic admixture. However, this
admixture is limited in space, with a small degree of genetic differentiation seem
between pirarucus from Jaraua and Marada. When including more distant
localities to the analysis, the differentiation is greater though geographic
distance cannot explain all of this. We believe that a population decline in
intermediate localities, probably caused by overexploiting is influencing the

connectivity among the localities studied.



1. INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DO PIRARUCU

O pirarucu (Arapaima gigas Cuvier, 1817) € um dos mais importantes
recursos pesqueiros na regido amazoénica, apresentando uma grande biomassa
e agregando um alto valor de mercado nas principais cidades da regido norte
do Brasil (Figura 1). Unica espécie representante do género Arapaima, &
tradicionalmente classificada como pertencente a familia Osteoglossidae
(Nelson, 1994), composta por duas subfamilias: Osteoglossinae, incluindo
Osteoglossum e Scleropages e Heteritidinae, composta por Heterotis e
Arapaima. Mais recentemente, Ferraris Jr. (2003) classificou-o em uma familia
préopria (Arapaimidae) composta exclusivamente por Arapaima gigas.

Atualmente este peixe pode ser encontrado em toda a bacia amazénica,
havendo ainda registro de sua ocorréncia no Rio Essequibo (Guiana), assim
como de fosseis na bacia do rio Magdalena (Colémbia) (Figura 2).
Reconhecido como o maior peixe de escamas do mundo (Nelson, 1994), esta
espécie chega a atingir mais de 3 metros de comprimento e pesar mais de 200
Kg na natureza. Os principais itens da sua dieta sdo outros peixes além de
alguns invertebrados, tais como insetos, crustaceos e moluscos (Queiroz,
2000). A lingua 6ssea caracteristica, que denomina a familia, atua juntamente
com duas placas bucais ésseas laterais e uma palatina matando a presa antes
da degluticao (Neves, 1995).

Um outro aspecto importante a respeito da biologia desta espécie diz

respeito a sua respiracdo. Durante toda a vida, o pirarucu apresenta dois
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Figura 1: Exemplares adultos de pirarucu (Arapaima gigas) (Fotos:

www.mamiraua.org.br; B - Kelven Lopes).
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sistemas de obtencdo de oxigénio: a respiragao branquial caracteristica dos
peixes, menos importante para esta espécie, e uma bexiga natatéria altamente
vascularizada, que captura ar atmosférico (Sawaya, 1946). Esta adaptagao
respiratoria parece ter grande importancia ecoldgica, tendo em vista que o
ambiente em que este vive apresenta uma baixa oxigenacdo da agua. Na
Reserva Mamiraua (AM) este valor pode chegar a menos de 10% de oxigénio
dissolvido em aguas de suas varzeas com profundidade superior a 4 metros
(Henderson, 1999).

Nos ultimos anos esta espécie tem despertado grande interesse para
aquicultura, principalmente por sua grande biomassa. Alguns aspectos tém
reforcado o grande potencial do pirarucu em estagdes de pisciculturas, tais
como o rapido crescimento, uma vez que a espécie atinge cerca de 10 Kg no
primeiro ano de cultivo, e a rusticidade caracteristica da espécie, que se
desenvolve bem em tanques cimentados ou agudes, dispensando sistemas de
aeracao (Imbiriba, 2001). Além disso, a espécie apresenta um elevado
rendimento de carcacga (57%) associado a uma alta capacidade de produgao
de carne (4.560 Kg/ha/ano). Estes parametros superam outros cultivos, tais
como bovino (52% e 203 Kg/ha/ano) e bubalino (50% e 225 Kg/ha/ano)

(Imbiriba et al., 1994).

1.2 REPRODUCAO E DISPERSAO DO PIRARUCU
Aspectos relacionados a reproducgao e dispersao de uma espécie sao de
grande importancia para estudos de dindmica populacional. No caso do

pirarucu, estes dois sdo intimamente relacionados. Lowe-McConnell (1987) cita



dois tipos de migragdo desempenhados por peixes de planicies alagadas: a
longitudinal e a lateral. O deslocamento longitudinal, aqui referido como
migracado, foi pouco estudado no pirarucu, o qual ¢é tradicionalmente
classificado como sedentario. Queiroz (2000) encontrou uma dispersdao média
de 13,7 Km/ano para pirarucus recapturados de 0,5 a 18 meses apds a
marcagao, entretanto, estes dados sado preliminares devido a pequena
recaptura descrita pelo autor. A distancia em linha reta entre o ponto de soltura
e de recaptura variou de 3,9 a 64,2 Km. Por outro lado, este autor relata ainda
a recuperacao de dois individuos cinco anos apos a marcagao somente a 400
m do local de soltura.

Recentemente, Castello (2008a) descreveu em detalhes o padrdo de
deslocamento lateral desta espécie. Os padrdes sazonais de deslocamento
desenvolvidos pelo pirarucu sdo intimamente relacionados a suas atividades
reprodutivas, que se iniciam ainda no periodo seco, quando os reprodutores
encontram-se principalmente nos lagos, ressacas e canos. Uma vez que o
volume destes corpos d’agua encontra-se reduzido, a densidade desse peixe &
bastante alta, facilitando o pareamento dos casais. Neste periodo, as gbnadas
ja estdo desenvolvidas e inicia-se o comportamento de corte do par, os quais
juntos constroem o ninho. Estes ninhos tém em média 50 cm de didmetro e 16
cm de profundidade e s&o cavados principalmente em substratos arenosos nas
bordas dos lagos e ressacas durante o inicio da enchente (Castello, 2008b). A
fémea entdo coloca uma grande quantidade de ovos e 0 macho em seguida os
fecunda, cuidando do ninho até a eclosédo dos ovos. As larvas permanecem no

ninho até a completa absorcido do vitelo, o que dura aproximadamente cinco



dias (Neves, 1995). Os alevinos sdo gregarios, nadando préoximo a cabeca do
macho. Em ambientes de varzea, quando o nivel das aguas comecga a subir, os
machos, juntamente com os filhotes, migram para as florestas alagadas, onde
este cuida dos filhotes por aproximadamente trés meses. A inundacgao de areas
antes secas proporciona beneficios para esta espécie, tais como farta
disponibilidade alimentar, tanto para o adulto como para os juvenis, assim
como protecdo pela vegetacdo submersa da restinga e chavascal. Quando o
nivel das aguas comecga a baixar, o pirarucu macho se separa dos juvenis, e
todos, gradualmente, retornam para as por¢cdes mais baixas da varzea. Desta
forma todo o ciclo anual é reiniciado. A maturidade sexual para esta espécie é
atingida com aproximadamente cinco anos de idade, quando este mede cerca

de 1,60 m de comprimento total (Lopes, 2005; Queiroz & Sardinha, 1999).

1.3 A PESCA DO PIRARUCU

A pesca do pirarucu tem sido uma atividade de grande importancia para
a regido amazobnica desde o seéculo XVII, onde este peixe vem sendo
comercializado sob a forma de mantas salgadas, salmoradas ou ainda in
natura (carne fresca) (Verissimo, 1895). A atual comercializacdo de pirarucus
frescos normalmente é feita entre os barcos compradores e os pescadores (ou
associagdes de pescadores), que os negociam na forma de mantas filetadas ou
0 animal eviscerado (descabegado ou nao) conhecido popularmente como
charuto. A Figura 3 mostra a preparagao de pirarucus nas formas de manta e

charuto.



Figura 3: Principais formas de comercializagao do pirarucu. A - manta salgada
(www. http://come-se.blogspot.com/2008 04 01_archive.html); B - manta
fresca; C - charuto (peixe eviscerado e descabegado). Fotos B e C: Juliana

Araripe e Simoni Santos.



A grande exploracdo deste recurso proximo as grandes cidades da
regiao amazbnica, como Belém, Santarém e Manaus, tem levado a uma
notavel diminuicdo do estoque, o qual na década de 70 tornou-se
comercialmente extinto préximo a alguns centros urbanos amazoénicos
(Goulding, 1980; Bayley & Petrete Jr., 1989). Infelizmente, ndo existem dados
seriados que ilustrem seguramente a quantidade deste recurso pescado ao
longo dos anos na bacia amazobnica, somente sendo disponiveis dados
pontuais. Existem evidéncias de que no final do século XIX foram
desembarcadas em Belém uma média de 1.300 toneladas de pirarucu por ano
(Verissimo, 1895). Poucas décadas depois, os dados apontam para
desembarques menos significativos neste mesmo porto, de forma que em
meados do século XX foi relatado desembarque de 300 toneladas anuais
(Menezes, 1951). Esta diminuicdo pode ser reflexo da pesca excessiva que foi
historicamente exercida sobre esta espécie.

Mesmo dentro de areas em que a pressao de pesca foi historicamente
menos significativa, como a Reserva Mamiraua, muitos habitantes locais
afirmam ter percebido uma diminuicdo na producao deste peixe. Se isto € um
fato, pode estar relacionada a ampla utilizacdo de equipamentos de pesca de
baixa seletividade, como a malhadeira (Queiroz & Sardinha, 1999). Contudo, o
acompanhamento da captura de pirarucus dentro da area focal da Reserva
Mamiraua durante trés anos consecutivos também sugeriu que esta populagao
poderia esta sendo submetida a sobrepesca (Queiroz & Sardinha, 1999).

Estas evidéncias, apesar de incipientes, sugerem que medidas devam

ser adotadas, visando a perpetuacao deste recurso. A partir da publicagcdo da



Instrucdo Normativa de 21 de maio de 2004 (MMA-IBAMA), o pirarucu foi
considerado espécie sobre-explorada ou ameacgada de sobre-exploracéo. Este
documento determinava ainda que fosse elaborado um plano de gestao para
esta espécie em um prazo maximo de cinco anos.

Algumas caracteristicas biolégicas do pirarucu interferem diretamente na
vulnerabilidade da espécie. Enquanto por um lado a respiragcdo aérea
obrigatéria facilita sua visualizacdo e captura, o ambiente preferencialmente
utilizado por ele dificulta o acesso de embarcagdes de grande porte que fazem
a pesca comercial. Uma vez que prefere ambiente com pouca correnteza e
pouca profundidade, esta espécie € pouco encontrada na porgao central da
calha dos grandes rios (Castello, 2008a). Este autor demonstrou a preferéncia
deste peixe por ambientes de aguas “paradas”, tais como as encontradas nas
varzeas. Este ambiente, por conta de sua fisionomia, naturalmente impede o
acesso de barcos grandes, limitando assim a exploragido deste recurso.

A pesca desenvolvida em ambiente de varzea é feita com embarcagoes
de pequeno porte, com o uso do arpao comumente associado ao uso de redes
malhadeiras (Barthem, 1999). E comum se espalhar redes ao redor da area a
ser explorada, as quais impedem a saida do pirarucu destes corpos d’agua e
facilitam sua captura. Os pescadores se distribuem em canoas ao longo do
lago, aguardando o0 momento em que estes peixes sobem a superficie para
respirar ar atmosférico, quando sdo entdo arpoados. E freqiiente também a
captura de pirarucus emaranhados nas redes, de onde sdo prontamente
retirados e abatidos. A Figura 4 ilustra a pesca do pirarucu utilizando estas

duas estratégias de pesca.



10

1.4 A RESERVA MAMIRAUA

A Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (RDSM) foi a
primeira unidade de conservagao integrante desta categoria no Brasil.
Juntamente com a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Amana (RDSA) e
o Parque Nacional do Jau, formam a maior area protegida de floresta tropical
do mundo (Figura 5). Localizada no alto Amazonas, préximo a cidade de Tefé
(AM), a Reserva Mamiraua é delimitada pelos rios Solimdes e Japura, os quais
confluem na porcéo ao sul da reserva, e ao norte pelo rio Auati-parana (Figura
6). Desde sua implementacao, a reserva foi dividida em area focal, onde foram
desenvolvidos os estudos pilotos, e area subsidiaria, a qual abrange
aproximadamente 85% do total da reserva.

A area focal da Reserva Mamiraua (Figura 7) € composta por setores,
os quais foram delimitados considerando-se aspectos socio-econdmicos,
hidrolégicos e ecolégicos do local. O manejo do pirarucu é atualmente
desenvolvido em dois setores da area focal (Jaraua e Tijuaca) e nos lagos
proximos a cidade de Maraa, na area subsidiaria da reserva. O setor Jaraua
(Figura 8) é o que apresenta maior area, com aproximadamente 563 Km? e
cerca de 60% dos lagos de toda area focal (Queiroz, 1999). Seu comprimento é
de aproximadamente 40 Km em linha reta, e, durante o periodo da cheia, todos

seus corpos d’agua sao de alguma forma conectados.
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Figura 4: Principais formas de captura de pirarucus. A - pesca tradicional com
arpao (www.mamiraua.org.br); B - captura com uso de redes malhadeiras
(Foto: Juliana Araripe e Simoni Santos).
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Figura 5: Mapa mostrando a localizagdo da RDS Mamiraua, a RDS Amané e o
PN do Jau, formando o maior corredor de area protegida de floresta tropical do
mundo (Fonte:IDSM).
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Figura 6: Mapa da Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua mostrando a area focal e area subsidiaria. (Fonte:
IDSM)
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Figura 7: Mapa da éarea focal da Reserva Mamiraud mostrando a delimitagéo
dos setores (Fonte:IDSM).
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Figura 8: Mapa do setor Jaraua mostrando os principais lagos (Fonte: IDSM).
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A Reserva Mamiraua possui cerca de 1.124.000 hectares cobertos por
florestas e outras formagdes vegetais sazonalmente inundadas (Mamiraua,
1996). A varzea tem destaque dentre os diferentes ambientes por apresentar
intima relacdo com a dinamica das aguas. A amplitude anual do alagamento
neste ecossistema varia entre 10 e 11 m (Henderson, 1999), que costuma levar
a uma grande conectividade entre os corpos d’agua durante o periodo da
cheia. A Figura 9 mostra a diferenca de area alagada entre as estacdes seca e
cheia. Estes corpos d’agua da reserva formam um grande mosaico de
ambientes, sendo que um dos mais comuns sdo os “‘lagos”. E importante
ressaltar que os ambientes tradicionalmente denominados “lagos” na Reserva
Mamiraua nao sio lagos verdadeiros, uma vez que estabelecem conexdo com

outros “lagos”, canais ou rios durante a cheia (Henderson, 1999).

1.5 LEGISLACAO PESQUEIRA PARA O PIRARUCU

A pesca do pirarucu € regulada por uma série de normas implementadas
pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). A primeira delas foi publicada em 20 de dezembro de 1989,
estipulando um tamanho minimo de captura e comercializagdo de pirarucus
para 1,5 m. Esta medida vem sendo aplicada até os dias atuais, apesar de
estudos recentes terem mostrado que o tamanho médio em que os individuos
iniciam o ciclo reprodutivo € ligeiramente superior ao estabelecido em lei (1,58
m segundo Lopes, 2005 e 1,63 m segundo Queiroz & Sardinha, 1999). Os
dados de pirarucus abatidos na Reserva Mamiraua entre os anos de 1993 e

1995 indicam que grande parte destes eram menores que 1,50 m, refletindo o



Figura 9: Imagem mostrando parte da Reserva Mamiraua durante o periodo seco (A) e cheio (B). A area de cor clara
corresponde a ambiente alagado.
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notavel descumprimento destas leis (Queiroz & Sardinha, 1999). Martinelli &
Petrere Jr (1999) verificaram, através da correlacdo entre o tamanho total e o
comprimento do osso da lingua, que os pirarucus comercializados nos
mercados de Santarém e Manaus variavam de 1,10 a 1,35 m de comprimento
total, sendo também, menores que o permitido.

Uma segunda portaria (publicada em 4 de margo de 1990) determinou o
periodo de defeso entre 01 de dezembro e 31 de maio na bacia amazoénica, e
entre 01 de outubro e 31 de margo nas bacias Araguaia-Tocantins. Este
periodo de proibicdo da pesca € uma medida efetiva que protege o recurso
durante o periodo de reprodugdo. Em ambiente de varzea, esta ¢é
complementada pela dificuldade natural de acesso a floresta alagada, onde os
pirarucus se refugiam durante maior parte do periodo reprodutivo. Apesar de
ser uma medida importante para a conservagao deste recurso, falhas no
sistema de fiscalizagdo fazem com que esta nao seja efetivamente obedecida.

Em 15 de fevereiro de 1993 foi publicada uma terceira portaria, que
proibe a comercializagdo de mantas de pirarucu salgadas com comprimento
inferior a um metro. Este tamanho minimo de manta necessita, entretanto ser
revisto. Segundo Queiroz & Sardinha (1999), mantas secas menores que 1,15
m, assim como mantas frescas ou salmoradas menores que 1,26 m, sao
provenientes de pirarucus de tamanho inferior ao minimo permitido por lei (1,50
m).

Além destas normas federais, algumas estaduais foram baixadas, tais
como a portaria que proibia a captura e comercializagao do pirarucu no estado

do Amazonas. A comercializagao era permitida somente para animais oriundos



19

de estacbOes de pisciculturas ou provenientes de sistema de manejo. Esta
restricdo causou um impacto negativo na renda dos comunitarios na Reserva
Mamiraua, uma vez que o pirarucu representava cerca de 40% da produgao
total de pescado para consumo e venda (Queiroz & Sardinha, 1999). Neste
contexto, a idéia de desenvolver um manejo comunitario desta espécie surgiu

cComo uma opgao para minimizar esse problema (Viana et al., 2007).

1.6 O MANEJO DO PIRARUCU NA RESERVA MAMIRAUA

O manejo dos pirarucus na Reserva Mamiraua foi implementado
inicialmente no setor Jaraua (em 1999) e posteriormente ampliada para o setor
Tijuaca (2001) e Maraa (2002) e para o setor Coraci (2002) na Reserva Amana
(Viana et al.,, 2007). Além das normas federais que regulam a pesca do
pirarucu, o0 manejo desta espécie dentro da Reserva Mamiraua baseia-se ainda
em outras medidas. Uma importante atividade que vem sendo desenvolvida € a
estimativa da quantidade de pirarucus a serem pescados a cada ano. Este
numero € obtido a partir de uma contagem prévia, realizada por pescadores
capacitados, tendo sido esta técnica certificada por Castello (2004). A
contagem se baseia na necessidade que a espécie tem de captar ar
atmosférico a cada 20 minutos, aproximadamente. Desta forma, pescadores
experientes sdo capazes de contar quantos pirarucus habitam o lago no
momento em que o peixe emerge (boiada), diferenciando ainda individuos
adultos (maiores que 1,5 m) e juvenis (de 1 a 1,5 m). Segundo Castello, (2004),
o método de contagem mostrou-se eficiente, com uma alta confiabilidade e

baixo custo.
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Com a disponibilidade desta importante ferramenta para o
monitoramento da espécie, foi estipulada a partir de 2000 uma cota de pesca
anual correspondendo a aproximadamente 30% do total de adultos contados
nos principais lagos do Jaraua. Desde entdo, anualmente é feita a solicitagcao
de autorizagdo de pesca ao IBAMA com base neste valor, a qual é
normalmente atendida (Viana et al., 2007). O acompanhamento da densidade
de pirarucus nos setores manejados indica que este nivel de pressédo de pesca
esta permitindo a recuperacao da populacao, sendo observado um significativo
aumento na quantidade destes peixes nos lagos da reserva (Arantes et al.,
2006).

Uma estratégia utilizada no inicio do manejo foi o rodizio dos lagos de
pesca. O sistema de zoneamento proposto no plano de manejo da Reserva
Mamiraua previa a existéncia de duas grandes zonas de prote¢cdo permanente
dentro da area focal, as quais eram circundadas por zonas de uso sustentavel
(Figura 10). A proposta inicial de manejo nos lagos do setor Jaraua foi
baseada no uso descontinuo de 31 dos 133 lagos existentes na sua area de
uso. Apds a implementacdo do método de contagem, este rodizio deixou de ser
0 principio basico do manejo e o uso dos lagos comegou a considerar outros
critérios, tais como a quantidade de peixes e a facilidade de acesso aos corpos
d’agua.

Nos anos de 2001 e 2002, o manejo de pirarucus foi ampliado para
outras areas da reserva, incluindo a colénia de pescadores de Maraa. Os lagos

explorados por estes ultimos sao divididos em trés complexos: o Lago Preto, o
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Figura 10: Mapa da area focal da Reserva Mamiraua mostrando o sistema de
zoneamento proposto para prote¢do de pirarucus (Fonte: Queiroz & Sardinha,

1999).
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Itauba e o Tigre. Inicialmente somente o Complexo Lago Preto era manejado,
mas a partir de 2005 teve inicio a pesca nos outros dois complexos (Figura
11). O complexo Lago Preto ocupa uma area menor que o Jaraua
(aproximadamente 18,5 Km?), mas com uma grande biomassa de pirarucus.
Arantes et al. (2006) comparou a densidade de pirarucus adultos em quatro
localidades da Reserva Mamiraua e Amana, e encontrou para o ano de 2005
no Jaraua uma densidade de 12,63 ind./sz, enquanto a do Maraa foi de

1067,36 ind./KmZ.

1.7 ESTUDOS GENETICOS COM POPULACOES DE PIRARUCU

Com a ampla utilizacdo de ferramentas genéticas, uma série de estudos
foram desenvolvidos nos ultimos anos fornecendo informagdes sobre aspectos
gerais do pirarucu. Entretanto, a maioria destes objetivou caracterizar
populagdes, sem que fossem feitas inferéncias populacionais sobre os mesmo.
O primeiro trabalho usando marcadores moleculares foi publicado por Farias et
al. (2003), os quais desenvolveram 14 iniciadores microssatélites para
Arapaima gigas. O grau de informagdo destes locos foi testado em 15
individuos oriundos de Santarém (PA), tendo, segundo os autores, apresentado
um alto grau de heterozigosidade e numero de alelos variando de dois a oito
dentro desta pequena amostragem populacional. Estes resultados mostravam
que os locos microssatélites descritos tinham bom nivel de informacgao para
estudos populacionais.

No mesmo ano e também usando marcadores genéticos, Marques

(2003) caracterizou uma populagao de pirarucus da bacia Araguaia-Tocantins
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através de RAPD e citogenética. Os dados moleculares indicavam que as 25
amostras faziam parte de uma unica populagdo com significativa variabilidade
intra-populacional. A caracterizagdo citogenética da espécie também foi
realizada, tendo sido encontrado um numero dipléide de 56 (2n=56) (Marques
et al. 2006). Os autores destacam que nao foram observadas diferenciagdes
cromossOmicas associadas ao sexo.

Hrbek et al. (2005) sequienciaram 2.347 pb do genoma mitocondrial,
incluindo parte do NADH1 e da ATPase de 139 pirarucus. As amostras foram
coletadas ao longo da distribuigdo da espécie, totalizando 8 localidades. Foram
identificados 34 haplétipos com 44 sitios segregantes. Os dois haplétipos mais
freqlentes estavam distribuidos na maioria das localidades amostradas, mas
uma alta frequéncia de haplétipos raros ou unicos também foi detectada. A
comparacgao entre as populagdes (Fst par-a-par) estimada para estas amostras
encontrou diferenciacdo significante entre a maioria das localidades, com
grande diferenciacdo entre as mesmas (0,23 a 0,96), sugerindo restrito fluxo
génico entre as localidades. O teste de Mantel mostrou que a distancia
geografica somente ndo é capaz de explicar a diferenciagdo encontrada
(r= -0,047, p=0,55). Por outro lado, as analises de clados préximos (Nested
Clade Analysis — NCA) suportam a hipotese de que as amostras compdem
uma populagao panmitica com fluxo génico limitado pela distancia. Esta ultima
hipotese € apoiada pelos autores, os quais acreditam que a grande
diferenciacao entre as localidades é um artefato da presséo antrépica sofrida

pela espécie préximo aos grandes centros.



25

Uma analise de autocorrelagdo espacial com dados de sequéncias de
DNA mitocondrial e genotipagem usando 14 locos microssatélites foi realizada
por Hrbek et al. (2007). Estes autores utilizaram os mesmos individuos de um
trabalho anterior do grupo (Hrbek et al., 2005), com excecéo da populagao de
Madre de Dios. Neste estudo eles concluiram que Arapaima forma uma
populagao continua, com grande fluxo génico entre as localidades. Os dados
de microssatélites apoiam a hipotese de isolamento por distancia através de
Mantel, o que nao foi suportado pelos dados de seqiéncia. As analises de
autocorrelagao espacial mostram que o fluxo génico é significantemente
limitado entre localidades com mais de 2.500 Km de distancia.

Verificando a estrutura genética de pirarucus do médio Amazonas,
Hamoy (2006) genotipou oito locos microssatélites para 190 individuos de
lagos proximos & cidade de Obidos (PA). Os resultados indicaram uma grande
diversidade genética, além de auséncia de estruturacao e intenso fluxo génico
entre os diferentes lagos amostrados nesta regido. A genotipagem
desenvolvida utilizou sistema multiplex, na qual foram amplificados oito locos
em uma unica reacgao de PCR (Hamoy et al., 2008).

Outros estudos foram desenvolvidos objetivando caracterizar diferentes
populagdes de pirarucus com marcadores microssatélites. Souza (2006)
genotipou sete locos para 38 individuos coletados nas proximidades da cidade
de Tucurui (PA), tendo encontrado 22 alelos. Um dos locos analisados (m16)
nao foi informativo para esta populacdo. O numero de alelos por locos para
esta populagao foi menor que o descrito por Farias et al. (2003) para pirarucus

de Santarém.
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Seguindo metodologia semelhante, Watanabe (2007) caracterizou 96
pirarucus de duas populagbes da Reserva Mamiraua através de sete locos
microssatélites. Todos os locos foram polimérficos, tendo sido encontrado um
total de 49 alelos. Os indices de variabilidades encontrados para esta
populagao foram maiores que os descritos para Tucurui e Santarém. Para esta
amostra, a diferenciacao foi baixa, apesar de significativa entre o estoque do
Jaraua e do Maraa (Fst = 0,035, p<0,05) e a AMOVA indicou que 94,4% de
toda a variagao é encontrada dentro da populagéo da reserva como um todo.

A populagdo de pirarucus de Santarém foi novamente alvo de
caracterizagao genética usando marcadores microssatélites no trabalho de
Carvalho (2008). Este autor analisou 60 individuos genotipando os mesmos
locos que Souza (2006) e Watanabe (2008). Foram identificados nesta
populacdo 34 alelos, sendo 11 deles foram maiores ou menores que 0s
descritos por Farias et al. (2003). A heterozigosidade média encontrada neste
estudo (H=0,553) foi menor que o estimado anteriormente para pirarucus da
mesma regiao.

Recentemente foi descrito o genoma mitocondrial completo do pirarucu
(Hrbek & Farias, 2008). Os autores encontraram uma organizagao dos genes
semelhante aos de outros vertebrados, mas com uma regiao controle menor. A
composicao desta regido foi semelhante ao descrito para outros peixes da
ordem Osteoglossiformes. O conhecimento da sequéncia de bases que
compdéem o DNA mitocondrial desta espécie facilitara o desenvolvimento de
novos estudos que utilizem esta ferramenta, como em estudos populacionais,

filogeograficos e filogenéticos.
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1.8 OS MARCADORES MICROSSATELITES

Nas ultimas décadas, observou-se um crescente interesse pela
utilizacao de ferramentas genéticas em estudos de biologia da conservacao,
especialmente para espécies submetidas a algum tipo de ameacga, sendo os
microssatélites um dos mais utilizados (Salgueiro et al., 2003; Farias et al.,
2003; Morgan et al., 2008; Lorenzen et al., 2008). Estes marcadores
moleculares s&o regides amplamente distribuidas no genoma nuclear que
contém repeticbes em sequéncia de um a seis nucleotideos. Por
apresentarem alto poder discriminante e alto grau de informagado, sao os
marcadores mais indicados para estudos populacionais e de identificacdo
forense (Oliveira et al. 2006). Além de serem amplamente utilizados para
verificar os niveis de variabilidade genética de populagdes naturais, os
microssatélites também vém sendo cada vez mais aplicados para
aquicultura, especialmente para caracterizar estoques, indicar melhores
reprodutores em programas de reprodugao e na busca de caracteristicas

quantitativas de interesse (Chistiakov et al., 2006).

O grande poder informativo destes marcadores deve-se ao fato de
eles serem codominantes, multialélicos e apresentarem uma alta taxa de
mutacdo. Marcadores codominantes, permitem identificar os dois alelos
presentes em cada loco de um individuo dipldide. Associado a isso, em uma
populagdo podemos encontrar regides com diferentes numeros de
repeticoes em diferentes individuos, isto €, varios alelos. O fato de ser
multialélico e altamente variavel, devido a sua alta taxa de mutagdo (107 a

10 nucleotideos / locos / geracado), faz com que esse tipo de marcador
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tenha alto grau de discriminagdao, sendo capaz de diferenciar individuos

(Oliveira et al. 2006).

Outra grande vantagem do uso de microssatélites € a praticidade
laboratorial, na qual os fragmentos contendo as repeticdbes sédo obtidos
através de PCR. A substituicdo dos isotopos radioativos por fluorescéncias
na marcagao dos iniciadores também contribuiu para a ampla disseminagao
desta técnica. A associacao de fluorescéncias diferentes com a genotipagem
de locos com alelos de tamanhos diferentes permite que sejam
desenvolvidos sistemas multiplex, diminuindo o tempo e os custos de

obtencao dos resultados.

O maior limitante para a aplicacdo desta técnica ainda é o
desenvolvimento dos iniciadores que flanqueiam as repeticbes. Apesar do
desenvolvimento de novas estratégias para descricdo dos primers, a técnica
tradicional que se baseia no desenvolvimento de biblioteca gendmica ainda
vem sendo amplamente utilizada. Esta pratica, além de exigir grande esforgo
laboratorial e mao de obra especializada, apresenta um elevado custo e com
baixa produtividade (Zane et al., 2002). Apesar de mais rapida e simples do
que a criagao de bibliotecas, a etapa de identificacdo dos alelos também requer
pessoal treinado e recursos financeiros significativos para custear os reagentes

utilizados nesta etapa.

1.9 OBJETIVOS
Apesar de a maioria dos estudos genéticos ja desenvolvidos com pirarucus

usarem amostras da Reserva Mamiraua, nenhum deles analisou as
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implicagdes das estratégias de manejo em suas populagdes, assim como
aspectos de sua dindmica populacional. Contudo, a implementagao de medidas
que visem a manutencdo destes estoques devem obrigatoriamente ser
baseadas em estudos cientificos. Tendo em vista a escassez destas
informacdes, buscamos através deste estudo esclarecer questdes importantes
que possam vir a auxiliar no direcionamento das estratégias de manejo deste
peixe na Reserva Mamiraua. Estas populagdes da Reserva Mamiraua foram
comparadas com pirarucus procedentes de Santarém e Tucurui (PA). Com
base nestas informacdes, nossos objetivos foram:
1. Caracterizar geneticamente as populagdes de pirarucus da Reserva
Mamiraua.
2. Estimar e comparar a variabilidade genética dos pirarucus da Reserva
Mamiraua e compara-las com as de individuos de Santarém e Tucurui.
3. Verificar se a pesca anual manejada esta causando alteragcbes
significantes nas frequéncias alélicas da populagao.
4. Comparar os indices de diversidade genética para pirarucus de
diferentes lagos do setor Jaraua.
5. Comparar os indices de variabilidade genética entre os pirarucus do
setor Jaraua e do Maraa.
6. Verificar se ocorre estruturagdo genética entre as populagbes de

pirarucus do Jaraua, Maraa, Santarém e Tucurui.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

Para realizacdo deste trabalho foram analisadas amostras de pirarucus
coletadas no setor Jaraua (area focal da RDS Mamiraua) e no conjunto de
lagos que compdem o Complexo Lago Preto (area subsidiaria — municipio de
Maraa) (Figura 12). Estas duas localidades destacam-se no manejo do
pirarucu, concentrando a maior quantidade de peixes capturados anualmente
no interior da Reserva. O setor Jaraua esta localizado na porgédo central da
area focal da Reserva, apresentando grande extensao latitudinal e com maior
nuamero de lagos. O Complexo Lago Preto consiste de um agrupamento de
lagos proximos que se conectam durante o periodo de cheia e esta localizado
na area subsidiaria da Reserva. Estes dois pontos distam aproximadamente
105 Km em linha reta e 135 Km acompanhando a calha principal do Rio

Japura.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletados tecidos musculares de aproximadamente 1.800
pirarucus capturados por pescadores da Reserva Mamiraua entre os anos de
2002 a 2006. A rotina de pesca deste peixe na reserva inclui a passagem por
uma “base de apoio”, onde € realizada a pesagem, medi¢do e contagem dos
individuos capturados, os quais sao acondicionados nas caixas de gelo dos
barcos dos compradores. Neste momento, foram retiradas pequenas amostras
de tecido muscular dos individuos pescados, as quais foram colocadas em

tubos com alcool para fixagcao. Informacdes a respeito da procedéncia de cada



Figura 12: Mapa da Reserva Mamiraua mostrando a localizag&o do Jaraua e do

Maraa (Fonte: modificado de IDSM).
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individuo, numero do lacre (quando houve), assim como dados morfolégicos
dos mesmos também foram registrados em fichas de campo. Uma vez que
todas as amostras foram retiradas de individuos abatidos, foi descartada
qualquer possibilidade de reamostragem. Ja no Laboratério de Genética e
Biologia Molecular do Campus de Braganca (UFPA), as amostras foram
tombadas e receberam uma identificacdo unica correspondente a seu registro

na Colegao de Tecidos de Pirarucus.

2.3 ISOLAMENTO DO MATERIAL GENETICO

Foi realizado o isolamento do DNA de 463 pirarucus coletados na
Reserva Mamiraua através do protocolo sugerido por Sambrook et al. (1989)
utilizando fenol-cloroférmio e Proteinase K. Para visualizagao da integridade e
quantificagéo foi realizada uma eletroforese submarina em gel de agarose 1%.
A partir da intensidade da banda, as amostras foram diluidas para
aproximadamente 5 ng/ul e estocadas em freezer até sua utilizacdo na reacéo

de amplificagao.

2.4 AMPLIFICACAO DAS REGIOES MICROSSATELITES

Para amplificagdo da regido genbOmica contendo as repeticoes
microssatélites foi utilizada a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em um volume final de 10ul. Foram amplificados sete locos (m7, m20,
m4, m15, m2, m16, m26) desenvolvidos por Farias et. al. (2003), os quais sao
descritos na Tabela 1. Os iniciadores forward foram previamente marcados

com fluorescéncias (6-FAM, HEX ou NED). Em uma placa de 96 amostras, foi
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Tabela 1: Locos microssatélites analisados indicando a repeticdo, seqiéncia dos iniciadores, fluorescéncia, tamanho e
numero de alelos caracterizados por Farias et al. (2003).

Locos Repeticéo Sequéncia Iniciador Fluorescéncia Tamanho N° Alelos
m7 (CT)2o F- CCTCTACTTCCTCAACCAGC HEX 277-299 6
R- CAGCACGGTGAATATCTGTG
m20 (CA)12 F- GGAATGAGCAGGTTTCCCAG 6-FAM 263-267 3
R- CTCCCTCTTCTGACATGACG
m4 (CT)22 F- TTTCCCGGACGAGAGAACTG 6-FAM 275-283 3
R- TGTACCAAAGTGATGGAGAG
m15 (CA)19 F- GGCCTACATCAAGCACTTAA HEX 226-244 5
R- TTACTGGGTTGAGTTTTGAC
m2 (CA)2 F- AGCTCTCAGTACTGATGCTG HEX 295-323 7
R- CCGATCATCTGTTTGCTCTG
m16 (CA)19 F- CTCCTGGGCATCATGGGTAG NED 247-273 6
R- TCTGTGTCTCCAGGCAACAG
m26 (CA)14 F- ACAGGGACCAGTAAGTGGCC 6-FAM 213-217 3

R- TGCCATAAGCACCGGGTAGG
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adicionada a cada pogo 1,5 ul de uma solugdo de dNTP (200 mM de cada
nucleotideo), 1 ul de tampéo 10X da Taq (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI), 0,5
ul de MgCl; (50 mM), 0,5 ul de cada iniciador (2 pmol), 0,25 ul de Taq, 1 ul de
DNA (5 ng/ul) e 4,75 ul de agua destilada estéril. O programa de amplificagcao
para todos os locos consistiu de uma desnaturagdo inicial de 94 °C por 2
minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 58 °C por 10
segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao final de 72°C por 60 minutos.
Ao final da amplificagado os produtos foram visualizados em gel de agarose 1%

e diluidos de acordo com a intensidade da banda visualizada apods eletroforese.

2.5 GENOTIPAGEM DOS MICROSSATELITES

Foi preparada uma solugdo com 0,25 ul do ET-Rox 550 (Amersham
Biosciences), 7,75 ul do tampé&o de corrida (Tween 20 0,1%) e 2 ul do PCR
diluido para cada amostra a ser genotipada. Esta reagao foi submetida a um
choque térmico, centrifugada e injetada no sequenciador automatico MegaBace
1000 por 80 minutos a 10 KV. O ET-Rox 550 foi utilizado com referéncia para
identificacdo dos tamanhos dos fragmentos amplificados. Apds o término da
corrida, os padroes de picos foram analisados pelo programa Fragment Profiler
1.2 (Amersham Biosciences). Neste programa foi configurado um filtro de picos
(peak filter) para cada loco, indicando o tamanho minimo e maximo dos alelos,
0 numero de bases da unidade de repeticdo e a fluorescéncia utilizada. Foram
acrescidos 10 pares de bases a menos e a mais do que o tamanho do menor e

maior alelo descrito por Farias et al. (2003) para cada loco. Isto permitiu que
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novos alelos que nao tenham sido identificados na caracterizacédo de Farias et
al. (2003) pudessem ser detectados pelo programa.

Outra ferramenta utilizada foi a construgao de bins para cada alelo, os
quais aumentam a confiabilidade na identificacdo destes em corridas
eletroforéticas diferentes. Estes bins sdo exibidos como uma barra na qual o
pico deve estar inserido para que seja considerado como representante de
determinado alelo. Foi criada uma planilha de dados do Microsoft Excel
contendo a identificacdo de todos os pirarucus genotipados e os alelos
encontrados para cada loco, sendo esta posteriormente usada na conversao
dos dados para os formatos especificos do programas de analises

populacionais.

2.6 ANALISES COMPUTACIONAIS

Apo6s a montagem de um banco de dados para os sete locos de todos os
individuos analisados foi realizada a verificagao dos erros de genotipagem mais
freqUentes no programa MicroChecker (van Oosterhout et al., 2004) usando a
corregcao de Bonferroni. Os erros verificados foram: dominancia de alelos
pequenos, alelos nulos e identificacdo errbnea dos alelos pela presenca de
stutters (picos inespecificos adjacentes ao pico do alelo). A dominancia de
alelos pequenos pode ocorrer pela amplificacdo mais facil de alelos de
pequeno tamanho em relacdo ao outro de maior tamanho durante a reagao da
PCR, levando a uma baixa freqiéncia de alelos de maior tamanho. Isso gera
um padrao visual dos picos que pode dificultar a identificacdo de individuos

heterozigotos. Ja alelos nulos ocorrem quando, por uma mutagédo no sitio de
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ligacdo do iniciador, um alelo ndo é amplificado, levando a detecgdao de um
falso homozigoto ou a auséncia de alelos detectados para o individuo. Os
stutters sao produtos de “deslizes” durante a amplificacdo da regiado
microssatélite, sendo mais comuns nos locos dinucleotideos, que podem

causar duvidas na identificacdo dos verdadeiros alelos.

A analise dos dados gerados com as genotipagens foi dividida em dois
tépicos: No primeiro foi realizada uma caracterizagao genética dos pirarucus da
Reserva Mamiraua, enquanto no segundo foi feito uma comparagdo em
diferentes niveis dos estoques populacionais da reserva e entre a reserva e
outras localidades. Como estas anadlises enfocam questdes diferentes,
utilizando inclusive programas especificos, a descricdo da metodologia

aplicada em cada uma destas analises foi descrita separadamente.

2.6.1 Caracterizacao das populacoes da Reserva Mamiraua

Os dados analisados por Watanabe (2007), assim como de Souza
(2006) e Carvalho (2008) usaram os mesmos parametros para identificacao
dos alelos (filtro de picos e bins) que os do presente trabalho. Isso garante que
os alelos identificados em uma populagdo podem ser seguramente
comparados ao descritos em outra. Para os dados de genotipagem gerados
por Farias et al. (2003), Hamoy (2006) e Hrbek et al. (2007) ndo sabemos quais
alelos foram encontrados em cada populacido, sendo disponiveis apenas os
indices derivados a partir destas informagdes. Desta forma, alguns aspectos da
caracterizagao das populagdes analisadas por Souza (2006), Watanabe (2007)

e Carvalho (2008) serdo comparados aos do presente estudo.
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A diversidade genética de uma populacdo é estimada através de uma
série de parametros descritivos 0s quais as caracterizam. Para esta analise, os
98 individuos caracterizados por Watanabe (2007) foram incorporados aos
nossos, sendo o total de pirarucus organizado em trés grupos: Jaraua com 314
individuos, Marad com 149 individuos e a Reserva Mamiraua (juntando as

amostras dos dois setores) com 463 individuos.
Os parametros de diversidade genética estimados foram:

Numero de alelos (Na): O numero absoluto de alelos detectados na
populagdo, o qual foi obtido a partir da contagem direta destes em cada
populacdo analisada. Este € um parametro que indica a variabilidade da
populacdo, sendo dependente do numero amostral. Utilizamos o programa
Fstat (Gouted, 2002) para contabilizar o numero destes alelos amostrados para
cada loco. Foi calculado ainda o numero médio de alelos por loco para cada

populagao caracterizada.

Riqueza alélica (Ra): A riqueza alélica € uma medida de variabilidade
corrigida a partir do numero absoluto de alelos. Petit et al. (1998) destacaram a
grande importancia deste parametro para a genética de conservagdo apos a
correcao do efeito dos tamanhos amostrais através da técnica de rarefacao.
Desta forma este indice pode ser usado na comparagcdo entre estudos
populacionais que tenham utilizados diferentes nimeros de individuos em suas
analises. Usamos as medidas de riqueza alélica corrigida obtida no programa
Fstat (Goudet, 2002), a qual considera sempre a populagdo com menor numero

de individuos genotipados como referéncia.
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Frequéncia alélica: Para cada sistema estudado foram construidas
tabelas com as frequéncias dos alelos para cada populagdo analisada. A
comparagao entre as frequéncias alélicas de diferentes populacbées € um
importante parametro utilizado em estudos genéticos (Santos, 1999), tendo
sido as mesmas determinadas no programa GenePop v 1.2 (Raymond &

Rousset, 1995).

Alelos Novos: Quando Farias et al. (2003) desenvolveram os locos
microssatélites para pirarucus, fizeram a caracterizagao usando 15 individuos
procedentes de Santarém (PA). Uma vez que analisamos uma grande
quantidade de pirarucus de outra localidade, era esperado que novos alelos
fora do intervalo de tamanho descrito inicialmente fossem encontrados. A
deteccao desses alelos novos foi feita através da comparacgao entre os alelos
identificados em nossas analises e a faixa de tamanho descrita por Farias et al.

(2003).

Locos Polimérficos, Alelos Raros (AR) e Alelos exclusivos (AE):
Segundo definicdo de Hartl & Clark (1997) locos polimdrficos sdao aqueles em
que o alelo mais comum tem frequéncia menor que 95%, enquanto alelos raros
sado aqueles que apresentam frequéncia menor que 0,5% na populagao. Ja os
alelos exclusivos ou privados sdo aqueles encontrados somente em uma das
populacdes, podendo ser informativos na verificacdo de estruturacao
populacional. Estes parametros foram obtidos através da observacido das
frequéncias alélicas produzidas pelo programa GenePop v 1.2 (Raymond &

Rousset, 1995).
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Heterozigosidade Observada (Ho) e Esperada (He): Estes niveis de
heterozigosidade sao calculados através da freqiéncia observada de gendtipos
heterozigotos e pela estimativa destes de acordo com as frequéncias alélicas,
respectivamente. E uma das medidas mais utilizadas para estimar a
variabilidade genética de populagdo, além de determinar se os locos estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. A estimativa da freqiéncia de heterozigotos
observada e esperada em uma populacdo e a verificagdo se as mesmas
estavam em equilibrio foram feitas através do Teste Exato de Fisher no

programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005).

Desequilibrio de Ligagao: O teste de desequilibrio de ligacao verifica
se os locos analisados estado ligados, isto €, se alelos estdo sendo repassados
juntos como resultado da proximidade fisica entre os marcadores. Alguns
aspectos populacionais exercem grande influéncia neste teste, tais como a
estruturacdo populacional (Ohta, 1982). Para verificar se os locos estado
ligados, usamos além das 463 amostras da Reserva Mamiraua, 60 de
Santarém e 38 de Tucurui. Este teste foi realizado no programa Arlequin 3.01
(Excoffier et al., 2005) o qual estima a ligacao através do teste da razédo da

likelihood.

6.2. Analises populacionais

Para inferéncias populacionais foram montados bancos de dados
especificos para cada questdo a ser respondida. Utilizamos além das 463
amostras de pirarucus da Reserva Mamiraua, 60 individuos oriundos de duas

localidades préximas a Santarém disponibilizados por Carvalho (2008) e 38
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individuos de Tucurui (Souza, 2006). Para responder as questbes de
abordagem populacional, analisamos bancos de dados especificos usando os
parametros descritos abaixo. A Tabela 2 sintetiza as perguntas, amostras,

parametros e programas utilizados para respondé-las.

Amova: A Analise de Variancia Molecular foi aplicada para verificar
como ¢€ distribuida a variabilidade dentro da estrutura previamente simulada.
Este parametro indica a percentagem da variabilidade nos diferentes niveis de

estruturacao, tendo sido analisada no Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005).

Fst: Este indice de fixagao proposto por Wright (1921) indica o grau de
diferenciagao entre as populagcdes analisadas. Valores proximos a 1 significam
grande diferenga e valores proximos a 0, grande similaridade entre as
populagdes. Entretanto, segundo Hatl & Clarck (1997), populagcbes naturais nao
costumam atingir valores préximos a 1, mesmo quando apresentam
consideravel estruturagdo. Consideramos a classificagdo sugerida por Wright
(1978) para os valores de Fst o qual propde a seguinte divisao: diferenciagcao
pequena (Fst menores que 0,05), moderada (0,05 a 0,15), grande (0,15 a 0,25)
e muito grande (maior que 0,25). Outros indices, tais como o Rst e o Dst
também sao frequentemente utilizados. Balloux & Lugon-Moulin (2002)
destacam, entretanto, que Fst baixo (menores que 0,05) podem significar
diferenciagdo genética importante, citando o exemplo empirico onde o Rst
estimado foi de 0,98 enquanto o Fst foi somente 0,19 (Balloux et al. 2000). O

Fst foi calculado no Arlequin 3.01com nivel de significancia de 95% (p=0,05).

Estrutura populacional: No programa Structure 2.2 (Pritchard et al.,

2000; Falush et al., 2003) foi calculada a probabilidade a posteriori do numero
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Tabela 2: Parametros e programas utilizados para responder as perguntas e o numero de individuos e procedéncia usados

em cada banco de dados.

Pergunta Numero de Individuos - Procedéncia Parametros Programa
1. Ocorre mudanca na diversidade genética dos 65 ind. — Jaraua 2002 Numero de alelos Genepop
pirarucus a cada ano? 56 ind. — Jaraua 2003 Riqueza alélica Fstat
93 ind. — Jaraua 2004 Frequéncia alélica Genepop
54 ind. — Jaraua 2005 Alelos exclusivos Genepop
46 ind. — Jaraua 2006 Fst Arlequin
AMOVA Arlequin
2. Os pirarucus do setor Jaraua sdo geneticamente 223 ind. — procedentes de 15 lagos do Jaraua Frequéncia alélica Genepop
semelhantes? (cada lagos com pelo menos 8 individuos Fst Arlequin
genotipados) Teste de Mantel Arlequin
Numero de migrantes Arlequin
Geneclass
3. Existe diferenca genética entre os pirarucus do 314 ind. — Jaraua (42 lagos) Riqueza alélica Fstat
Jaraua e do Maraa? 149 ind. — Maraa (Complexo Lago Preto) Frequéncia alélica Genepop
Alelos raros Genepop
Alelos exclusivos Genepop
AMOVA Arlequin
Fst Arlequin
Teste de Mantel Arlequin
Numero de migrantes Geneclass
4. Existe diferenca genética entre os pirarucus de 463 ind. - Reserva Mamiraua Numero de alelos Genepop
Mamiraua e os de Santarém e Tucurui? 60 ind. - Santarém Riqueza alélica Fstat
38 ind. - Tucurui Frequéncia alélica Genepop
Alelos raros Genepop
Alelos exclusivos Genepop
AMOVA Arlequin
Fst Arlequin
Andlise Bayesiana Structure
Teste de Mantel Arlequin
Numero de migrantes Geneclass
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de populagdes presentes no total de pirarucus amostrados (N=561) através de
estatistica bayesiana. A vantagem desta analise € que a mesma dispensa uma
prévia estruturacao a ser testada. A corrida foi feita com um burn-in de 50.000
seguida de 1.000.000 réplicas de Cadeia Markoviana de Monte Carlo (MCMC).
O numero de populagdes (K) simuladas foi de 1 a 7 e a média da probabilidade
foi calculada através de 10 corridas independentes. Usamos o modelo de
ancestralidade com mistura entre as populagbes (Admixture) e frequéncia
alélica correlacionada (AFC). Segundo Prichard et. al. (2007), este programa
mostrou-se habil a detectar um pequeno numero de populagbes (K) com
grande diferenciagdo, mas os autores chamam atencao para a interpretacéo
dos valores de logaritmo natural gerados, os quais tendem a aumentar com o K
(numero de populagdes testadas). Esta possibilidade de super-estimativa foi
minimizada através da corregao sugerida por Evanno et. al. (2005) denominada
AK. Estes autores destacam entretanto que essa corre¢cdo ndo € adequada
para bancos de dados de uma unica populacdo (K=1). Utilizamos para
determinar o numero de populagdes entre as amostras por nos analisadas os

valores corrigidos de AK.

Distancia geografica: Para calcular a distdncia geografica entre as
localidades amostradas na varzea usamos a distancia em linha reta estimada
pelo programa Alelles in Space 1.0 (Miller, 2005) através das coordenadas
geograficas destes pontos. Neste tipo de ambiente anualmente alagado, o
aumento do nivel da agua permite a conexao entre os lagos através das areas
inundadas e, portanto, a menor distancia entre estes é uma reta. Ja para

estimar as distancias entre as localidades da Reserva Mamiraua, Santarém e



43

Tucurui utilizamos o programa Global Mapper v.8.01, sendo a distancia medida

seguindo a calha principal dos rios Amazonas e Tocantins.

Teste de Mantel: Para verificar se a diferenciagao encontrada para cada
par de populagdes pode ser explicada pela distancia geografica, usamos o
teste de Mantel. Este correlacionou uma matriz de divergéncia genética (Fst
par-a-par) e uma matriz de distancia geografica, verificando sua significancia.
Para localidades inseridas predominantemente no ambiente de varzea (dentro
do Jaraua e entre Jaraua e Maraa) utilizamos o teste disponivel no programa
Alleles in Space 1.0 (Miller, 2005), considerando a distancia em linha reta entre
os pontos. Para testar essa correlagdo utilizando amostras ao longo da
distribuicado da espécie (entre a Reserva, Santarém e Tucurui) utilizamos o

programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005).

Numero de migrantes: A estimativa do numero de individuos migrantes
entre as populagdes de pirarucus foi obtida no programa GeneClass 2.01 (Piry
et al., 2004) usando os parametros sugeridos pelos autores. Esta medida indica
quantos individuos dentre o total analisado € um provavel emigrante baseando-
se na freqUéncia dos alelos nas populagdes. O valor corresponde ao total de
individuos, dentre os analisados, que provavelmente pertencem a um estoque

mas foram coletados em outro.

As questdes referentes a aspectos populacionais do pirarucu sao
descritas abaixo, destacando o banco de dados montado e os parametros

utilizados para respondé-las.
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1) Ocorre mudanca da diversidade genética dos pirarucus a cada ano?

A constante exploracéo exercida sobre um estoque pesqueiro pode levar
a alteragdes em sua diversidade genética. Apesar de haver indicios de que a
cota utilizada esta sendo capaz de manter a viabilidade do manejo, até o
momento nao foram desenvolvidos estudos especificos a respeito do nivel de
impacto causado pela pesca manejada de pirarucus na Reserva Mamiraua.
Para verificar se ocorreram mudancgas significativas nos parametros descritivos
que caracterizam os pirarucus nos diferentes anos amostrados, utilizamos 314
individuos coletados no setor Jaraua, sendo 65 capturados no ano de 2002, 56
em 2003, 93 em 2004, 54 em 2005 e 46 em 2006. A diferenciacao foi testada
tratando cada ano como um estoque. Para comparar os diferentes anos
usamos o numero absoluto, a riqueza e freqiéncia alélica, a presenca de alelos

exclusivos, AMOVA e indices de diferenciacao genética (Fst).

2) Os pirarucus do setor Jaraua sao geneticamente semelhantes?

Uma vez que o pirarucu nao apresenta grandes padrdes de migracao e
o setor Jaraua tem grande extensao norte-sul (cerca de 40 Km), buscamos
verificar se ocorre uma diferenciacdo genética entre os lagos associada a
distancia geografica. Nesta analise comparamos amostras de 15 lagos do setor
Jaraua com no minimo oito individuos genotipados, totalizando 223 amostras
(Figura 13). Os testes usados para comparar os lagos foram Fst e Mantel, que
verificaram se existe diferenciacdo entre eles e se esta diferenciagao pode ser
atribuida a distancia geografica. As distancias entre os lagos foram calculadas

em linha reta, uma vez que durante a cheia ocorre uma grande
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conectividade entres os mesmos. Foi verificado ainda se os alelos mais
freqientes em cada lago sdao compartilhados, indicando assim um fluxo
genético entre os mesmos, além da estimativa do numero de migrante entre

estes.

3) Existe diferenca genética entre os pirarucus do Jaraua e do Maraa?

Uma vez que foi testado o efeito da distancia na diferenciacao dos
pirarucus de diferentes lagos do Jaraua, € importante verificar se este estoque
€ geneticamente semelhante aquele do Complexo Lago Preto (Maraa). Esta
informacéao pode direcionar de forma eficaz as estratégias de manejo aplicadas
na Reserva Mamiraua, definindo se é valido considerar as duas populagdes da
mesma forma ou maneja-las de forma individualizada. Para fazer essa
comparacgao utilizamos caracteristicas descritivas para 314 pirarucus coletados
em 42 lagos distribuidos pelo setor Jaraua e 149 individuos oriundos do
Complexo Lago Preto. Os parametros comparados entre as populagdes foram
riqueza e frequéncia alélica, distribuicdo de alelos raros e alelos exclusivos. A
diferenciagao entre as mesmas foi testada através de AMOVA e Fst tendo sido

ainda estimado o numero de migrantes entre as duas localidades.

Testamos a correlagdo de Mantel usando um ponto representando o
conjunto de lagos que compdem o Complexo Lago Preto no Maraa em relagéo
aos 15 lagos com mais de oito amostras genotipadas do setor Jaraua. A
grande proximidade e conectividade entre os lagos do Complexo Lago Preto
permitiu a utilizagdo de um unico ponto, representado pelas coordenadas do

Lago Preto (Figura 14). Ja no setor Jaraua, os lagos sdo, em média, mais
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Figura 14: Imagem do Complexo Lago Preto (Maraa) durante a cheia mostrando os oito lagos analisados. LP significa Lago
Preto.
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distantes, e durante o periodo seco a conexao entre os mesmos fica restrita a
poucos corpos d’agua, tendo sido por isso analisados os 15 lagos como
unidades independentes. As distancias geograficas entre os lagos do Jaraua e

o Maraa foram calculadas em linha reta.

4) Existe diferenca genética entre os pirarucus de Mamiraua e os de Santarém

e Tucurui?

A Reserva Mamiraua esta inserida em uma area de varzea na porgao
central da bacia amazdnica e apresenta caracteristicas particulares com
relagdo a outras areas ao longo da distribuicdo do pirarucu. Aspectos tais como
a pressao de pesca exercida sobre o recurso, o tipo de ambiente no qual o lago
esta inserido e a distancia sdo exemplos de fatores que podem levar a uma
diferenciagcao entre os estoques. Para verificar se esta estruturacdo ocorre
analisamos os parametros descritivos (numero de alelos, freqiéncia alélica,
alelos raros e alelos exclusivos) para 463 pirarucus da Reserva Mamiraua (314
do Jaraua e 149 do Maraa) e comparamos com os descritos para 60 individuos
de Santarém e 38 de Tucurui. A diferenciagao entre estas populagdes foi ainda
avaliada através de AMOVA, Fst e Andlise Bayesiana. O teste de Mantel
também foi usado para verificar se esta possivel diferenciacdo pode ser
atribuida a distancia geografica entre as mesmas, a qual foi estimada
acompanhando a calha principal dos rios que ligam os mesmos. Foi ainda

estimado o numero de migrantes entre as mesmas.



49

3. RESULTADOS

3.1 GENOTIPAGEM

Durante a identificacao dos alelos foram detectados picos inespecificos
(stutters) na maioria dos locos, sendo que estes ndo comprometeram a
confiabilidade da genotipagem, uma vez que o padrao se repetia sempre com
stutters menores que os alelos (stutters a esquerda). A Figura 15 mostra os
padrées de picos encontrados para individuos homozigotos (A), heterozigotos
para alelos com mais de 2pb de diferenga (B) e heterozigotos para alelos com
2pb de diferenca (C). A identificacdo deste ultimo é facilitada pela comparacgéao
da altura dos picos, sendo que o pico referente ao alelo de menor tamanho tem
sempre uma maior intensidade devido a fusdo deste com o stutter do segundo
alelo. A presenca destes produtos inespecificos € bastante comum em
microssatélites, principalmente em dinucleotideos, sendo um artefato da reacao
de amplificagao do loco.

O MicroChecker sugeriu uma identificagdo errbnea de stutters como
alelos para o loco m16 na populagao de Jaraua, e m20 e m2 para a de Tucurui.
Esta indicagdo ocorreu devido a uma alta freqliéncia de individuos
heterozigotos para alelos que diferiam em 2pb. Entretanto, os locos m20 e m16
apresentaram padrdes constantes de stutters em relacdo aos alelos em todas
as corridas, o que facilitaram a identificacdo dos alelos em cada individuo.
Além disto, amostras de pirarucus de outras populagcdes também confirmaram
a identificagcao destes alelos, sem que este tipo de erro tenha sido sugerido. Ja
o loco m2 s6 apresenta trés alelos na populagao de Tucurui, sendo que os dois

mais frequentes diferem em 2pb e por isso apresentaram alta
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Figura 15. Padrbes de genotipagem produzidos pelo programa Fragment
Profiler mostrando os picos dos alelos (marcados) e picos inespecificos
(stutters). A-homozigoto, B-heterozigoto para alelos com mais de 2pb de
diferenca, C-heterozigoto para alelos com 2pb de diferenca.
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heterozigosidade. Para nenhum dos sete locos analisados foi sugerido o
fendbmeno de dominancia de alelos pequenos. Desta forma, optamos por usar

os sete marcadores para todas as populagdes estudadas.

3.2 CARACTERIZAGCAO DAS POPULACOES DA RDSM

Apos a genotipagem, foram identificados nas duas populagdes de
pirarucus da Reserva Mamiraua um total de 50 alelos para os sete locos
analisados, com uma variacao de 3 a 12 alelos por loco (Tabela 3). Quando
complementamos com os dados analisados por Carvalho (2008) e Souza
(2006) para as populagdes de Santarém e Tucurui, encontramos um total de 54
alelos, sendo que a reserva abriga 93% desta diversidade, com 83% no setor
Jaraua e 72% no Maraa. O numero médio de alelos por loco variou de 3,14
(Tucurui) a 7,14 (Reserva Mamiraua).

A estimativa de riqueza alélica, também indicou maior variabilidade para
a populacao da Reserva Mamiraua (Tabela 4), a qual apresentou em média
5,325 alelos por loco, enquanto Santarém e Tucurui apresentaram 4,628 e
3,120 alelos por loco, respectivamente. Dentro da reserva, encontramos uma
riqueza alélica superior nos pirarucus do Jaraua. Os demais marcadores
apresentaram pequenas diferencas entre as duas populacdes comparadas.

A frequéncia dos alelos nas populacdes € mostrada em uma tabela
comparando as diferentes populagdes onde foi destacada a percentagem do
alelo mais frequente em cada um delas (Tabela 5). Todos os sete locos

utilizados foram polimorficos para todas as populagdes analisadas, com
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Tabela 3: Numero de alelos encontrados para cada loco nas populagdes de
pirarucus caracterizadas. Total de alelos se refere ao numero total de alelos
identificados em Mamiraua, Santarém e Tucurui. A percentagem total de alelos
para cada populacdo foi calculada a partir do total de alelos descritos (54
alelos).

Locos Total de NUmero de alelos
alelos
Jaraua Marad RDSM Santarém®  Tucurui®
(n=314) (n=149) (n=463) (n=60) (n=38)
m7 12 10 8 11 6 5
m20 4 4 3 4 4 3
m4 4 3 3 3 4 2
m15 11 8 8 9 4 5
m2 12 12 7 12 9 3
m16 6 5 5 6 5 2
m26 5 3 5 5 2 2
TOTAL 54 45 39 50 34 22
Média 6,43 5,57 7,14 4,86 3,14
% alelos 83% 72% 93% 63% 41%

! Carvalho (2008); ? Souza (2006)



Tabela 4: Riqueza alélica (Ra) estimada para as populagdes de pirarucus do
Jaraua, Maraa, RDSM (Jaraua + Maraa), Santarém e Tucurui.

Locos Riqueza alélica
Jaraua Marad RDSM  Santarém®  Tucurui

m7 7,258 7,240 8,025 5770 4,996
m20 3,261 2,418 3,108 3,623 3,000
m4 2,997 2,952 2,992 3,785 2,000
m15 6,404 5, 960 6,717 3,636 4,842
m?2 8,535 5173 7,875 8,604 3,000
m16 4,764 4,918 5,421 4,978 2,000
m26 2,996 3,135 3,134 2,000 2,000

Média 5174 4,542 5,325 4,628 3,120

' Carvalho (2008); * Souza (2005).
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Tabela 5: Frequéncias alélicas, alelos exclusivos e alelos novos para as
populacdes de pirarucus do setor Jaraua, Maraa, Santarém e Tucurui. A
percentagem dos alelos mais freqlientes para cada loco em cada populagao foi
sombreada. Os alelos indicados com negrito e asterisco (*) sado alelos novos.

Locos Alelos Frequéncias Alelos Exclusivos
Jaraua Marad Santarém Tucurui
m7 273 0.0069 0.0000 0.0000 0.0000 JARAUA
281 0.2810 0.3275 0.2453 0.1351
283 0.0466 0.0070 0.0000 0.0000
287 0.0000 0.0000 0.0000 0.2838 TUCURUI
289 0.0328 0.0000 0.0755 0.0270
295 0.0017 0.0317 0.0000 0.0000
297 0.3034 0.2570 0.5943 0.5270
299 0.0897 0.1444 0.0472 0.0270
301* 0.2190 0.1549 0.0189 0.0000
303* 0.0172 0.0493 0.0000 0.0000
305* 0.0017 0.0000 0.0000 0.0000 JARAUA
307* 0.0000 0.0282 0.0189 0.0000
m20 265 0.5339 0.3378 0.4554 0.4474
267 0.0419 0.0068 0.0536 0.2237
269* 0.4194 0.6554 0.4821 0.3289
271* 0.0048 0.0000 0.0089 0.0000
m4 279 0.1026 0.2399 0.4741 0.4167
281 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 SANTAREM
285* 0.8205 0.7230 0.4828 0.5833
287* 0.0769 0.0372 0.0259 0.0000
m15 228 0.0000 0.0034 0.0000 0.0000 MARAA
230 0.0430 0.0172 0.0000 0.0000
232 0.3328 0.1690 0.4455 0.3947
234 0.0080 0.0655 0.0818 0.3158
236 0.0000 0.0000 0.0000 0.0132 TUCURUI
240 0.0287 0.0000 0.0091 0.0000
242 0.0860 0.0483 0.0000 0.0000
246* 0.0000 0.0000 0.0000 0.0132 TUCURUI
248* 0.4745 0.6793 0.4636 0.2632
250* 0.0223 0.0069 0.0000 0.0000
252* 0.0048 0.0103 0.0000 0.0000
m2 299 0.1860 0.3697 0.0678 0.0000
301 0.0116 0.0141 0.0508 0.0000
305 0.0199 0.0000 0.0000 0.0000 JARAUA
313 0.2542 0.3697 0.4407 0.6892
315 0.0033 0.0000 0.0169 0.1351
317 0.0947 0.1162 0.1186 0.0000
321 0.0050 0.0035 0.0000 0.0000
323 0.3488 0.1232 0.0169 0.1757
325* 0.0150 0.0000 0.1102 0.0000
327* 0.0233 0.0035 0.1525 0.0000
329% 0.0349 0.0000 0.0254 0.0000
333* 0.0033 0.0000 0.0000 0.0000 JARAUA
m16 249 0.0000 0.0503 0.1750 0.0000
255 0.4061 0.5537 0.0417 0.0286
257 0.0685 0.1711 0.6250 0.9714
259 0.4618 0.1913 0.1167 0.0000
261 0.0223 0.0336 0.0417 0.0000
263 0.0414 0.0000 0.0000 0.0000 JARAUA
m26 205* 0.0000 0.0034 0.0000 0.0000 MARAA
207* 0.0000 0.0034 0.0000 0.0000 MARAA
215 0.2834 0.2838 0.5517 0.3571
217 0.0732 0.0135 0.0000 0.0000

219* 0.6433 0.6959 0.4483 0.6429
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excecao do loco m16 para os pirarucus de Tucurui, onde o alelo 257 foi
encontrado com frequéncia de 97,1%. A identificagdo de quatro alelos raros
nas populacdes de Jaraua e cinco na de Maraa também foi confirmada, como
ilustrado na Tabela 6. Foram identificados alelos exclusivos em todas as
populagcdes analisadas, totalizando 12 alelos que estdo presentes em apenas
uma das populagdes. Alguns deste foram muito frequentes, como o alelo 287
do loco m7, que correspondeu a 28,4% dos alelos identificados para os
pirarucus de Tucurui. Assim como a distribuicdo e freqiéncia dos alelos em
uma populacdo, a presenca de alelos exclusivos é uma importante
caracteristica usada na determinagdo de estruturagdo populacional, podendo
indicar o grau de conectividade entre os estoques. Foram detectados 19 alelos
novos, ou seja, fora do intervalo de tamanhos descritos por Farias et al. (2003),
sendo estes destacados na Tabela 5.

A heterozigosidade observada e esperada para as populagbes do
Jaraua, Maraa e da Reserva (Jaraua e Maraa juntas) € mostrada na Tabela 7.
A frequéncia de heterozigotos observada para os pirarucus da reserva foi de
0,572, tendo variado de 0,365 a 0,773 entre os locos. Quando os dois estoques
da reserva foram analisados individualmente, foi identificada uma
heterozigosidade ligeiramente maior na populagao do Maraa, a qual variou de
0,486 a 0,817.

Alguns locos apresentaram desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg. No
Jaraua, trés locos tiveram deficiéncia de heterozigotos (m7, m2 e m16), tendo o
mesmo sido observado no grupo de todos os pirarucus genotipados da reserva.

A populagdo do Maraa teve um excesso de heterozigotos para os locos m7 e
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Tabela 6: Frequéncias de alelos raros (AR) e alelos exclusivos (AE)
identificados nas populagdes de pirarucus de Jaraua, Maraa, Santarém e
Tucurui

Populacdo  Locos Alelos Categoria Freqiéncia

Jaraua m7 273 AE 0,7%
295 AR 0,2%

305 AE-AR 0,2%

m2 305 AE 2,0%

315 AR 0,3%

333 AE-AR 0,3%

m16 263 AE 4,1%

Marad m15 228 AE-AR 0,3%
m2 321 AR 0,4%

327 AR 0,4%

m26 205 AE-AR 0,3%

207 AE-AR 0,3%

Santarém m4 281 AE 1,7%
Tucurui m7 287 AE 28,4%
m15 236 AE 1,3%

246 AE 1,3%
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Tabela 7: indices de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) para as
populagdes de pirarucus do Jaraua, Marad e RDSM (Jaraua + Maraa).

LOCOS HETEROZIGOSIDADE
Jaraua Marad RDSM
Ho He Ho He Ho He
m7 0.752* 0.771 0.817** 0.780 0.773** 0.777
m20 0.472 0.538 0.527 0.458 0.489 0.533
m4 0.308 0.313 0.486 0.425 0.365 0.354
m15 0.653 0.654 0.524 0.505 0.612 0.623
m2 0.718* 0.769 0.739 0.700 0.725* 0.768
m16 0.548* 0.616 0.550** 0.631 0.549** 0.643
m26 0.500 0.503 0.480** 0.441 0.494** 0.483
MEDIA  0.564 0,595 0.589 0,563 0.572 0,597

*valores significantes (p<0,05); ** valores altamente significantes (p<0,01)
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m26, sendo este ultimo também observado em excesso quando analisamos
todas as amostras da reserva. Somente o loco m16 apresentou um padrao
constante para os trés agrupamentos, sendo encontrado menor freqiéncia de
heterozigotos que o esperado. Estas diferencas entre os padrdes de excesso
ou deficiéncia na heterozigosidade para diferentes locos de uma mesma
localidade pode ser um reflexo das diferentes taxas de evolugao destes.

O teste de desequilibrio de ligacdo usando todas as amostras mostrou
que todos os locos apresentavam algum tipo de ligagao, exceto o m20 com os
m4 e m26. Nei & Li (1973) verificaram que processos demograficos tais como
estruturacdo e migracao tém grande influéncia sobre os resultados deste teste
podendo criar um desequilibrio de ligacdo. O banco de dados utilizado para
esta anadlise foi composto por 561 pirarucus genotipados, sem qualquer
separagao por procedéncia das amostras. Além da estruturacdo populacional
que provavelmente existe dentro do universo amostrado, a possivel migragao

entre os estoques também pode ajudar a explicar este resultado.

3.3 ANALISES POPULACIONAIS

3.3.1- Ocorre mudanca da diversidade genética dos pirarucus a cada ano?

A pressdo de pesca exercida de forma continua sobre um estoque
pesqueiro pode levar a uma diminuicdo na sua variabilidade genética.
Entretanto, o manejo tende a minimizar esse efeito, uma vez que a pesca
segue um modelo particular de exploragdo. No caso dos pirarucus do setor
Jaraua, monitorados durante cinco anos, os parametros avaliados

demonstraram nao haver grandes diferengas entre os periodos monitorados. O
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numero absoluto de alelos e a riqueza alélica estimada detectaram uma
pequena variagao entre os cinco anos como mostrado na Tabela 8. Os
resultados de AMOVA indicaram que toda a variacdo é encontrada dentro do
total de individuos analisados (99,99%) e o indice de fixagdo par-a-par (Fst)
nao foi significativo para nenhuma combinacdo entre os anos. Foram ainda
identificados quatro alelos exclusivos, os quais tiveram baixas freqiéncias nos

anos analisados.

A comparagao entre anos mostrou que os alelos mais freqientes eram
compartilhados para a maioria dos locos (Tabela 9). Somente os locos m7,
m15 e m16 mostraram diferenca em pelo menos um dos anos, porém, a
diferenca entre o alelo mais freqliente e o segundo mais freqtiente foi muito
pequena para estes dois ultimos locos. Para o m15 foi observada uma maior
freqUéncia para o alelo 248 em todos os anos, exceto 2002, onde o mais
freqUente foi o 232. Entretanto esta diferenga foi de somente um registro deste
alelo, uma vez que o alelo 232 foi amostrado 48 vezes e o alelo 248, apareceu
47 vezes entre os pirarucus coletados neste ano. Da mesma forma aconteceu
com o loco m16 para as amostras de 2004. A diferenca do numero de
observagdes entre os dois alelos mais frequientes foi de somente duas em um
total de 186 alelos analisados (93 individuos). Para o loco m7, a flutuagao entre
0s anos aconteceu alternando sempre entre os trés alelos mais frequentes nos

cinco anos estudados.

Para verificar o efeito de cinco anos de pesca manejada de pirarucu,
comparamos 0s parametros gerados para os individuos capturados em 2002 e

2006. Foi confirmada a presenca 6 alelos exclusivamente em 2002 (frequéncia
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Tabela 8: Numero de alelos (Na) e riqueza alélica (Ra) para a populagao de
pirarucus do setor Jaraua nos anos de 2002 a 2006.

Locos 2002 2003 2004 2005 2006
Na Ra Na Ra Na Ra Na Ra Na Ra

m7 7 6,737 9 8,194 9 7,673 7 6,817 7 6,920
m20 3 2,995 3 2,996 4 3,353 4 3,711 4 3,817
m4 3 3,000 3 3,000 3 2,995 3 3,000 3 3,000
m15 8 7872 6 5,587 5 4,950 7 6,026 6 5,797
m20 8 7446 10 9267 10 8317 10 9,227 7 7,000
m16 5 4,962 5 4,874 5 4,627 4 3,991 5 4,992
m26 3 3,000 3 2,963 3 2,995 3 3,000 3 3,000
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Tabela 9: Frequéncias alélicas e alelos exclusivos para as populagcbes de
pirarucus do setor Jaraua coletadas entre os anos de 2002 e 2006. Em
destaque (sombreado), os alelos mais frequentes para cada loco em cada ano.

Locos Alelos Freqliéncias alélicas Alelos
2002 2003 2004 2005 2006 exclusivos
m7 273 0,0000 0,0089 0,0109 0,0000 0,0125
281 0,2328 0,2679 0,3261 0,2841 0,2625
283 0,0172 0,0536 0,0489 0,0568 0,0625
289 0,0172 0,0357 0,0489 0,0227 0,0250
295 0,0000 0,0000 0,0054 0,0000 0,0000 2004
297 0,3103 0,2589 0,2772 0,4432 0,2625
299 0,1293 0,0536 0,0870 0,0795 0,1000
301 0,2500 0,2946 0,1848 0,1023 0,2750
303 0,0431 0,0179 0,0109 0,0114 0,0000
305 0,0000 0,0089 0,0000 0,0000 0,0000 2003
m20 265 0,5703 0,5179 0,5376 0,4904 0,5444
267 0,0469 0,0446 0,0323 0,0577 0,0333
269 0,3828 0,4375 0,4247 0,4423 0,4111
271 0,0000 0,0000 0,0054 0,0096 0,0111
m4 279 0,0938 0,0893 0,0968 0,1019 0,1444
285 0,8281 0,8393 0,8495 0,7593 0,8000
287 0,0781 0,0714 0,0538 0,1389 0,0556
mi5 230 0,0538 0,0089 0,0538 0,0278 0,0652
232 0,3692 0,3304 0,3011 0,4074 0,2609
234 0,0308 0,0000 0,0000 0,0093 0,0000
240 0,0385 0,0268 0,0323 0,0093 0,0326
242 0,0538 0,1161 0,1129 0,0833 0,0435
248 0,3615 0,4911 0,5000 0,4537 0,5870
250 0,0692 0,0268 0,0000 0,0093 0,0109
252 0,0231 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 2002
m2 299 0,1797 0,2222 0,1685 0,1667 0,2162
301 0,0078 0,0093 0,0054 0,0370 0,0000
305 0,0312 0,0185 0,0109 0,0370 0,0000
313 0,3047 0,2593 0,2337 0,2500 0,2162
315 0,0000 0,0000 0,0000 0,0093 0,0135
317 0,0859 0,0648 0,1196 0,0741 0,1216
321 0,0000 0,0185 0,0054 0,0000 0,0000
323 0,3359 0,3426 0,3533 0,3704 0,3378
325 0,0000 0,0185 0,0272 0,0093 0,0135
327 0,0234 0,0000 0,0435 0,0278 0,0000
329 0,0312 0,0278 0,0326 0,0185 0,0811
333 0,0000 0,0185 0,0000 0,0000 0,0000 2003
mi16 255 0,4077 0,4196 0,4462 0,4352 0,2717
257 0,0923 0,0357 0,0591 0,0741 0,0870
259 0,4231 0,4732 0,4355 0,4537 0,5652
261 0,0462 0,0179 0,0108 0,0000 0,0435
263 0,0308 0,0536 0,0484 0,0370 0,0326
m26 215 0,2462 0,3571 0,2957 0,2407 0,2717
217 0,1000 0,0268 0,0538 0,0926 0,1087
219 0,6538 0,6161 0,6505 0,6667 0,6196
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variando de 0,7 a 4%) e 4 exclusivos para o ano de 2006 (todos com

aproximadamente 1,2% de frequéncia).

3.3.2- Os pirarucus do setor Jaraua sao geneticamente semelhantes?

Os valores de Fst par-a-par para quinze lagos do setor Jaraua
analisados mostraram que a maioria destes n&do apresentou divergéncia
genética significativa (Tabela 10). Naqueles em que esta medida teve
significancia, o valor estimado de Fst foi baixo para a maioria das comparacgdes
(0,01 a 0,04), exceto entre os lagos Cedrinho e Jaraqui que apresentou valores
moderados (0,07). Os alelos mais frequentemente observados em cada
populacdo foram os mesmos e somente dois foram identificados
exclusivamente em um lago (alelo 273 para o m7 no lago Apui e o alelo 315 no
loco m2 no lago Jaraqui). Estes alelos foram exclusivos também quando
analisamos todo o conjunto de lagos amostrados na Reserva Mamiraua (ver
Tabela 6). Foram detectados cinco migrantes entre os lagos do setor Jaraua,
sendo que as distancias entre os lagos de origem e de chegada variavam entre
2,5 a 20,2 km. A correlagao entre os indices de diferenciacao genética (Fst) e

as distancias geograficas entre os lagos nao foi significante (p=0,424).

3.3.3- Existe diferenca genética entre os pirarucus do Jaraua e do Maraa?

Os parametros populacionais analisados mostram que ocorre uma
moderada diferenciacao entre as populag¢des de pirarucus do setor Jaraua e do
Maraa. A AMOVA detectou que 4,8% de toda a variagédo foi observada entre

estes dois estoques. O indice de diferenciagdo (Fst) entre as mesmas foi
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Tabela 10: Matriz de diferenciacdao genética (Fst) (abaixo da diagonal) e da distancia geografica em quildmetros (acima da
diagonal) entre 15 lagos do setor Jaraua. A ultima coluna mostra a distancia geografica entre os lagos do Jaraua e o
Complexo Lago Preto (Maraa). Os valores em negrito e asterisco (*) correspondem a Fst significante (p<0,05).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 - 4,4 58 9,5 17,4 3,5 8,3 22,6 25,2 19,4 243 19,6 20,2 16,7 15,0 88,5
2 0.0189* - 1,4 6,4 15,6 5,9 6,3 19,1 21,3 16,5 20,7 16,6 16,7 15,1 12,7 92,4
3 0.0472* 0.0409* - 6,3 15,8 7,2 6,7 18,5 20,5 16,2 20,0 16,2 16,1 15,3 12,7 93,2
4 0.0727* 0.0267 -0.0043 - 9,5 8,4 2,4 13,0 15,9 10,1 14,7 10,2 10,7 9,1 6,4 98,0
5 0.0003 0.0283 0.0355 0.0592* - 14,8 9,4 9,7 14,0 5,2 11,3 5,7 8,7 0,9 3,2 104,3
6 0.0101 0.0189 0.0204 0.0032 -0.0111 - 6,4 21,1 24,2 17,5 22,8 17,7 18,8 14,0 12,8 90,1
7 0.0352* 0.0421* -0.0092 -0.0172  0.0172 -0.0249 - 14,7 17,8 11,2 12,4 12,4 12,4 8,9 6,8 96,4
8 0.0145 0.0381*  0.0083 0.0424* -0.0086  0.0045 -0.0124 - 4,4 4,6 1,8 4,0 2,4 10,5 9,1 111,0
9 -0.0005 0.0101 0.0180 0.0140 -0.0160 -0.0070  -0.0039  -0.00701 - 8,9 3,1 8,3 5,7 14,8 13,1 113,7
10 0.0169* 0.0263 0.0189 0.0250 -0.0058 -0.0136  -0.0060 -0.00409 -0.0060 - 6,3 0,6 3,7 5,9 4,8 107,5
11 0.0063 -0.0050 -0.0008  0.0024 -0.0060  -0.0111 -0.0020  0.00141  -0.0206  -0.0033 - 5,8 4,0 12,2 10,9 112,8
12 0.0108 0.0202 0.0384 0.0501 -0.0097  -0.0122  -0.0007  -0.02041 -0.0061  0.0019 -0.0025 - 3,1 6,4 5,2 107,8
13  0.0206* 0.0285 0.0406 0.0272 -0.0073  0.0014 0.0148 0.02384 -0.0100  0.0084 -0.0100  0.0235 - 9,4 7.4 108,7
14 0.0144 0.0291 0.0434*  0.0402* -0.0047 -0.0139  0.0120 0.02302* -0.0031  0.0054 0.0119 0.0108 0.0073 - 3,2 103,4
15 0.0044 0.0218 0.0308 0.0310 -0.0173  -0.0352  -0.0053 0.00467 -0.0150 -0.0060 -0.0044 -0.0020 -0.0071  -0.0181 - 102,8

16 0.0546* 0.1097* 0.0874* 0.0981* 0.0238* 0.0449* 0.0726* 0.0652* 0.0171*  0.0460*  0.0504* 0.0782* 0.0353* 0.0470* 0.0302* -

1- Lago Cedrinho 5- Lago Samaumeirinha do Jaraqui 9- Ressaca do Itu 13- Lago do Apui
2- Cano do Cedrinho 6- Cabeceira do Lago Baixo 10- Lago Samaumeirinha 14- Lago Mat4-Mata
3- Lago Pocgéao 7- Lago Samauma 11- Ressaca do Curuca 15- Lago Panelao

4- Lago Jaraqui, 8- Ressaca do Panema 12- Lago Maciel Comprido 16- Complexo Lago Preto (Maraa)
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pequeno (0,048), mas significante (p=0,00). A comparagao entre os alelos
mais frequentes nas duas populagdes mostrou diferengcas para os locos m7,
m20, m2 e m16 (ver Tabela 5), mas se considerarmos os dois alelos mais
freqUentes para cada loco verificamos que estes sdao compartilhados entre as
duas populagdes, exceto para o m2. Foram ainda identificados 11 alelos
exclusivos para o Jaraua e 5 para o Maraa, sendo a frequéncia deste entre 0,2

e 5%.

O programa Geneclass detectou a presenca de sete migrantes entre as
duas populagdes, sendo que quatro foram no sentido Marad para Jaraua,
enquanto trés foram capturadas no Maraa, mas provavelmente emigraram do
setor Jaraua. O teste de Mantel foi estatisticamente significante (p=0,001,
r=0,10) quando comparamos os 15 lagos com mais de oito amostras
genotipadas do Jaraua com o Complexo Lago Preto (Marad), mostrando que a

ocorre diferenciagao por distancia entre os dois pontos da reserva.

3.3.4- Existe diferenca genética entre os pirarucus de Mamiraua e os de

Santarém e Tucurui?

Os parametros usados para a caracterizagado das populagdes de Jaraua,
Maraa, Santarém e Tucurui ja foram descritos no item 3.2. Uma vez que foi
detectada uma pequena diferenciacao entre as populagdes dentro da Reserva
Mamiraua, usamos os dois pontos (Jaraua e Marad) separadamente nesta
analise. O indice de diferenciacdo de Wright foi significante para todos os pares
de localidades, sendo baixa entre as duas populagcbes da reserva (0,048),

como ja descrito anteriormente. Santarém mostrou diferenciagcdo moderada
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com todas as outras localidades, enquanto as duas populagbes da reserva
tiveram grande diferenciagdo com os pirarucus de Tucurui (Tabela 11). A
analise de AMOVA mostrou 10,8% de variagdo entre a Reserva Mamiraua,
Santarém e Tucurui, mas com maior parte desta dentro da populagao total de
pirarucus estudados.

Os resultados de inferéncia Bayesiana mostram um valor de Ln P(X/K)
baixo para K=1 (Ln P(X/K) = -9.312,72), o qual foi crescente até o numero
maximo de populagdes simuladas (K=7; -8.362,63) (Figura 16). Este fenbmeno
foi citado no manual do programa e observado em outros estudos (Evanno et
al. 2005; Nguyen, 2008), os quais aplicaram a correcdo do numero de
populagdes (AK) sugerida por Evanno et al. (2005). Os valores corrigidos
apontam para duas populagées (K=2) como nivel principal de estruturagao. O
perfil genético de cada individuo analisado mostra uma grande contribuicao
genética do estoque formado por Santarém e Tucurui na populagcdo de
pirarucus que habita a Reserva Mamiraua (Figura 17).

Foram detectados sete possiveis migrantes, sendo que dois foram
coletados no Jaraua e procedentes do Maraa, e outros dois que migraram no
sentido inverso (do Jaraua para Maraa). Um individuo migrante do Maraa foi
coletado em Santarém, assim como dois de Tucurui foram detectados na
populagdo do Jaraua. O valor de significAncia obtida no teste de Mantel
descartou a hipétese de que a diferenciacao entre estes pontos pode ser
atribuida somente a distancia geografica entre os mesmos (p=0,087), indicando
que algum outro fator além da distancia é responsavel por esta diferenciagéo

genética entre os pirarucus do Jaraua, Maraa, Santarém e Tucurui.
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Tabela 11: indices de fixacdo Fst (abaixo da diagonal) e distancia geografica
em quildbmetros (acima da diagonal) estimados entre as populagdes de
pirarucus do Jaraua, Maraa, Santarém e Tucurui. Todos os valores de Fst
foram significantes.

Populacdes Fst / Distancia geografica

Jaraua Marad Santarém Tucurui
Jaraua - 105 1300 2150
Marad 0,0482 - 1450 2300
Santarém 0,1344 0,1281 - 850

Tucurui 0,1878 0,1935 0,0609 -
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Figura 16: Grafico mostrando o resultado da analise bayesiana do programa
Structure. No grafico A os valores de Ln P(X/K) e em B o valor corrigido (AK)
para as sete populagdes simuladas.
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Jaraua Maraa Santarém Tucurui

Figura 17: Perfil de contribuicdo genética de cada estoque considerando K=2 para cada individuo analisado das populagdes
do Jaraua, Maraa, Santarém e Tucurui. A cor verde representa um estoque e a vermelha outro.
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DISCUSSAO
4.1. CARACTERIZACAO GENETICA DOS PIRARUCUS DA RDSM

As informacgbes obtidas a partir da caracterizacdo genética de uma
populacdo sdo de grande utilidade no monitoramento, além de estabelecer
parametros comparaveis dentro das populagbes ou entre espécies. Estes
parametros auxiliam no direcionamento de politicas apropriadas de manejo que
visem a melhor manutencéo deste recurso. A caracterizagdo dos pirarucus da
Reserva Mamiraua indicou a presenca de mais alelos identificados nesta
localidade que os encontrados em Santarém (Carvalho, 2008; Farias et al.,
2003) e Tucurui (Souza, 2006). Este resultado era esperado, uma vez que a
quantidade de individuos analisados por nosso estudo foi muito superior aos
demais. Entretanto, quando comparamos os indices de riqueza alélica, a qual
corrige as diferengas entre os tamanhos das amostras, essa tendéncia se
repete, reforgando a presencga de maior diversidade genética entre os pirarucus
da reserva que os demais pontos comparados.

Uma vez que foram caracterizadas populagdes diferentes da utilizada no
desenvolvimento dos marcadores microssatélites, era esperado que novos
alelos fossem identificados, os quais parecem estar relacionados ao numero de
individuos analisados de cada populacdo. Dos 19 alelos novos descritos para a
espécie, somente cinco estdo presentes na populagdo menos amostrada
(Tucurui), enquanto 15 destes foram encontrados entre os pirarucus do Jaraua
(populagdo mais amostrada). Mesmo entre os exemplares de Santarém, foram
identificados alelos que estavam fora da faixa de tamanho descritos por Farias

et al. (2003). Apesar de serem de uma mesma regidao geografica que os
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animais usados na montagem da biblioteca gendmica, o numero de individuos
analisados por Carvalho (2008) foi quatro vezes maior que os utilizados na
descricdo dos locos. Tais resultados reforcam a importancia de uma
amostragem representativa para que uma caracterizacdo genética reflita a
variabilidade de uma populagao.

Alguns destes alelos novos foram encontrados com uma alta freqtiéncia,
inclusive entre os pirarucus de Santarém. O fato de um alelo muito frequente
nao ter sido amostrado no estudo de Farias et al. (2003) pode ser explicado
pela padronizacdo da genotipagem. O processo de identificagdo dos alelos
durante a caracterizagdo depende da padronizacdo de genotipagem adotada.
Quando comparamos diferentes corridas eletroforéticas em seqienciadores
automaticos, observamos que podem ocorrer pequenas flutuagdes no tamanho
dos fragmentos identificados. O uso de ferramentas, tais como os bins (barras
com o intervalo de tamanho aceitavel para cada alelo), auxiliam a identificacdo
destes. Desta forma, quando comparamos corridas diferentes usando uma
mesma padronizagdo, as chances de identificagdo errbnea dos alelos sao
minimizadas. Entretanto, a comparacao entre alelos genotipados em estudos
que tenham usado padronizagdes diferentes € arriscada, uma vez que os
intervalos aceitaveis para identificacdo de determinado alelo podem ser
diferentes. Desta forma um mesmo alelo pode esta sendo identificado de duas
formas distintas em estudos diferentes. Por este motivo, optamos por comparar
as frequéncias alélicas somente entre as populagdes caracterizadas por Souza
(2006) e Carvalho (2008), as quais seguiram a mesma padronizagao de

genotipagem utilizada por nos.
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A freqiéncia de individuos heterozigotos em uma populagdo € um
importante indicativo de variabilidade genética desta. Em nosso estudo
encontramos uma heterozigosidade média para a Reserva Mamiraua (0,57)
similar a encontrada em Santarém (0,55 e 0,57 para Carvalho 2008 e Farias et
al. 2003, respectivamente), porém maior que a de Tucurui (0,48) e menor que a
de Obidos (0,69) (Tabela 12). Outros estudos também estimaram as
heterozigosidade entre diferentes populagcdes de peixes e encontraram valores
que variavam de 0,38 (Tor douronensis) a 0,84 (Pagrus major) (ver Tabela 12).

E interessante observar a relagéo entre a heterozigosidade e o nimero
de alelos por locos. Para a maioria das espécies ilustradas, foi encontrada uma
alta frequéncia de heterozigotos quando os locos analisados tiveram pelo
menos 10 alelos por loco. O numero médio de alelos por loco descritos na
caracterizacdo de Farias et al. (2003) foi bem abaixo deste patamar (4,3
alelos/loco). Dentre os locos descritos por estes autores, escolnemos os mais
informativos, de forma que a média encontrada por nés foi de 7,1 alelos por
loco. Apesar desta média ser superior a descrita na caracterizacao, ele ainda &
inferior aos mostrados na tabela. Ja quando comparamos com outros estudos
que usaram os mesmos locos microssatélites, verificamos que os niveis de
heterozigosidade sédo equivalentes. Acreditamos que o numero médio de alelos
por loco pode ter influenciado no indice de heterozigosidade do pirarucu que foi
menor do que os estimados para outras espécies de peixes.

Comparando a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) na
populagdo de pirarucus da reserva, encontramos uma diferenga significante

para quatro dos sete marcadores. Este desequilibrio génico ocorreu através de
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Tabela 12: Caracterizagdes e estudos populacionais com peixes usando marcadores microssatélites mostrando o niumero de
individuos analisados (N), numero de locos, médias de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), numero médio de
alelos por locos e fonte.

Espécie N Numero  Médiade Médiade Alelos por Fonte
de locos Ho He loco

Arapaima gigas (RDSM - AM) 463 7 0,57 0,60 7,1 Este trabalho
Arapaima gigas (Obidos - PA) 32 8 0,69 0,72 8,0 Hamoy et al. (2008)
Arapaima gigas (Santarém - PA) 60 7 0,55 0,59 4,9 Carvalho (2008)
Arapaima gigas (Tucurui — PA) 38 7 0,48 0,49 31 Souza (2006)
Arapaima gigas (Santarém — PA) 15 14 0,57 0,62 4,3 Farias et al. (2003)
Arapaima gigas (Santarém — PA) 15 7 0,63 0,66 4,7 Farias et al. (2003)*
Pagrus auratus 468 6 0,75 0,74 10,5 Hauser et al. (2002)
Salmo salar 175 15 0,67 0,68 10,9 Norris et al (1999)
Tor douronensis 447 15 0,38 0,37 12,1 Nguyen (2008)
Salmo salar 183 5 0,79 0,83 17,6 Fontaine et al. (1997)
Nemadactylus macropterus 55 7 0,70 0,79 18,4 Burridge & Smolenski (2000)
Pagrus major 248 4 0,84 0,87 29,5 Perez-Enriquez et al. (1999)

* Dados de Farias et al. (2003) somente com os sete locos utilizados neste trabalho.
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uma deficiéncia de heterozigotos para trés locos e 0 excesso para um loco. O
padrao predominante de excesso de homozigotos pode ser explicado por efeito
Wahlund. Este fendbmeno ocorre quando uma populagdo subdividida é
analisada como uma unidade, causando uma diminuicdo na frequéncia de
heterozigotos pela limitagdo do fluxo génico entre os dois estoques. Este fator
pode explicar o padrao encontrado em nossas analises, uma vez que o
conjunto de pirarucus que representam a Reserva Mamiraua foi composto pela
juncdo simples dos peixes coletados no Jaraua e no Maraa, os quais
apresentam uma pequena estruturagcédo genética.

Os indices de variabilidade genética encontrado em nosso estudo
mostram que os pirarucus de Mamiraua apresentam alta diversidade genética,
sendo esta maior que a encontrada para populagbes de Santarém e Tucurui
por Carvalho (2008) e Souza (2006), respectivamente. Por outro lado, Hrbek et
al. (2005) encontraram indices de diversidade génica semelhantes para
populacdes de Mamiraua (H=0,884) e Maraba (H=0,885), sendo esta
localidade préxima a Tucurui. O marcador genético utilizado por estes autores
pode ser a causa do padrao discordante encontrado entre os dois estudos.
Algumas caracteristicas do DNA mitocondrial em relagcdo aos marcadores
nucleares como o microssatélite podem explicar essas diferencas. Este
primeiro tipo de marcador apresenta uma heranca exclusivamente materna
(Beebee & Rowe, 2008) e isso leva a uma menor representatividade da
populagdo, uma vez que a linhagem paterna deixa de ser analisada. Outro
aspecto relacionado a heranga uniparental € que esta sofre mais efeitos da

deriva genética (Beebee.& Rowe, 2008). Além disso, a taxa de mutagao das



74

regides sequienciadas pelos autores € menor que a dos microssatélites (Selkoe
& Toonen, 2006), o que se reflete em uma menor capacidade de detectar
diferencas dentro e entre populagdes do que marcadores hipervariaveis como
os utilizados no presente trabalho. Outro aspecto que refor¢ca nossos
resultados € que numero de individuos analisados de Mamiraua (N=465) e de
Tucurui (N=38) sdo maiores que os amostrados por Hrbek et al. (2005) (N=33
para Mamiraua e N=13 para Maraba).

E importante ressaltar que essa alta variabilidade genética encontrada
na reserva pode ser resultado de diferentes fatores, dentre eles o manejo.
Outros aspectos podem e devem contribuir para que se observe nesta area
uma maior diversidade genética de pirarucus do que nas demais localidades
estudadas. Uma das hipoteses € que pelo fato da reserva estar inserida em
uma regido de baixa altitude, pode gerar uma tendéncia de migragcéo de
pirarucus das areas adjacentes para dentro da reserva, a qual funciona como
um refagio durante o periodo seco. Este padrao pode esta acontecendo ao
longo da varzea do Amazonas que € o maior ambiente de floresta alagada da
Amazénia, com aproximadamente 200.000 Km? (Ayres, 2006). A regido onde
esta inserida a Reserva Mamiraua, € uma das por¢des onde este ambiente
apresenta maior area e pode por isso abrigar uma maior quantidade deste
recurso do que outras localidades. Além disso, outros aspectos como o estado

de conservacdo ambiental do local devem também ser considerados.
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4.2. 0 MANEJO DOS PIRARUCUS NA RESERVA MAMIRAUA

Alguns estudos desenvolvidos pelo Programa de Monitoramento de
Pesca (PMP) do Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (IDSM)
tém indicado que o manejo dos pirarucus esta sendo biologicamente efetivo. A
crescente tendéncia de aumento do tamanho da populagdo pode ser
observada através dos dados de contagens (Viana et al., 2007) e densidades
(Arantes et al., 2006) de pirarucus na reserva como mostrado na Tabela 13 e
Figura 18. E evidente o aumento populacional desde a implementacdo do
manejo, apesar de pequenas flutuacbes nas coletas dos dados. Algumas
destas flutuagdes podem ser explicadas por eventos ocasionais ocorridos na
regidao. Em 2003, foi relatada a pesca ilegal de pirarucus em um dos lagos do
Jaraua, que além de reduzir o tamanho populacional, também teria levado
parte dos pirarucus a se deslocarem para outros corpos d’agua (Arantes et al.,
2006). Ja no Maraa, a diminuicdo na densidade em 2005 pode ser explicada
pelo inicio do manejo nos complexos Itauba e Tigre. Desde entdo, novos lagos
comegaram a ser monitorados e consequentemente a area manejada
aumentou, fazendo com que a densidade de pirarucus diminuisse.
Considerando a ocorréncia de variagdes na obtencao destes parametros, é
nitida a tendéncia de crescimento populacional do pirarucu na reserva.

Queiroz & Sardinha (1999) analisaram aspectos demograficos de
pirarucus na Reserva Mamiraua antes da implementacdo do manejo e
sugeriram que esta populagao estava sendo submetida a sobrepesca, podendo
ser reduzida @ metade do seu tamanho em um periodo de seis anos. Segundo

estes autores, a paralisagcao total da pesca naquele momento permitiria a
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Tabela 13: Numero de pirarucus contados, cota disponivel, autorizada e numero de pirarucus capturados a cada ano no setor
Jaraua. A cota disponivel corresponde a 30% do total de pirarucus adultos do ano anterior. Adaptado de Viana et al., 2007 e
IDSM, 2008.

ANO Juvenis Adultos Total Cota Cota Cota Captura
disponivel  solicitada autorizada
1999 2.149 358 2.507 - - - 141
2000 2.984 994 3.978 - - - 153
2001 5.901 1.441 7.342 298 300 200 188
2002 7.017 3.932 10.949 432 500 500 497
2003 7.296 4.327 11.623 1.180 900 900 877
2004 7.159 3.135 10.294 1.227 1.230 1.230 958
2005 8.564 7.111 15.675 940 1.230 1.230 1.205
2006 12.052 8.596 20.648 2.133 1.700 1.700 1.526
2007 19.398 13.345 32.743 2.579 1.700 1.700 1.676
2008 - - - 4.004 2.000 - -

- Dados néo disponiveis ou inexistentes
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Figura 18: Graficos de densidade de pirarucus no Setor Jaraua (A) e no
Complexo Lago Preto — Maraa (B) segundo Arantes et al. (2006) (retirado de
IDSM, 2008).
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recuperagao do equilibrio populacional dentro de cinco anos. Entretanto, os
dados de acompanhamento da pesca coletados pelo Programa Manejo de
Pesca (PMP) demonstram que o estoque ndo somente se recuperou em um
intervalo de tempo menor que o previsto, como também aumentou em mais de
13 vezes em nove anos.

Apesar de alguns estudos evidenciarem o crescimento populacional,
nada se sabia sobre aspectos genéticos destas populagdes ao longo dos nove
anos de manejo. A utilizagcao de ferramentas de genética molecular vem sendo
amplamente utilizada em estudos de conservagdo e para o monitoramento
populacional de espécies de interesse econdmico ou conservacionista
(Nguyen, 2008; McCusker et al., 2008; O’Connell & Wright, 1997). Nossos
resultados indicam bons niveis de variabilidade genética dentro da Reserva
Mamiraua, e permitem que sejam destacados alguns aspectos que podem
estar colaborando efetivamente para isso, tais como a migracao lateral e a
dispersao.

O comportamento de migracao lateral desempenhado pelos pirarucus
tem grande importancia nos niveis de variabilidade genética por possibilitar a
mistura entre individuos de lagos diferentes. Este comportamento parece
explicar o grande compartilhamento de alelos, indicando uma auséncia de
estruturagdo genética dentro do setor Jaraua. Os lagos apresentam perfis
genéticos semelhantes, o que pode ser explicado pela mistura entre individuos
durante a cheia e pelo retorno para diferentes lagos quando o nivel da agua
comeca a diminuir. A Figura 19 ilustra a hipotese de que nao existe

obrigatoriamente uma fidelidade ao lago durante este retorno, a qual é apoiada
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Figura 19: Perfil do ambiente de varzea mostrando a dindmica de dispersao
dos pirarucus durante a seca (A e C) e cheia (B). Adaptado de Ayres (2006).
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por nossos resultados. Para que esta hipdtese possa ser testada, sugerimos
que sejam desenvolvidos estudos detalhados sobre a dispersdo de adultos e
juvenis de pirarucus usando marcagao e acompanhamento remoto (GPS).

Muito pouco é conhecido sobre a dispersao do pirarucu. O estudo que
incluiu aspectos de deslocamento e fidelidade ao sitio desenvolvido por
Queiroz (2000) revelou uma dispersdao média de 13,7 Km por ano, mas
somente 10 de 147 individuos marcados foram recapturados entre 0,5 e 18
meses apos a marcagao. A distancia em linha reta entre os pontos de soltura e
captura variou de 3,9 a 64,2 Km para estes animais. Por outro lado, 0 mesmo
autor relata a recuperacao de dois individuos que foram capturados no mesmo
lago em que, cinco anos antes, haviam sido marcados. Provavelmente a
diferenca entre estes dois padroes de dispersdao observados por Queiroz
(2000) é a agao antropica exercida sobre o ambiente. O lago Serapido, onde
houve a recuperacdo do peixe apos 5 anos de soltura no mesmo local, foi
pouco explorado desde 1993, quando foi iniciado o estudo de marcacao. Essa
pequena perturbacdo ambiental pode ter relagdo com a fidelidade deste
individuo ao lago, enquanto os outros peixes recapturados apresentaram outro
padrao de deslocamento. Estes registros corroboram nossa hipdtese de que
pode ou n&o haver a fidelidade no retorno ao lago.

Os niveis de variabilidade genética encontrados para os pirarucus da
Reserva Mamiraua sugerem que a cota de pesca anualmente autorizada pelo
IBAMA esta dentro do perfil ideal para manutencao da espécie, podendo
inclusive ser feita uma reavaliacdo, no sentido de permitir o aumento da

quantidade maxima de pirarucus pescados. Analises de produgcdo maxima
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sustentavel antes da implementacdo do manejo indicavam que aparentemente
a quantidade de pirarucus abatidos estava proxima ou acima dos limites que o
modelo sustentavel estabelecia (Queiroz & Sardinha, 1999). Caso a pesca do
pirarucu tivesse se mantido neste nivel, os indices de variabilidade, tais como a
heterozigosidade e o numero de alelos, possivelmente seriam menores que o0s
encontrados em nosso estudo. As estratégias adotadas para o manejo desta
espécie permitiram que a diversidade genética deste estoque se mantivesse
em niveis satisfatorios.

Nés sugerimos que estudos para estimar a capacidade maxima de
retirada de pirarucus nestas areas sejam desenvolvidos, uma vez que a cota de
30% surgiu como uma quantidade razoavel que ndo deveria trazer danos a
populagcdo, mas sem nenhuma fundamentacdo experimental. Realmente esta
proporcdo atingiu sua meta, e agora pode inclusive ser reavaliada. E
importante lembrar que outros aspectos além desta capacidade maxima devem
ser considerados no estabelecimento desta cotas, tais como as condi¢des
logisticas dos pescadores e a comercializagdo. Amaral (2007) coloca a
comercializagdo como o principal gargalo no processo de produgédo pesqueira
da regido e estas questdes devem ser amplamente discutidas antes de se
manter ou aumentar o numero de adultos anualmente retirados.

Outro aspecto avaliado através do monitoramento genético foi o efeito
temporal sobre a pesca do pirarucu. Nossos resultados de acompanhamento
durante cinco anos indicam que a pesca manejada tem sido eficiente, no
sentido de nado levar a uma diminuicdo da variabilidade genética do estoque

deste peixe. Alguns outros estudos foram desenvolvidos com populag¢des de
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peixes submetidas a sobre-exploragdo comparando parametros de
variabilidade genética ao longo do tempo. Por exemplo, os indices de
heterozigosidade e o numero médio de alelos estimados para estoques de
Pagrus auratus ao longo de 50 anos de exploracdo mostraram uma significante
diminuicao na heterozigosidade para este recurso (Hauser et al., 2002).

Os resultados das anadlises genéticas mostraram pequenas flutuagdes
nas freqléncias e composicao alélicas entre os anos analisados, indicando que
nao houve significativa perda de variabilidade nestes cinco anos no Jaraua.
Entretanto, o intervalo de tempo estudado é muito curto para que mudancgas
genéticas profundas possam ser detectadas. Nés sugerimos fortemente a
continuidade do monitoramento genético, usando como referéncia os
parametros gerados neste estudo. O acompanhamento genético de populacdes
vem sendo uma importante ferramenta aplicada em espécies de importancia
ecolégica e econdmica, tais como os salmonideos (Hansen et al., 2002;
Guinand & Scribner, 2003). A comparagcao de aspectos, tais como a
heterozigosidade e o numero de alelos podem ser importantes indicativos de
processo populacionais, como sobrepesca e efeito gargalo de garrafa

(bottleneck) (Chistiakov et al., 2006).

4.3 ASPECTOS POPULACIONAIS DOS PIRARUCUS DA RDSM

A caracterizacdo de amostras de pirarucus procedentes de duas
localidades da Reserva Mamiraua nos permitiu verificar se existe diferenciacao
genética dentro desta area. Os resultados indicam uma pequena diferenciagéo

genética entre o Jaraua e o Maraa. Este resultado corrobora o estudo
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desenvolvido por Watanabe (2007), a qual encontrou um Fst significante de
0,036 quando comparou pirarucus destas mesmas localidades. Segundo
Balloux & Lugon-Moulin (2002), Wright destacou que a diferenciagao nao deve
ser negligenciada mesmo se o Fst for menor que 0,05. Desta forma
consideramos a estruturagao entre os dois estoques da reserva como valida.

O fluxo génico limitado entre duas populagdes leva a uma diferenciacao
entre as mesmas. A distancia geografica, por sua vez, € negativamente
correlacionada a este fluxo, de forma que quanto maior a distdncia entre os
estoques, menor o fluxo genético entre eles. Entretanto, o efeito que a distancia
exerce sobre a estruturagdo populacional depende também de aspectos
bioldgicos da espécie, tais como sua capacidade migratdria. Nossos resultados
com os pirarucus mostram que a diferenciacdo genética observada entre os
lagos do setor Jaraua e o Complexo Lago Preto € explicada pela distancia
geografica entre estas localidades. Este resultado é coerente com o carater
supostamente sedentario da espécie em estudo. Uma vez que a espécie em
estudo parece ndao desempenhar grandes deslocamentos longitudinais, o fluxo
genético acontece ao longo da reserva de forma lenta através da dispersao dos
adultos e principalmente dos juvenis durante a migracao lateral. Segundo
Castello (2008a), quando o nivel da agua comega a diminuir, o pirarucu adulto
se separa dos jovens e todos migram para os canais e lagos na porgao baixa
da varzea. Entretanto, o padrao de dispersao desta prole também nao é
conhecido.

A distribuicdo homogénea dos alelos em pequenas distancias, associada

a diferenciacdo de estoques separados por distancias maiores, pode ser
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explicado por um padrao de pequena “dispersao genética” para a espécie. Esta
dispersao genética € “o deslocamento dos alelos” ao longo da area de
distribuicdo, que pode acontecer através da migracdo de um individuo ou de
sua prole. Os alelos presentes em uma populagcdo podem chegar a outra
através da migracdo de um individuo ou mesmo através de descendentes
deste individuo, que carregam alguns de seus alelos. Provavelmente é através
desta dispers&o que ocorre a homogeneizagao dos pirarucus da reserva, sendo
que a capacidade de dispersao ¢é limitada no tempo e no espaco.

Como discutido anteriormente, a migragao lateral é de grande
importancia para a homogeneizagao da populagado de pirarucus, mas seu raio
de alcance parece ser limitado pelo aspecto sedentario deste peixe. Essa
limitacdo do deslocamento efetivo para a dispersdo genética é responsavel
pela sutil diferenca detectada entre os Jaraua e o Maraa. A dispersao dos
juvenis pode desta forma facilitar a homogeneizagcdo ao longo da distribuicao
da espécie, minimizando os efeitos do sedentarismo. Este deslocamento,
associado a distribuicdo continua da espécie, possibilita o fluxo génico na
reserva ao longo do tempo, mas a distancia geografica faz com que seja

observada uma pequena diferenciagao entre estes estoques.

44 ESTRUTURA POPULACIONAL DOS PIRARUCUS DA RDSM,
SANTAREM E TUCURUI.

O pirarucu apresenta uma grande area de distribuicdo, ocupando grande
parte da bacia amazbnica. Esta ampla ocorréncia, associada a aspectos

biolégicos como o pequeno deslocamento e a preferéncia por ambientes de
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aguas calmas sugerem a presenca de estruturagcdo genética ao longo de sua
distribuicdo. A comparagao entre as populagdes de Mamiraua, Santarém e
Tucurui usando marcadores microssatélites corrobora esta hipdtese.

Quando comparamos os valores de Fst entre as quatro populagdes
analisadas (Jaraua, Maraa, Santarém e Tucurui) encontramos diferentes niveis
de estruturagdo. Como ja discutido, houve uma pequena diferenciacéo dentro
da reserva, a qual pode explicada pela distancia entre os pontos amostrados.
Ja a diferenciacao entre a populacdo de Santarém com os demais estoques foi
moderada, enquanto Tucurui com os dois pontos da reserva apresentaram
uma alta diferenciagdo, segundo os critérios de Hartl & Clark (1997). Este
padrdao obedece ao critério de distribuicado geografica dos pontos amostrados,
uma vez que Santarém esta localizada entre a Reserva Mamiraua e Tucurui.
Altos e significantes valores de Fst também foram encontrados para o estudo
utilizando regides do DNA mitocondrial do pirarucu (Hrbek et al., 2005). Os
autores atribuiram esta diferenciacdo a sobrepesca ocorrida no passado e
consideraram que a populagdo de pirarucus ao longo da bacia comporta-se
como uma populagdo panmitca, mas com restrito fluxo génico causando pela
grande area de distribuicao.

A analise Bayesiana também indicou estruturagdo genética entre as
quatro populagdes amostradas. Entretanto, este método estimou a presenca de
duas populagdes no total de amostras de pirarucus analisadas (K=2). O perfil
da composigado genética de cada pirarucu analisado, considerando estes dois
estoques, mostrou grande similaridade entre a populagdo de Santarém e

Tucurui. Ja os pirarucus do Jaraua e do Maraa apresentam composicao
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genética marcada por uma mistura entre os dois estoques. Este resultado
reforca a estruturacado dentro da area de distribuicdo da espécie, mas indica um
outro padrao, onde Santarém e Tucurui seriam semelhantes. Entretanto, estas
duas localidades fazem parte de sub-bacias diferentes, ja que Tucurui é
banhada por aguas da bacia Araguaia-Tocantins, enquanto Santarém esta
inserida na bacia Amazoénica. Além disso, o principal canal hidrico ligando a
populacdo de Tucurui com as demais populagcbes analisadas, inclui a
passagem por uma regido com grande influéncia marinha préximo a llha de
Marajo. Desta forma, o padréao de estrutura encontrada pela analise Bayesiana
nao é facilmente explicado através de aspectos bioldgicos e ecoldgicos.

O padrao de composicao genética dos pirarucus da reserva mostra uma
mistura entre os dois estoques identificados pelo programa Structure. A maior
contribuicdo do estoque Santarém-Tucuri na populagcao da reserva corrobora a
hipétese de que o pirarucu se desloca subindo o rio. Por outro lado, os dados
indicam que a populagdo do Maraa tem maior contribuicdo do estoque
Santarém-Tucurui que o observado no Jaraua. Este fato também nao tem uma
explicacdo bioldégica simples, uma vez que o Jaraua esta situado entre
Santarém e Maraa. Desta forma consideramos que ocorre uma estruturacao
entre as quatro localidades estudadas, mas com certo nivel de conectividade
entre as mesmas.

Alguns processos podem levar a diferenciacdo genética entre dois
estoques populacionais. Dentre eles a diminuicdo do fluxo génico é um dos
mais importantes, o qual muitas vezes depende da distdncia entre estes

estoques. Quando testamos a hipotese de diferenciagdo por distancia para
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explicar as localidades amostradas ao longo da distribuicdo do pirarucu,
encontramos valores n&o significantes. Este resultado indica que a
diferenciagcao observada nao pode ser explicada somente pela distancia entre
as quatro populacgdes. Para verificar se alguma das localidades estaria levando
a um desvio desta correlagcdo entre as distancias genéticas e geograficas,
testamos todas as combinagdes excluindo um estoque de cada vez, mas em
nenhuma delas a correlagao foi significante. Os dados de sequiéncias de DNA
mitocondrial (Hrbek et al., 2005) também mostraram o mesmo padrdao de
estruturacdo nao apoiado pelo modelo de diferenciagao por distancia segundo
Mantel. Apesar disto, os autores afirmam que o isolamento por distancia parece
ser o mais importante fator atuante na dindmica populacional desta espécie.
Por outro lado, os resultados de Hrbek et al. (2007) usando o mesmo tipo de
marcador por nos utilizados, mostraram significancia para a correlacéo entre
distancia genética e espacial (p=0,012). Estes autores usaram um maior
numero de locos e de localidades, entretanto, o numero de individuos
analisados por nos foi quase quatro vezes maior. Nossos dados sugerem que
outros aspectos populacionais além da distancia estejam sendo determinantes
na diferenciacdo entre estas populacdes, tais como a intensa exploragao de
algumas localidades.

Quando consideramos o efeito da distdncia sobre a sub-estruturacéo
genética de uma populagao estamos indiretamente nos referindo as limitagdes
no fluxo génico entre estas. Como ja discutido, este fluxo pode se dar através
da migragao, da dispersdo de juvenis ou de ambos. Quando estimamos o

numero de possiveis migrantes entre os estoques analisados verificamos que



88

ocorre um fluxo entre estas localidades, mas que este ¢é limitado. Considerando
0 aspecto sedentario do pirarucu, acreditamos que esta conectividade entre as
populagdes acontega de forma efetiva, mas gradualmente ao longo do tempo e
do espaco.

Um dos fatores que pode explicar, juntamente com a distancia, a
diferenciagcdo genética entre as localidades é grande pressdao de pesca
exercida no passado proximo as grandes cidades amazobnicas. Dados de
desembarque pesqueiro e relatos histéricos (Menezes, 1951) apontam para
uma diminui¢cado do estoque de pirarucus nos arredores de Manaus, Santarém e
Belém. Este efeito pode ter interferido no fluxo genético e, portanto, na
conectividade ao longo da bacia amazobnica. Outros estudos, como o
desenvolvido por Hrbek et al. (2005) e Hrbek et al. (2007) ja colocava a acgao
antropica exercida sobre a populagdo de pirarucus como determinante na
estrutura genética da espécie. N6s achamos que a sobrepesca exercida no
passado, associada ao efeito da distdncia, pode estar levando a esta
diferenciacao entre os estoques de pirarucus.

Uma analise de autocorrelacdo espacial com microssatélites de
pirarucus mostrou uma associagao entre distancias genéticas e geograficas em
distancias menores que 2.500 Km (Hrbek et al., 2007). Segundo os autores,
esta distancia corresponde a maior parte da area de distribuicdo da espécie
(aproximadamente 4.000 Km). Nossos dados, por outro lado, mostram
diferenciacdo moderada e alta em distdncia de 1.500 e 2.300 Km,
respectivamente, e ndo para distancias maiores que 2.500 Km, como

estimados pela autocorrelagdo espacial. Nossos resultados sugerem que o
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valor maximo encontrado para que ocorra significativa conexao entre os
estoques esta super-estimado, havendo estruturacdo em distancias

geograficas menores que 2.500 Km.
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5. CONCLUSOES

Através das analises populacionais de pirarucus usando marcadores

microssatélites podemos concluir que:

1.

Os lagos do setor Jaraua (RDSM) apresentam perfil genético
semelhante.

A hipétese de retorno ao lago sem fidelidade obrigatéria e a dispersao
dos juvenis podem ser importantes fatores responsaveis pela
homogeneidade entre os lagos.

A pesca desenvolvida ao longo de cinco anos nao levou a uma alteragao

da variabilidade genética da populacao de pirarucus.

. As estratégias adotadas no manejo dos pirarucus na Reserva Mamiraua

estdo sendo ecologicamente eficientes para a manutencdo de sua

diversidade.

. A cota de pirarucus anualmente pescados na Reserva Mamiraua nao

esta afetando a manutengdo de sua variabilidade genética, podendo

inclusive ser reavaliada.

. Os estoques de pirarucu do setor Jaraua e do Marad (RDSM)

apresentam pequena diferenciacdo genética influenciada pela distancia
geografica entre estas localidades.

Os pirarucus da Reserva Mamiraua apresentam maior variabilidade
genética que as populagdes de Santarém e Tucurui.

Ocorre diferenciagdo genética entre as populagdes da Reserva
Mamiraua, Santarém e Tucurui, sendo esta diferenciacdo um reflexo do

efeito da distancia e da sobrepesca.
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9. O monitoramento genético dos pirarucus da Reserva Mamiraua mostrou
ser uma importante ferramenta para o direcionamento das estratégias do

manejo deste recurso pesqueiro, devendo ser continuado.
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