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Sinopse
Um fragmento de 364 pb da regido controle do DNA mitocondrial foi
sequenciado para o peixe-boi amazdnico. As analises populacionais e
filogenéticas sugerem que existe uma populagdo homogénea ao longo de
toda area de ocorréncia dessa espécie. Isso tem importantes implicagoes
no manejo e conservagdo do peixe-boi amazdnico, principalmente para

futuros programas de reintrodugao dos animais de cativeiro.
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Auden, W.H.: "Como organismos bioldgicos, feitos de matéria, somos sujeitos as
leis da fisica e da biologia; como pessoas conscientes, que criam nossa propria
histéria, somos livres para decidir como esta historia deve ser. Sem a ciéncia, nao
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encontrada no livro Mundos Imaginados, escrito por Freeman J. Dyson e editado
pela Companhia das Letras, 1998 - Sdo Paulo, SP.
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RESUMO
O peixe-boi amazdnico & endémico da regido amazdnica, onde é
encontrado desde a llha de Marajé (Brasil) até as nascentes do Rio
Amazonas, na Colémbia, Peru e Equador. Historicamente, essa espécie
vem sofrendo uma grande pressdo de caga que ocasionou sua redugdo
populacional. O objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade genética
dessa espécie e verificar sua associagdo com a distribuicdo geografica
utilizando a regido controle do DNA mitocondrial. Sessenta e oito individuos
foram amostrados provenientes de 6 areas da bacia amazénica (Negro,
Japura, Solimoes, Madeira, Amazonas-AM e amostras do estado do Para).
Um total de 364 pares de bases foram sequenciados e 37 haplétipos
encontrados. A diversidade haplotipica foi relativamente alta (h = 0.909) ao
contrario da nucleotidica Pi (JC) = 0.00836. Isso ocorreu porque a maioria
desses haplétipos (31) estdo representados por singletons. Os valores de k
(ndmero médio de diferengas nucleotidicas/par de sequéncia) e de D,
(nimero médio de substituigdes nucleotidicas/sitio) indicam uma distingao
dos haplotipos da area do Para que apresentaram maior variabilidade
comparados com os das outras areas. A AMOVA mostou que 93.86% da
variabilidade genética é explicada por variagdes dos haplétipos dentro das
areas. A estimativa de fluxo génico é alta, com M, migrantes/geracéo,
variando de 3.00 a 13.133. A auséncia de segregagdo geografica
demonstrada pelas analises filogenéticas tem implicagées na conservagdo
dessa espécie. As populagdes parecem ser panmiticas e a area de origem

n&o limitaria futuros programas de reintrodugéo dos animais de cativeiro.
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Abstract
The Amazonian manatee is endemic to the Amazon River basin, occurring
from Marajo Island (Brazil) up to the heads of that river in Colombia, Peru
and Equator. Historically, this species has suffered from extensive hunting
pressure leading to a reduced population size. The goal of this study was to
estimate the genetic variability of this species, verifying if there was any
association between the geographic distribution and the genetic variation
using the mitocondrial DNA control region. Sixty-eight individuals fro;n six
areas of the Amazon basin (Negro, Japura, Solimdes, Madeira and Amazon,
in the Amazonas State and from Para State) were sampled. A total of 364
base pairs were sequenced and 37 haplotypes were found. The haplotype
diversity was relatively high (h = 0.909), despite the low nucleotide diversity
Pi (JC) = 0.00836. This can be explained by the large number of singletons
(31) in the sample. The k values (average number of nucleotide differences
per sequence pair) and Dy, values (average number of substitutions per site)
discriminate haplotypes from the Pard area that are more variable compared
to the other areas. The AMOVA shows that 93.86% of the genetic variability
was explained by haplotype variation within the areas, and that the gene
flow estimate is high (migrants per generation, M, varies from 3 to 13.133).
The absence of geographic segregation demonstrated by the phylogenetic
analyses has ultimate implication on the species conservation. The
Amazonian manatee population seems to be panmitic, therefore, guidelines
for future reintroduction programs of captive manatees will not be limited by

the area of origin of the animal to be released.
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1. INTRODUGCAO
1.1. A ORDEM SIRENIA

A evolugdo da ordem Sirenia ndo é completamente entendida, mas
sabe-se que esta se originou no velho mundo (Eurasia e/ou Africa) (Reynolds &
Odell, 1991), surgindo no médio Eoceno, por volta de 45 a 50 milhdes de anos
atras (Domning, 1978). A grande diversidade dos sirénios, provavelmente,
ocorreu durante o Mioceno (Domning, 1982; 2001) e atualmente, existem
apenas 2 géneros e 4 espécies.

Esta ordem é proximamente relacionada com as ordens Proboscidea
(elefantes) e Hyracoidea (hyrax) (Figura 1). Essa proximidade filogenética entre
os membros da super-ordem Paenungulata (proboscideos, sirénios e hyraxes)
foi sugerida pela andlise das seqiiéncias de aminoacidos da proteina a A do
cristalino dos olhos destes animais (de Jong & Zweers, 1980), por dados
morfolégicos (Novarek et al, 1988), pela comparagdo de seqiiéncia de
aminoacidos (Miyamoto & Goodman, 1986) e por sequéncias nucleotidicas
(Springer & Kirsch, 1993; Lavergne et al., 1996; de Jong, 1998; Shoshani &

McKenna, 1998).
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Figura 1: Relagdo filogenética entre os mamiferos. a) arvore filogenética
baseada em evidéncias morfolégicas (redesenhado de Novarek, et al. 1988; b)
Filogenia molecular dos mamiferos. As linhas sdélidas sao suportadas por
andlise de DNA nuclear e mitocondrial e pela combinagdo de ambas, as
tracejadas representam propostas baseadas por 12 de 13 sequéncias de DNA
mitocondrial codificadores de proteinas (de Jong, 1998). A super-ordem
Paenungulata esta em destaque (vermelho)

A ordem Sirenia inclui duas familias com espécies viventes: Dugongidae,
constituida por uma unica espécie o Dugong dugon, e Trichechidae com 3
espécies: Trichechus senegalensis, T. manatus e T. inunguis

O dugongo, Dugong dugon, ocorre nos litorais tropical e subtrepical do
Oceano indico e oeste do Pacifico. O peixe-boi africano, 7. senegalensis,
ocorre em habitats de agua doce, estuario e regides costeiras desde o Senegal
até a Angola, no oeste da Africa. O peixe-boi marinho, T. manatus, distribui-se
nos rios, estudrios e areas costeiras tropicais e subtropicais do Oceano
Atlantico, assim como em muitos rios da Flérida, Antilhas, leste do México,

América Central e nordeste e leste da América do Sul. Baseadas em analises

morfométricas do cranio, duas subespécie de peixe-boi marinho foram



inunguis na desembocadura do Rio Amazonas n&o sdo conhecidos (Domning,
1981; 1982).
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Figura 2: Distribuicdo das espécies Trichechus inunguis e Trichechus
manatus, o detalhe da Ilha de Maraj6 indica a suposta area de simpatria entre
as duas espécies no Brasil (modificado de Sousa-Lima, 1999).



1.2. PEIXE-BOI AMAZONICO (Trichechus inunguis)

O peixe-boi amazbnico esta presente em todos os maiores tributarios do
sistema de drenagem do Rio Amazonas, mas sua ocorréncia esta
preferencialmente associada a ambientes de aguas calmas e/ou lagos com
vegetacdo aquatica (Best, 1984). Esta espécie se diferencia dos demais
peixes-bois por ndao apresentar unhas (ha normalmente trés ou quatro nas
nadadeiras peitorais dos demais peixes-bois) (Caldwell & Caldwell, 1985); pela
diminuicdo e maior complexidade dos molares e pelo supraocciptal espesso
(Domning & Hayek, 1986). Sdo menores tanto no tamanho corporal quanto no
peso; 0 tamanho maximo atingido por esta espécie € cerca de 3 m de
comprimento, com 400 a 450 kg de peso. Possui uma coloragdo mais escura,
variando de cinza-escuro a quase negro, com manchas claras na regido ventral
(Figura 3) (Ayres & Best, 1979; Best & da Silva, 1979; Caldwell & Caldwell,

1985; Rosas, 1991).

(Foto: Doug Perrine)

Figura 3: Peixe-boi amazoénico ( Trichechus inunguis).
Nao se tem informacédo sobre tamanho de grupo e estrutura social do
peixe-boi amazdnico. Sado considerados animais relativamente solitarios,

apresentando pouca interagdo com outros animais na mesma area (Rosas,



1994). A Unica estrutura social duradoura é entre mée e filhote, que pode durar
mais de dois anos (Best, 1982; da Silva et al., 2000). Agregagdes temporarias
podem ocorrer durante o periodo reprodutivo e durante a seca, quando
permanecem nas areas mais profundas dos corpos d’agua onde ocorrem (Best,
1982).

Os peixes-bois amazodnicos se movimentam entre lagos e rio, retornando
para a mesma area de varzea durante a enchente e a cheia, evidenciando um
suposto grau de fidelidade por uma determinada area. Durante a vazante
deslocam-se para os lagos mais profundos onde permanecem protegidos
durante toda a estagido seca (Best, 1983). O peixe-boi mostra uma nitida
preferéncia por areas com vegetagéo flutuante onde permanecem a maior
parte do tempo alimentando-se. Utiliza também as areas de igap6 onde ja foi
registrado alimentando-se a 1-2 m de profundidade (Best, 1981).

Segundo Best (1982; 1983; 1984), o marcante ciclo sazonal das cheias
no sistema de drenagem do Amazonas tem um profundo efeito na produgéo de
macréfitas aquaticas, conseqiientemente na alimentagéo dos peixes-bois. Com
o aumento do nivel da agua dos rios (dezembro a margo), ha um aumento na
producdo de macréfitas aquaticas na varzea e igapd e os peixes-bois
dispersam-se nessas areas de alimentagdo. Durante a estag&o seca (julho a
novembro), com a diminuigéo do nivel dos rios, essas areas ficam inacessiveis
para os peixes-bois, que entdo durante a vazante iniciam uma migragao para
os locais mais profundos (Best, 1983).

A sazonalidade da alimentagéo, aparentemente, restringe a reprodugéo.
A copula e os nascimentos ocorrem quando a agua inicia a subida (dezembro-

junho), com a maioria dos nascimentos ocorrendo entre fevereiro e maio. Neste



periodo as plantas estdo abundantes, permitindo a fémea recuperar suas
condigdes fisiologicas (Best, 1982). A gestagdo desta espécie dura entre 12 e
14 meses, sugerindo sincronizagéo entre o estro da fémea e a disponibilidade
de alimento (Best, 1982; Junk & da Silva, 1997).

Observagbes do movimento, padrdes de dispersao e atividade do peixe-
boi na natureza sdo extremamente dificeis, devido ao seu comportamento
arisco, pelo mergulho discreto, e pela turbidez das aguas dos rios e lagos que
habitam (Best, 1981; 1982; 1983; Rosas, 1994, da Silva, 1996). A dificuldade
de observagdo na natureza contribui para caréncia de informagbes sobre a
biogeografia desta espécie.

Nas Gltimas duas décadas, com a utilizagdo cada vez maior de técnicas
moleculares, tornou-se possivel observar a existéncia de variagbes em
caracteres genéticos e quantifica-las diretamente através do DNA (acido
desoxirribonucléico). Tais informagdes contribuem para o conhecimento de
estrutura populacional e tém sido intensivamente usados como alternativa para

investigar questdes sobre viabilidade de espécies ou populagdes.

1.3.USO DE DNA EM ESTUDOS POPULACIONAIS

Exceto em virus de RNA (acido ribonucléico), o material genético de
todos os organismos é constituido de moléculas de DNA cuja fungéo € carregar
a informagéo genética. Nas células animais, podem ser encontradas tanto nos
cromossomos (DNA nuclear) como nas mitocondrias (DNA mitocondrial) e
(Strachan & Read, 1996).

Técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas para identificar

relagdes genéticas entre individuos de origem geografica conhecida, discernir



frequéncias dos genes em escala regional, resultado do habito migratério
dessa espécie. Essas informagées tém fornecido base para implementagéo de
programas de manejo e conservacéo da espécie (Garcia-Rodriguez et al.,

2000).

1.4.GENOMA MITOCONDRIAL

De acordo com a Teoria Endossimbiética proposta por Margulis (1981),
as mitocondrias evoluiram de bactérias endocitadas. As células eucariéticas
iniciaram sua existéncia como organismos anaerdbios, sem mitocondrias, e
entdo estabeleceram uma relagdo endossimbidtica com uma bactéria, cujo
sistema de fosforilagdo oxidativa foi subvertido pelas células para seu préprio
uso (Margulis, 1981; Yang et al. 1985; Alberts et al, 1997). A mitocdndria
possui muitas caracteristicas similares com a maioria dos procariotos que dao
suporte a essa teoria, jA que, ambas possuem tamanho pequeno, dupla
membrana, DNA circular e a divisdo mitocondrial semelhante a reprodugao
bacteriana (Strachan & Read, 1996).

As mitocondrias possuem genoma proprio, replicagéo independente e
sintetizam somente parte das proteinas e RNAs necessarios a sua fungéo,
enguanto que a outra parte é sintetizada por genes do nucleo (Brown et al.,
1979; Alberts et al., 1997). Em mamiferos, por exemplo, 0 genoma mitocondrial
& um DNA circular de cerca 16.500 pares de bases, correspondendo a pouco
menos que 1% do DNA total (Alberts et al, 1997). O genoma mitocondrial
possui fita dupla, & pequeno e contido em multiplas copias na célula. Sua
organizagao inclui 13 genes codificadores de proteina (90% do genoma), 22 de

RNA transferidor, 2 RNAs ribossomicos (12 S e 16 S RNAr) e uma regido nao



codificadora chamada regido controle, alga-D, ou D-loop (Brown, 1981; 1983;

1985; Hoezel & Dover, 1991; Alberts et al.,1997).

O DNA mitocondrial, em relagdo ao DNA nuclear, é geneticamente mais
eficiente, pois além de raramente conter sequéncias duplicadas e néo
codificadoras, ndo possui introns (seqiéncia de DNA que nao codifica
proteina), o que lhes confere uma organizag¢éo intacta. Os genes geralmente
sdo separados por menos de 10 pb (Wolstenholme & Clary, 1985).

As comparagbes entre as seqiiéncias de DNA de diferentes organismos
revelam que a razéo das substituicbes dos nucleotideos, durante a evolugéo, é
de aproximadamente 10 vezes maior em genomas mitocondriais do que em
genomas nucleares. Varias possiveis razbes explicariam essa alta taxa de
mutacéo:

1- a exposi¢do do DNA mitocondrial ao alto fluxo de radicais de oxigénio na
cadeia respiratéria, que tem efeito mutagénico, o que n&o acontece no DNA
nuclear por ser protegido por histonas (pequenas proteinas presentes em
grande quantidades, ricas em arginina e lisina, que s&o associadas ao DNA
de eucariotos) (Cann et al., 1984; Li, 1997);

2- afalta de mecanismos de excisdo-reparo, que pode ser encontrado no DNA
nuclear (Alberts et al.,1997);

3- o numero de replicagdes & muito maior no DNA mitocondrial em relagéo ao
nuclear, durante a vida da célula (Li, 1997).

O DNA mitocondrial também é muito usado em estudos genéticos pela
facilidade em isola-lo, pelo grande nimero de cépias por célula, por seu
tamanho pequeno, sua organizagéo simples e por nao ser recombinante (Avise

et al. 1984; Hayashi ef al., 1985). A alta taxa de mutagdo permite ainda que o
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DNA mitocondrial seja utilizado para inferir relagdes filogenéticas entre
populagbes ou entre espécies com tempos de divergéncia relativamente
recentes entre milhares e alguns milhdes de anos (Brown ef al., 1979).

As propriedades do DNA mitocondrial listadas anteriormente facilitam a
reconstrucdo das relagdes evolutivas entre haplétipos mitocondriais de
organismos proximamente relacionados, e com isso pode-se comparar a
distribuicdo geografica atual para avaliar a importancia relativa de processos
histéricos e contemporaneos que governam a estrutura populacional (Avise et
al., 1987).

A heranca do DNA mitocondrial é estritamente materna (a mitocondria
paterna parece ser ativamente degradada durante a fertilizagdo) e uniclonal
(Meyer et al.,1996). Dessa maneira, o DNA ¢é transmitido intacto (exceto pelas
mutagdes), o que facilita os estudos das genealogias, ao contrario do DNA
nuclear, que pode sofrer alteragdes genotipicas pela segregagdo ou
recombinagéo durante o processo reprodutivo (Avise et al., 1984). A heranga
materna gera hip6teses que refletem a filogenia das fémeas em populagdes
naturais de uma espécie (Avise et al., 1984). Aléem do mais, as fémeas de uma
populagdo sdo demograficamente mais importantes e as analises sobre a
dispersdo de fémeas com este marcador € indiscutivelmente relevante para
definicao de estoques, avaliar o nivel de parentesco entre populagdes, padroes
de dispersdo e sistemas de acasalamento (Dizon et al., 1997). Numa
perspectiva funcional, o DNA mitocondrial animal compreende 37 genes, mas
numa perspectiva filogenética, a molécula toda comporta-se como uma

unidade genealdgica ndo recombinante representada por muiltiplos alelos

(Avise, 1994).
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No genoma mitocondrial, a regidao controle € muito usada em estudos de
relacionamento entre populagdes por possuirem taxas evolutivas maiores do
que as regides codificadoras de proteinas. Por ndo estar sujeita as restricdes
funcionais, essa regiao ndo sofre pressdo da selecdo natural, razdo pela qual
apresenta alta taxa de mutagéo (Li & Graur, 1991).

A regidao controle, em mamiferos, possui aproximadamente 900 pb.
Localiza-se entre as regides codificadoras de 2 RNAs transportadores, 0 RNA
transportador da prolina e o RNA da fenilalanina (Brown et al., 1986; Strachan
& Read, 1996). Esta regidao é chamada D-loop (Displacement loop) porque nela
estdo contidos os sitios de iniciagdo da replicagéo da fita pesada (Oy) e os
promotores de transcricao das fitas leve e pesada (Figura 4) (Brown et
al.,1986).

Em mamiferos, a regido controle pode ser dividida em trés dominios: o
dominio da direita, proximo ao gene do RNA transportador da fenilalanina; o
dominio central; e o dominio da esquerda, préoximo a regido do RNA
tranportador da prolina (Saccone et al., 1991). O dominio da direita contém a
regido Oy , 0s promotores de transcrigdo das cadeias leve e pesada. E pobre
em guaninas, possui comprimento variavel e & bastante divergente entre as
espécies. O dominio central exibe grandes similaridades nucleotidicas,
apresenta mais guaninas e menos adeninas que a regido da direita e da
esquerda. O dominio esquerdo é pobre em guaninas e é altamente divergente,
estando relacionado com o sitio de parada de sintese da fita da alga D (Brown
et al., 1986; Saccone et al., 1991).

A extrema variabilidade encontrada na regido controle, em termos de

substituicbes de bases, quando comparadas a outras regibes do DNA
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mitocondrial e do DNA nuclear (Aquadro & Greenberg, 1983), foi observada ha
mais de duas décadas e tem sido amplamente utilizada em estudos
populacionais. Sua taxa de evolugéo esta entre duas a cinco vezes maior que a

dos genes mitocondriais codificadores de proteinas (Meyer, 1993).

NS
ATPase 6 i (RNA

Figura 4: Mapa do genoma mitocondrial de mamiferos (Tagliaro, 1997).

1. 5. FILOGEOGRAFIA

O termo filogeografia foi introduzido por Avise et al., (1987), para
denominar os “principios e processos que governam a distribuicdo geografica
das linhagens genealdgicas, especialmente no nivel de espécies”. Tal termo foi
conseqiéncia de estudos recentes com DNA mitocondrial, os quais tém
mostrado que: 1- individuos, melhor que populagées, podem ser tratados como
unidades taxonOmicas operacionais (OTUs) em estudos de genética de

populagbes; 2- os conceitos filogenéticos podem ser aplicados no nivel
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intraespecifico e 3- dentro de espécies, linhagens de DNA mitocondrial sé@o
geograficamente estruturadas.

Segundo Cruzan & Templeton (2000), a distribuicdo da variagdo
genética entre populagbes €& determinada por processos histéricos e
contemporaneos de deriva genética, fluxo génico e migragdes. Analises
utilizando freqiiéncia génica, integrando genealogias com informagdes de
distribuicdo geografica, possibilitam fazer inferéncias sobre padrées histéricos
de fluxo génico, e fornecem também informagbées importantes para a
interpretagéo da variagao geografica intraespecifica.

A filogeografia permite tragar uma ponte de ligagdo entre estudos macro
e microevolutivos usando como ferramenta o DNA mitocondrial, sugerindo
genealogias, que vem impulsionando estudos populacionais, de espécies e
niveis taxondmicos mais altos (Bermingham & Moritz, 1998). Certamente um
sucesso empirico baseado em filogeografia de DNA mitocondrial tem sido
aperfeicoado mediante a descricdo da distribuicdo geografica, relagbes
filogenéticas e distancia genética entre linhagens evolutivas de animais,
principalmente, para melhor entendimento da biogeografia regional e areas de
endemismo. Esses estudos demonstram a importancia de combinar evidéncias
moleculares filogeograficas com informagdes independentes sobre histéria de
paisagem obtidas da geologia, paleopalinologia, geomorfologia, paleontologia.

Assim, a filogeografia procura testar a congruéncia entre histérias
evolutivas, demograficas e de distribuigdo geografica dos taxa, e os cenarios
geoldgico e ecoldgico das regides, determinando a cronologia da diversificagéo
evolutiva (Bermingham & Moritz, 1998). E a filogeografia comparativa descreve

a evolugdo da paisagem e permite analises dos efeitos da historia e da
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geografia sobre a estrutura da comunidade de organismos a niveis local e
regional (Bermingham & Moritz, 1998).

Avise (1998) documentou o crescimento nos estudos de filogeografia
desde a Ultima década, e notou que muitos forneceram ligagées empiricas e
conceituais entre sistematica e genética de populagdes. Dentre eles,
comparacgdes de divergéncia entre taxa irmas de aves da América do Norte
(Bermingham et al., 1992), com roedores e marsupiais na América do Sul (da
Silva & Patton, 1998), e entre répteis e anfibios do tropico umido australiano

(Schneider et al., 1998).

2.JUSTIFICATIVA

Os primeiros registros sobre a exploragéo dos peixes-bois amazonicos
sdao de 1542, sendo antes disso, eram utilizados como alimento pelos indios.
Porém, entre 1935-54 comegou a ser intensivamente cagado, com o advento
da industria do couro (Figura 5). Nesse periodo, cerca de 4000-7000 peixes-
bois eram mortos por ano para serem usados na fabricagéo de correias de

maquinas, polias e mangueiras, e para obtengdo de 6leo e carne (Best, 1984).

Figura 5. Resultado de um unico dia de cacada de peixe-boi no Lago
Aiapua, Rio Purus, 1940 (foto: anénima) (Best, 1984).



Embora protegida oficialmente no Brasil, como espécie em perigo de
extingdo desde 1967 (Lei de protegéo da fauna, n° 5.197, de 03 de janeiro
de1967; portaria 3.481 de 31 de maio de 1973 e portaria n°® 011, de 21 de
fevereiro de 1986) ainda persiste a caga comercial e de subsisténcia em toda
Amazodnia (Colares, 1991; Rosas, 1994; IBAMA, 1997).

A captura em grande escala para o uso comercial &, sem dulvida, a
principal razao da redugao populacional de Trichechus inunguis na Amazoénia
(Rosas, 1991; 1994). A baixa taxa reprodutiva limita a habilidade desta espécie
de se restabelecer rapidamente. Uma outra possivel causa para o declinio das
populagdes de peixes-bois amazdnicos seria a destruicdo de seus habitats pela
ocupagdo e uso desordenado do espago na Bacia Amazdnica (como o
langamento indiscriminado de mercurio nos rios da bacia), colocando em risco
toda a fauna aquatica dessa regido. A liberagdo de agrotoxicos, a exploragéo
de gas e petréleo, o trafego intensivo de barcos, também contribuem para a
degradagéo ambiental, além disso, a construgéo de hidrelétricas pée em risco a
variabilidade genética desta espécie, funcionando como barreiras e isolando
populagdes (Rosas, 1994).

Os peixes-bois sdo muito importantes no equilibrio ecolégico do
ecossistema aquatico. Contribuem para fertilizagdo das aguas, ja que suas
fezes servem de nutrientes para o fitoplancton, alimento da maioria do
zooplancton, que por sua vez serve de alimento para os peixes (Junk & da
Silva, 1997). Encarar os peixes-bois como importantes controladores biolégicos
de gramineas e plantas aquaticas é importante, mas € necessario valoriza-los,
principalmente como integrantes milenares e preciosos da ecologia e da

biodiversidade das Américas, bem como um patriménio genético.

16



O conhecimento de fatores que afetam as caracteristicas genéticas e
demograficas de uma populagdo é de importancia fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de conservagao (Primack & Rodrigues, 2001).
Variagbes genéticas entre e dentro de populagbes tém mostrado serem
influenciadas por varias caracteristicas populacionais (e.g. fluxo génico,
endogamia e o tamanho efetivo da populagdo) que estdo diretamente
relacionadas com a conservagdo. A preservagdo da variagdo genética
influencia na viabilidade de populagdes de tamanho pequeno, bem como na
manutengao da adaptabilidade a mudangas no habitat (Futuyma, 1992; Rosel &
Revees, 2000).

Varios estudos ja foram realizados com Trichechus inunguis, sobre
visdo, audicdo, comunicagao, anatomia, nutrigdo, comportamento e fisiologia,
além de levantamentos da distribuicdo e biologia nos rios Solimbées, Negro, e
Tapajos e alguns de seus afluentes (Best, 1981; Domning, 1981; Best, 1982,
Best & da Silva, 1983; Colares, 1991, Sousa-Lima, 1999; Chacén, 2001).
Porém, o conhecimento sobre a biologia, “status”, distribuicéo e utilizagdo do
peixe-boi é ainda insuficiente e o conhecimento da diversidade genética e
entendimento das relagées geograficas entre populagdes se tornam essenciais

para estabelecer um programa efetivo de protegao.
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3. OBJETIVOS:
3.1 GERAL:

Este trabalho teve como objetivo estimar a variagdo genética em
individuos de peixe-boi amazdnico coletados em diferentes areas da Bacia
Amazoénica e verificar a associagdo desta variabilidade com a distribuigao
geografica utilizando a regido controle do DNA mitocondrial (D-loop). Os
resultados poderdao ser usados no manejo e conservagao desta espécie,

especialmente na introdugao de individuos cativos no ambiente natural.

3.2. ESPECIFICOS:

e Caracterizar geneticamente individuos de peixe-boi oriundos de diferentes
areas geograficas na Amazdnia,

¢ Verificar se existe variabilidade genética entre os individuos de peixes-bois
associadas a distribuicdo geografica e se isto é suficiente para definir
populagdes;

o Verificar o grau de diferenciagdo genética intraespecifica;

¢ Identificar se existem populagdes reprodutivamente isoladas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. COLETA E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Um total de 68 individuos provenientes da Bacia Amazoénica foram
amostrados (Figura 6). Essas amostras foram coletadas de individuos mantidos
em cativeiro, geralmente filhotes orfaos ou animais apreendidos devido a caga
ilegal que sao trazidos para o Laboratério de Mamiferos Aquaticos (INPA,
Manaus-AM) ou levados para o Centro de Preservacao e Pesquisa da
Eletronorte (Balbina-AM). Foram coletados de uma a quatro gramas de tecido
de Trichechus inunguis. As amostras (Anexo 1) foram estocadas em frascos
devidamente etiquetados contendo solugdo saturada com sal (NaCl) de dimetil
sulféxido (DMSQ) a 20%, para evitar a obrigatoriedade de congelamento do

tecido.

América do Sul

Occano Atlantico

Figura 6: Distribuicdo das amostras de Trichechus inunguis coletados na Bacia
Amazodnica e usadas nesse estudo, os locais circundados correspondem areas
que foram definidas para posteriores analises, sdo elas: Negro (circulo preto),
Japura (circulo azul), Solimées (circulo amarelo), Amazonas (circulo vermelho)
Madeira (circulo verde) (estado de Amazonas), e as amostras do estado do
Para (circulo marrom).
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4.1.1. Extragao
O DNA total foi obtido segundo protocolo otimizado por Alves-Gomes et

al., (1995), conforme descrito abaixo.

4.1.2. Digestao

Colocou-se em um tubo do tipo Eppendorf subamostras de
aproximadamente 1 grama de pele macerada, adicionados a 500 pl de solugéo
tampao para extragao (1 ml de NaCl 5M; 10 ml SDS 20%; 86 ml ddH; O; 1 ml
Tris, pH 8; 2ml EDTA 0.5M), 10 nl de proteinase K 10 mg/ml e 20 ul de DTT
1M. Esse tubo foi encubado a §0° C por 24 horas (podendo ficar até por 48

horas).

4.1.3. Purificagao

Adicionou-se 0.5 ml de fenol ao tubo com tecido digerido, agitou-se por
cinco minutos e centrifugou-se também por 5 minutos a 3000g. Transferiu-se o
sobrenadante para um tubo limpo. Esse processo foi realizado por duas vezes.

Depois, retirou-se o sobrenadante, adicionou-se 0.5 ml de solugéo
Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (25:24:1), agitou-se por cinco minutos, e
centrifugou-se por outros cinco minutos & 3000 g. Transferiu-se a camada
sobrenadante para um tubo limpo. Essa operagdo também foi repetida por
duas vezes.

Novamente, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 0.5 ml de solugao
Cloroférmio/Alcool Isoamilico (24:1) agitou-se por cinco minutos, e centrifugou-

se por cinco minutos a 3000 g. A camada sobrenadante foi transferida para um

tubo limpo, e repetiu-se a operagéo.
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Retirou-se o sobrenadante, e em um novo tubo, adicionou-se 1 ml de
etanol 100%, e depois encubou-se a — 20 °C por doze horas (ou a — 80°C por 1
hora). Centrifugou-se o tubo por 30 minutos a 14000g. Lavou-se com Etanol

70%, e deixou-se secar; ressuspendeu-se com 200 ul de agua pura.

4.1.4 Quantificagdo do DNA
A quantidade e a qualidade do DNA extraido foi avaliada em
comparagao a um padréo de peso molecular conhecido em gel agarose 0.8%

corado com EtBr (brometo de etidio). Posteriormente o DNA foi diluido numa

concentragao final que variou entre 10-100ng/ul de DNA.

4.2. AMPLIFICAGAO IN VITRO-PCR

A técnica de PCR envolve 3 etapas: Desnaturagdo da dupla fita de DNA
pela elevagcdo da temperatura a 94°, Anelamento do par de iniciadores
(primers) & regido adjacente da seqiiéncia alvo apos reducgdo da temperatura; e
Sintese ou extensdo da cadeia complementar do DNA alvo na temperatura
6tima de trabalho da DNA polimerase.

Os primers utilizados nesse trabalho foram os mesmos utilizados para
Trichechus manatus, o peixe-boi marinho e obtidos em Garcia-Rodrigues et al.
(1998), onde, o primer da fita pesada foi desenhado a partir da sequéncia
consenso do RNA transportador da prolina para golfinhos, vacas e ratos
(Southern et al., 1988; Palumbi ef al., 1991). O primer da fita leve foi
desenhado a partir do segmento conservado da regido controle baseado em

100% de homologia entre vacas e golfinhos (Southern et al., 1988 & Garcia-

Rodrigues et al., 1998). Foram eles:
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Fita pesada: CR-5: 5’- TCACCATCAACACCCAAAGC-3'
Fita leve: CR-4: 5- AGATGTCTTATTTAAGAGGAA-3'

A reagdo de amplificagdo foi realizada em um termociclador (Master
cycler gradient/ eppendorf) cada reagdo continha: 15.85 ul de agua milli-g; 3 pl
de tamp&o 10x com cloreto de magnésio; 4 pl de dNTPs 1 mM; 6.0ul de
primers (iniciadores) especificos (3.0ul de cada), 0.15ul de DNA Taq
polimerase a 5 U/ul; 1.0 ul do DNA genémico do espécimen em questio com a
concentracgao entre 10-100 ng/ ul, em uma volume final de 30ul .

O termociclador foi programado para realizar 30 ciclos com o seguinte
perfil de temperatura: os primeiros 5 ciclos constituidos de 1 minuto a 94° C
para a desnaturagdo (dissociagdo) das fitas complementares do DNA, um
minuto a 58° para anelamento (pareamento) dos primers complementares a
regido estudada e 1 minuto e meio a 72° para a extensdo dos segmentos
amplificados de DNA. Os demais 25 ciclos foram efetuados com as mesmas
condi¢gbes de temperatura de desnaturagdo e extensdo, porém com 55° de
temperatura de anelamento dos primers (Tabela 1).

Tabela 1: Programa utilizado para amplificacdo de DNA de de T.

inunguis via PCR (Reacdo em cadeia da polimerase).
Temperatura °C  Tempo

Desnaturagao 94° 1
Anelamento 58° 1
Extensao 72° 1'30"
Nuamero de ciclos: 5
Desnaturagao 94° 1
Extensao 556° 1’

NuUmero de ciclos: 35

22



Apos a reagao, a eficiéncia da amplificacdo foi verificada em gel de
agarose 0.8% por comparagéo a padréao de peso molecular conhecido (DNA
ladder de 250 pares de base) por cerca de 40 minutos com corrente 70 mA.
Por comparagdo com o marcador, foi verificado se o tamanho do fragmento

amplificado correspondia ao desejado.

4.3.PURIFICAGCAO DO PRODUTO AMPLIFICADO

A purificagdo consiste na eliminacdo de varios tipos de produtos nao
incorporados na reagdo de amplificagdo como DNA polimerase, tampao,
primers, dNTPs, sais e outras moléculas de baixo peso molecular. Tal
procedimento foi feito utilizando-se kit Concert™ Rapid PCR Purification
System (Gibco BRL Products), de acordo com as especificagdes do fabricante.

The Concert™ Rapid PCR Purification System é destinado para
purificagdo rapida do produto de PCR. Consiste dos seguintes componentes:
solugao de ligagao (H1); tampéao de lavagem contendo etanol (H2); tampao TE
e tubos tipo Eppendorf.

Em um tubo, foram adicionados 400 pl de solugdo de ligagao junto com
o produto do PCR. Esta solugdo adere-se ao DNA amplificado e a mistura é
colocada em um outro tubo que possui uma membrana de silica onde o DNA
de fita dupla é seletivamente adsorvido. A adsorgdo 4 membrana € influenciada
pela composicdo do tampéao e pela temperatura. DNA polimerase, tampéo, os
primers € dNTPs nado incorporados durante a PCR, sdo removidos com o
tampéo de lavagem contendo alcool. Apés esse processo, 0 DNA é dissociado

da membrana em altas concentragdes para o tampao de TE numa temperatura
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de aproximadamente 65-70°C, temperatura ideal onde os poros da membrana

se dilatam.

4.4 REACAO DE SEQUENCIAMENTO

O DNA das amostras foi sequenciado utilizando-se o kit de
sequenciamento DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit para
sequenciador MegaBACE (Amersham Pharmaia Biotech), conforme protocolo
estabelecido pelo fabricante.

A reagdo de sequenciamento foi realizada através da técnica de PCR na
qual o volume final de cada reagéo foi de 10 pl. Tal volume foi obtido com os
seguintes componentes: 4 pl de pré-mix DYEnamic ET terminator; 1pl de
primer (2.5 pM), 3 a 5 ul de DNA e 2 pl 4gua milli-q autoclavada (o volume da
agua variou dependendo do volume de cada amostra de DNA amplificado).

Em seguida procedeu-se & reagdo de precipitagdo em acetato de
amoénia e etanol com a finalidade de eliminar os deoxinucleotideos nzo
incorporados na reagéo de amplificagdo, e o DNA foi ressuspenso em tampao
com 70% de formamida e 1mM de EDTA. O produto obtido da precipitagéo foi
sequenciado em sequenciador automatico Mega bace™ (Amersham Pharmaia
Biotech).

O sequenciamento dos fragmentos foi feito duas vezes (verso e reverso)
e o alinhamento das sequéncias levado a efeito de forma a conciliar as
seqiiéncias obtidas nos dois sentidos. As seqiiéncias foram conferidas,
editadas e alinhadas utilizando o programa Clustal W, inserido no Bioedit (Hall,
1999). Com este programa obteve-se uma matriz de dados contendo as

seqiiéncias nucleotidicas dos individuos amostrados. O processo de
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alinhamento permite comparar duas sequéncias homoélogas e identificar os
locais de dele¢bes ou insergdes que possam ter ocorrido dentro de cada uma
das linhagens desde sua divergéncia de um ancestral comum (Li, 1997).
Através do alinhamento de seqiiéncias pode-se compensar essas inser¢des ou
dele¢cbes de uma seqiiéncia em relagéo a outra, para que a posi¢cio de cada
base que esteja sendo comparada entre as seqiiéncias seja homologa,
introduzindo espagos (gaps) (Pereira ef al, 2001). A inclusdo de “gaps”
mantém, em registro, sequéncias similares, o que nao seria possivel com
alinhamento direto, sem “gaps”. Subseqiientemente foram feitas as analises
estatisticas e filogenéticas necessarias.

Todo procedimento descrito acima referentes a extragéo, amplificagao,
purificagdo do produto amplificado e sequenciamento foi repetido para a
amostra B14, proveniente de Mojui-Pa, com o objetivo de confirmar o resultado

obtido. Todas as atividades citadas foram desenvolvidas no Laboratério de

Biologia Molecular do INPA.

5. ANALISES ESTATISTICAS E FILOGENETICAS DAS SEQUENCIAS DE
DNA
5.1 ANALISES DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

O padrao de variagido das sequéncias de DNA foi inicialmente obtido
com a definicdo das sequiéncias nucleotidicas e dos haplétipos. A diversidade
dentro das populagdes foi medida pelo nimero de haplétipos, diversidade
haplotipica e nucleotidica, calculadas pelo método de Nei (1987) e niimero de
sitios polimérficos. A variabilidade entre as populagdes foi medida pelo nimero

médio das diferengas nucleotidicas (k; Tajima, 1983) e nimero médio de
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substituicdes nucleotidicas por sitio (Dyy; Nei, 1987) foram feitas utilizando-se o
programa DNAsp (Rozas & Rozas, 1999), que analisa os polimorfismos
nucleotidicos para matriz de dados de seqiiéncia de DNA alinhados. No DNAsp
além de se poder estimar variagbes de sequéncia de DNA dentro e entre
populagGes, pode-se verificar também o nimero de sitios com gaps, nimeros
de sitios informativos para parciménia, nimero total de mutagées (Eta), e
substituigao liquida por sitio (Da).

Utilizando o programa COLAPSE 1.1 (http:/ /www.bioag.byu.edu/
zoology/crandall_lab/programs.html), foi possivel retirar os haplétipos

redundantes obtendo-se assim o nimero e as sequéncias desses haplétipos.

5.2 ANALISE POPULACIONAL

A significancia do grau de variabilidade genética intra e inter
populacional foi estimada por meio de analise de variancia molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992), implementada no programa ARLEQUIN (Schneider et
al,1997). A AMOVA é uma andlise baseada em modelagem linear que
combina andlise discriminante e andlise de variancia, na qual os resultados s3o
propor¢cées de componentes de variancia, onde a variancia total (ou
diversidade genética) (Vf) é dividida em componentes covariantes em fungso
do numero de mutagdes entre os haplétipos dentro de cada populagéo (Vc) e
entre diferentes populagdes (Vb).

Foram arbitrariamente definidas 6 populagbes em funcdo da area
geografica: Solimbes, Japura, Negro, Amazonas, Madeira (Estado do
Amazonas) e os individuos provenientes do Estado do Para. Para cada

populagdo foram determinados todos os hapldtipos presentes e suas



freqiéncias. Para essa analise, foi necessario construir uma matriz de distancia
nao corrigida (sem utilizar o0 modelo de evolugzo definido) entre os haplétipos.
A significancia dos componentes de variancia e o F- estatistico (indice de
fixagao), foram testados por mdltiplas permutagées (x1000) dos dados
originais. Com isso foi possivel verificar se a variabilidade molecular estimada
dentro e entre as populagdes de Trichechus inunguis era significativa.

A estimativa do fluxo génico (migragdo: M) baseada na distribuicdo dos
haplétipos e na distancia entre esse haplétipos foi gerada a partir do F

estatistico usando-se a equacgéo:

M = 1-Fst/2Fst (Wright, 1931), onde:
M: nimero de migrantes para populagdes hapléides

Fst: indice de fixagéo

5.3 ANALISES FILOGENETICAS

A estimativa das relagbes filogenéticas entre as sequéncias
nucleotidicas foi realizada utilizando-se o programa PAUP 4.0 (Swofford, 1999).
As comparagbes das seqiiéncias foram feitas por reconstrugdo filogenética
baseada na distancia genética, maxima parciménia e maxima verossimilhanga.

Como grupo externo, foram incluidas nas analises 13 haplétipos de
peixe-boi marinho, T. manatus, (Garcia-Rodrigues et al, 1998), para interpretar
a variabilidade intraespecifica em T. inunguis.

A comparagéo entre sequéncias homodlogas de DNA permite o
estabelecimento dos padrdes de similaridade entre elas. De um modo geral, as

diferengas observadas nessas comparagdes fornecem informagdes a respeito
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da histéria evolutiva dessas sequiéncias. Hipoteses inconsistentes podem
ocorrer caso a divergéncia génica tenha ocorrido antes da separagado das
espécies ou em caso de hibridizagéo entre espécies separadas a muito tempo,
0 que resulta na introgressdo de um genoma ndo recombinante, como o

mitocondrial (Hillis et al. 1996).

5.3.1 DISTANCIA GENETICA

A partir da comparagédo de seqiiéncias atuais ndo é possivel resgatar
todas as substituicdes que realmente ocorreram durante a evolugdo das
sequéncias pelo fato de que em uma Unica posigao, pode ter havido mais que
uma substituicdo (Li & Graur, 1991; Meyer et al, 1996). Portanto, &
necessario que as distancias sejam corrigidas, de acordo com algum modelo
de evolugdo. Com os modelos pretende-se saber qual é o valor de distancia
mais adequado para a reconstru¢cdo da Aarvore genealdgica. As arvores
geradas pelo principio da distéancia (dendrogramas) sdo calculadas através
das similaridades entre as seqiéncias (método fenético), porém nao
necessariamente refletem as relagbes evolutivas entre elas (Li & Graur,
1991).

A distancia genética possui um modelo de evolugéo que define como as
diferengas entre as sequéncias se acumulam, inferindo o numero de
mutagdes ocorridas entre o par de seqiiéncias desde sua separagéo. A partir
de comparagbes entre as seqiiéncias & possivel definir uma medida de
quanto dois fragmentos sao distantes (Meyer et al., 1996). Neste caso, define-
se para cada par de taxon um valor que tenha como significado uma distancia

evolutiva (numero real). Valores maiores significam distancias maiores.
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Nesse estudo, o modelo de evolugdo molecular utilizado foi definido
através do programa MODELTEST 3.0 (Posada & Crandall, 1998). Os
parametros definidos a partir da matriz de dados das sequéncias
nucleotidicas foram: propor¢éo de sitios invariaveis, freqii&€ncia empirica das
bases nucleotidicas, razéo transi¢ao/transversao e o parametro Gamma.

A matriz de distancia foi gerada no programa PAUP 4.0 aplicando o
modelo selecionado no MODELTEST 3.0. A topologia para os taxons
estudados foi observada usando Neighbour Joining NJ (agrupamento dos

vizinhos) como algoritmo de uniao.

5.3.2 MAXIMA VEROSSIMILHANCA

Analise de maxima verossimilhanga apresenta a vantagem de possuir
uma base estatistica clara e um modelo evolutivo explicito (Meyer et al.,
1996). Essa analise vem aumentando sua popularidade nos ultimos anos em
fungédo da habilidade de acomodar diferengas conhecidas ou suspeitas nos
dados pelo uso do modelo de substituicdes explicitas (Steel & Penny, 2000).
A arvore da maxima verossimilhanga escolhida é aquela que tem a maior
probabilidade de explicar as freqiiéncias génicas observadas, assumindo-se
que estas se originaram a partir de um taxon ancestral Gnico que se
subdividiu em novas populagdes.

O principio da Maxima Verossimilhanga para inferéncias filogenéticas é
verificar a probabilidade que um determinado modelo de mudangas evolutivas
possa explicar a origem dos dados observados (Felsenstein, 1981), o objetivo
é inferir a histéria ou o conjunto de histérias evolutivas que seja o mais

consistentes em relagdo aos dados estudados. Nessa avaliagcdo, os modelos
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estabelecem valores de verossimilhanga e aquele que apresentar o melhor
valor € o que sera utilizado para se inferir a arvore filogenética.

Para a aplicagdo da Maxima Verossimilhanga, é necessario que um
modelo concreto de mudangas evolutivas que leve a conversdo de uma
sequéncia em outra seja especificado, 0 modelo utilizado foi 0 mesmo da
analise de distancia, obtido através do programa MODELTEST 3.0 (Posada &
Crandall, 1998).

O nivel de confianga de cada né6 das arvores Neighbour-joining foi obtido
usando bootstraping baseado em 100 réplicas. O bootstraping &€ um método
nao parameétrico que testa o nivel de confianga das topologias. A base do
método consiste de uma simples reamostragem com reposigéo aleatéria dos
dados (Russo et al., 2001)

Tentativas de inferéncias das relagdes evolutivas entre os haplétipos
também foram feitas usando analise de maxima parciménia. Porém devido ao
baixo numero de sitios informativos e a existéncia de mutagdes paralelas,
seria necessario muito tempo para realizar esta analise, tornando-a inviavel,
pois inUmeras arvores igualmente parcimoniosas estavam sendo
encontradas. Devido a essa limitagdo, as relagdes filogenéticas entre as

seqléncias nucleotidicas foram inferidas através de “networks”.

5.3.3 METODO NETWORK

Em adicdo aos métodos filogenéticos, o network dos haplétipos foi
construido com base na estatistica de parciménia de Templeton et al., (1992).
Esse método obtem uma estimativa do nimero maximo de diferengas entre

os haplétipos como resultado de uma Gnica substituigdo com a confianga
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estatistica de 95% (Posada & Crandall, 2001). Essa analise foi feita no
programa TCS (Clement et al., 2000), que utiliza como base a teoria da

coalescéncia para calcular a provavel raiz e a idade relativa dos haplétipos.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo é pioneiro em utilizar dados moleculares no estudo
populacional do peixe-boi amazénico (Trichechus inunguis). A regido controle
do DNA mitocondrial foi escolhida para esse estudo porque acumula
substituicdes de bases, inser¢des e delegdes, e tem sido usada com sucesso
para analise filogenética de espécies com baixa variabilidade genética devido a
taxa microevolutiva reduzida e a divergéncia recente (Avise et al., 1992).

Os primeiros trabalhos a utilizar filogenética molecular para estudos de
genética de populagdes, especialmente relacionando aos padrées

biogeograficos foram de Avise et al. (1987); Avise (1989;1994).

6.1 ANALISES DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

Fragmentos de 364 pares de base da regido controle do DNAmt foram
alinhados para as 68 amostras de Trichechus inunguis, contendo um total de
50 posigbes variaveis com 18 sitios polimérficos informativos para parciménia,
com razéo transigéo/transversédo de 7,7204. Considerando “gaps” como um
novo carater, foram encontrados 37 haplétipos. As seqiiéncias apresentaram 4
eventos de indels (trés insergdes e uma delegédo Anexo 2).

Sabe-se que as substituicdes nucleotidicas ndo ocorrem ao acaso (Li,
1997) e que transicdes sdo mais freqlientes que transversdes no DNA

mitocondrial animal (Li et al., 1981; Brown et al., 1982 ). A molécula de DNA
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possui algumas caracteristicas como o numero diferencial de pontes de
hidrogénio entre os pares de bases ou uma alta concentragdo de pares
Adenina-Timina numa sé regido, que provocam um relaxamento da dupla
hélice.

A diversidade nucleotidica (Pj) variou de 0.5% para os animais da area
do Amazonas e a maior diversidade nucleotidica encontrada foi 2.2% para os
da area do Para, enquanto que a diversidade haplotipica (h) variou de 0.85 na
area do Solimbes a 1.0 na area do Madeira (Tabela 2). A maior diversidade
nucleotidica encontrada na area do Para deve-se principalmente a presencga de
um maior numero de sitios polimérficos presentes nas sequéncias
nucleotidicas desses individuos, principalmente do individuo ParaB14 (oriundo
de Moju). Apenas 2 individuos da area do Madeira foram amostrados, e cada
um representa um haplétipo diferente dai sua diversidade haplotipica elevada.

A diversidade total dos haplétipos foi relativamente alta (h = 0.909) ao
contrario da nucleotidica que foi Pi (JC) = 0.00836 (Tabela 2). Isso ocorreu
porque a maioria das seqiiéncias (31 dos 37 haplétipos) se apresentam como
“singletons”, ou seja, sequiéncias Gnicas dentro da amostra, caracterizada por
uma baixa divergéncia, e diferenciando-se por poucos caracteres (bases). Essa
baixa divergéncia entre as seqiéncias nucleotidicas de Trichechus inunguis é
consistente, ja que a origem dessa espécie é relativamente recente, quando
comparada com os outros sirénios, tendo originado-se no Plioceno (Domning,

1982).
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Tabela 2: Estimativa da diversidade genética encontrada na regido controle do
DNA mitocondrial dos peixes-bois (Trichechus inunguis) dentro das seis areas
amostradas na Bacia Amazonica.

- - . - = —
Ne de NC de Diversidade Diversidade N° de sitios

Areas amostras  haplétipos hapl((ln_t’i)pica nucleo(tlgc:i)ca (%) polimorficos
Negro 10 8 0.933 1.0 16
Japura 8 6 0.893 0.7 8
Solimbes 17 8 0.850 0.6 14
Amazonas 18 7 0.944 0.5 7
Madeira 2 2 1.000 0.8 3
Para 9 5 0.960 2.2 29
S/ proced. 9 1 - - -
Total 68 37 0.909 0.8

A composicao de bases das seqiéncias nucleotidicas em média foi:
Adenina = 27.9%, Timina = 30.5%, Guanina = 13.1% e Citosina = 28.5%

(Figura 7).

97 90% 20-90% 28.50%

13.10%

Frequéncia de bases
nucleotidicas (%)

1 !

adenina timina guanina citosina

Bases nucleotidicas

Figura 7: Histograma representativo da composi¢cdo meédia total de bases, em
porcentagem, entre as sequéncias nucleotidicas dos 68 individuos de
Trichechus inunguis analisados.




O numero total de mutagdo (Eta) foi 55, a média das diferengas
nucleotidicas entre todos os pares de individuos (K) foi trés. O nimero médio
de diferengas nucleotidicas por sitio e o nimero médio de substituigées
nucleotidicas por sitio entre as seis areas, indicam uma distingdo dos
haplétipos da area do Para (Tabela 3) que apresentaram maior variabilidade
quando comparados com das outras areas.

Tabela 3: Estimativa da diversidade genética encontrada na regido controle do
DNA mitocondrial dos peixes-bois (Trichechus inunguis) entre as seis areas da
Bacia Amazdnica amostradas; numero médio de diferengas nucleotidicas por
par de seqiéncia (k) na diagonal acima e nimero médio de substituicbes

nucleotidicas por sitio (D,,) na diagonal abaixo.
Negro Japura Solimdes Madeira Amazonas Para

Negro - 3.59 2.92 4.31 3.17 6.26
Japura 0.010 - 240 2.86 2.41 5.38
Solimées 0.009 0.007 - 2.34 2.15 4.08
Madeira  0.011  0.009 0.007 - 2.14 7.28
Amazonas 0.009 0.007 0.005 0.006 - 4.94

Para 0.017 0.015 0.014 0.016 0.014 -

6.2 ANALISE POPULACIONAL

A analise genética entre populagdes caracterizou-se por apresentar
poucos haplétipos comuns e um grande nimero de haplétipos raros (Tabela 4).
Dentre os 37 haplétipos detectados, apenas 3 foram encontrados em mais de
uma area e os restantes (33) ocorreram uma Unica vez em apenas em uma
localidade. Com relagéo aos individuos sem sem procedéncia (7), apenas um
representa um haplétipo (Shiva), os demais individuos se agruparam com

outros haplétipos com procedéncia.
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Existe uma relagdo direta entre a freqiiéncia e a idade dos haplétipos
(Excoffier & Langaney, 1989). Entdo, haplétipos com alta frequéncia, tém
provavelmente estado presente na populagdo por um longo tempo. Nesse
estudo os haplotipos mais comuns foram o “29-solimées23” e “21-negrob11”
(Tabela 4).

Tabela 4: Freqliéncia dos 37 haplétipos de Trichechus inunguis nas seis areas
da Bacia Amazdnica amostradas.

Haplétipo Negro Japura Solimées Amazonas Madeira Para

1- Amazonas13 - - -
2- Amazonas29 - - -
3- Amazonas80 - - -
4- Amazonas95 - - -
5- Amazonasb12 - - -
6- Amazonasb16
7- Amazonasbh17 -
8- Japura35 - 1
9- Japura46 - 1
10- Japura59 - 1 - - - -

1

1

1
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1
'

11- Japurai1 -
12- Japurai2 -
13- Japurai6 -
14- Madeira66
15- Madeira67
16- Negro37
17- Negro72
18- Negro76
19- Negro77
20- Negro78
21- Negrob11
22- Negrob7
23- Negroi4
24- Para81
25- Parab1 - - - - -
26- Parab14 - -
27- Parab2 - -
28- Parab4 -
29- Solimdes23
30- Solimdes87
31- Solimdes92
32- Solimdesb13
33- Solimdesb3
34- Solimdesf2
35- Solimdesf7 - -
36- Solimbesi7
37-Shiva sem procedéncia
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O haplétipo 37-shiva foi excluido da Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) devido a auséncia de procedéncia. Os resultados da AMOVA
indicam que 6.14% da variancia observada ocorreu entre populagdes, sendo
que 93.86% foi devido a diferencas dentro das populagdes (Tabela 5). Isso
pode ser considerado como uma primeira indicagdo de ocorréncia de fluxo
génico entre as populagdes, ou seja, ndo existem populagdes geneticamente
isoladas. A variancia total ou diversidade genética encontrada foi de 1,70249
(Tabela 5).

Tabela 5: Analise de variancia molecular (AMOVA) para os 36 haplétipos de Trichechus
inunguis analisados.

VARIACAO Grausde Somados Componentesda Porcentagem

liberdade quadrados variancia da variacao
Entre as populagdes 5 12.854 0.10460 Vb 6.14
Dentro das populagdes g, 84.688 1.59789 Ve 93.86
Total 58 97.542 1.70249 Vt

Indice de fixagao (Fst): 0.06144 p (0.05474)
Vb = variéncia em cada populagéo
Vc = variancia entre as populagées
Vt = variancia total
Teste de significancia: 1000 permutagées

Existe diferenca significativa ao se comparar a variabilidade genética dos
haplotipos da area do Japura com os haplétipos da area do Amazonas (Fst =
0.104; p = 0.022), do Solimé&es (Fst = 0.106; p = 0.005) e do Para (Fst = 0.103;
p = 0.04) e comparando também os haplétipos da area do Para com a do
Solimbdes (Fst = 0.142; p = 0.021) (Tabela 6).

De um total de oito individuos considerados da area do Japura, seis s3o
procedentes do lago Amana. Esse lago é de extrema importancia biolégica,

pois esta localizado entre as bacias de um rio de agua preta (Rio Negro) e de

aguas brancas (Rio Japura e Solimdes), e abriga durante a seca um grande

36



numero de peixes-bois, concentrando um grande “pool” genético na area
Japura.

As populagdes de peixes-bois da area do Amana sao relativamente
grandes, mas n&o residem o ano inteiro, eles ficam nessa area principalmente
durante o periodo de seca. A medida que os rios vdo enchendo, esses animais
deixam a area e se deslocam para areas de varzea onde sua alimentagéo é
abundante (IPAAM, 1997).

Hrbek et al., (no prelo) analisando seqtiéncias de DNAmt de pirarucu,
Arapaima gigas, provenientes de oito localidades da Bacia Amazénica,
coletados entre o Iquitos (Peru) e Macapa (Brasil), encontraram alta
diversidade genética no lago Mamiraua.

Estes resultados reforcam a importéncia dos lagos no ecossistema
amazdnico, que sao utilizados como abrigo por diferentes espécies
principaimente durante o periodo de seca, bem como a necessidade de
implementagéo de bases para manejo e conservagao de sua biodiversidade .

O haplétipo mais comum na amostra, 29-solimées23, é proveniente da
area do Solimdes. Esse haplétipo ndo é compartilhado com o Para, o que
explicaria a diferenga da variabilidade genética entre essas duas areas.

A variancia entre os haplétipos das 6 areas consideradas conjuntamente
n&o foi estatisticamente significante (Fst = 0.06144; p = 0.05474). Valores ndo
significativos de Fst, revelam que a hipétese nula da panmixia ndo pode ser
rejeitada e indicam a necessidade de outros estudos para verificagdo da
homogeneidade das populagdes (Pereira et al., 2001). O nivel de significancia
de Fst encontrado nesse estudo foi muito proximo de 0.05, o que reforga ainda

mais a necessidade de estudos, com maior nimero de amostras por areas.
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Considerando o modelo de ilhas de Wright (1951), torna-se possivel
estimar a quantidade minima de migragéo entre subpopulagdes de modo a
evitar que divergéncias genéticas substanciais sejam atribuidas unicamente a
deriva genética. As migragGes entre as localidades foram expressas por M, que
representa o nimero de migrantes por geragdo. Em geral, as populagbes séo
profundamente diferenciadas geneticamente quando M assume valores
menores que um. Valores maiores que quatro indicam que existe um fluxo
génico suficiente para homogeneizar as freqiiéncias dos haplétipos entre as
localidades (Kimura & Maruyama, 1971; Li, 1997). Neste estudo, M variou de
3.00 a 13.133 (Tabela 6).

Populagdes que ocupam lagos isolados ou rios com barreiras sio
relativamente faceis para se definir. Porém, as populagées de peixes-bois
ocupam ambientes similares que se mantém interconectados, aumentando a
possibilidade de ocorréncia de migragdes e fluxo génico, podem entio se
homogeneizar fenotipica e geneticamente.

A existéncia de alto fluxo génico entre as sub-bacias da Bacia
Amazénica foi encontrada também para peixes como dourada,
Brachyplatystoma flavicans (Batista, 2001) e pirarucu, Arapaima gigas (Hrbek
et al., no prelo).

O nivel de diversidade genética e diferenciagdo entre populagdes é
influenciado por fatores como deriva genética, endocruzamento, fluxo génico e
sistema de cruzamento (Wright, 1931, 1943). E dessa maneira, a estimativa da
diversidade genética, e sua distribuigso intra e interpopulacional, é fundamental

para tragar medidas de conservagéo de espécies.
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Tabela 6: indice de diferenciagéo genética Fst, (p=nivel de significancia) e M (nimero de
migrantes por geragéo) analisados entre pares de populagdes de Trichechus inunguis.

Amazonas Japura Madeira Negro Solimdes Para
Amazonas 0
Japura Fst=0.104 0
(p 0.02)
M =4.294
Madeira  Fst=0.048 Fst=0.142 0

(p 0.46) (p 0.31)
M=9.714 M=3.016

Negro Fst=0.055 Fst=0.036 Fst=0.089 0
(p 0.05) (p 0.12) (p 0.31)
M=8435 M=13.133 M=5.056

Solimdes Fst=-0.020 Fst=0.106 Fst=0.117 Fst=0.046 0
(p 0.77) (p 0.005) (p 0.20) (p 0.07)
Inf M=4207 M=3766 M=10226
Para Fst=-0.0083 Fst=0.103 Fst=-0.033 Fst=-0.040 Fst=-0.142 0
(p 0.46) (p 0.04) (p 0.24) (p 0.32) (p 0.48)
Inf M = 4.327 Inf M=11.960 M =3.000
6.3 ANALISES FILOGENETICAS

O poder de uma hipétese filogenética é grande quando diferentes
métodos de reconstrugdo indicam conclusdes similares. Em contrapartida,
obtendo resultados significativamente diferentes por diferentes métodos é
necessario discutir suposigdes particulares para cada um e sua aplicabilidade

nos dados (Sullivan, 1997).

6.3.1 DISTANCIA GENETICA

Foram testados 56 modelos de evolugdo no programa Modeltest 3.06
(Posada & Crandall, 1998). O modelo selecionado como medida de distancia
entre as sequéncias foi HKY 85 (Hasegawa-Kishino-Yano) (Hasegawa et al.,

1985), mais Gamma com valor de 0,1798, taxa de transi¢ao/transversido de
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7,7204 e frequéncias de bases nucleotidicas A = 0,2788, C = 0,2857, G =
0,1306, T = 0,3050.

O modelo de substituicdo utilizado (HKY 85 + Gamma) parte da
premissa que mudangas ao longo dos diferentes ramos ocorrem
independentemente, embora resultantes dos mesmos mecanismos evolutivos,
e aceitem reversibilidade/tempo. O modelo HKY 85 combina as diferencas nas
taxas de transigdo e transversdao com a frequéncia desigual de bases em uma
Unica estatistica permitindo o estudo de um modelo de evolugdo mais realista
para segiiéncias de DNA (Pereira ef al., 2001).

Grandes distancias genéticas indicam a possibilidade de saturagdo dos
sitios variaveis (Sullivan, 1997). Nesse estudo, as medidas de distancia
genética (d) calculadas para os haplétipos de Trichechus inunguis variaram de
0.2% entre individuos da area do Amazonas a 14.8% entre individuos da area
do Negro e do Para e a distancia entre T. inunguis e T. manatus variou de 0.5%
a 18.4% (Anexo 3).

No trabalho de Garcia-Rodrigues et al. (1998), a divergéncia genética
entre T. inunguis - T. manatus e T. manatus - T. manatus foi equivalente,
variando de 0.04 a 0.08, ou seja, a distingdo entre as duas espécies nao foi
suportada utilizando dados de DNA mitocondrial. Freqiientemente existem
dificuldades para distinguir variagées encontrada em uma Unica espécie das
variagbes entre as espécies que sdo aparentadas. Os fatores complicadores
sdo a possibilidade de espécies distintas poderem ocasionalmente cruzar e
produzir hibrido ou formas intermediarias que confundem as diferencgas entre

as espécies (Primack & Rodrigues, 2001).
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O nivel de divergéncia genética entre espécies de mamiferos aquaticos
congenéricos € bem variavel. Estudos de polimorfismos de comprimento em
fragmentos de restricdo (RFLPs) de genoma mitocondrial completo observaram
valores de 4% de distancia genética entre Stenella attenuata e S. longirostris
(Dizon et al., 1991) e 1.09% entre Delphinus delphis e D. capensis (Rosel et al.,
1994). No género Tursiopis foram observadas diferencas de 4.1% ao
sequenciar a regiao D-loop do DNA mitocondrial para comparar individuos de
T. truncatus e T. aduncus do sul da China e Taiwan (Wang et al., 1999). Molier
& Beheregaray (2001) utilizando o mesmo marcador, encontraram divergéncia
de 7.1%, trabalhando com as mesmas espécies de Tursiops no sudeste da
Australia.

A arvore filogenética construida com os haplétipos de T. inunguis e T.
manatus como grupo externo, utilizando o modelo proposto (HKY 85 +
Gamma), com o algoritmo Neighbour-joining nao demonstrou um agrupamento
por area entre os haplétipos, evidenciando auséncia de estruturagéo geogréafica

(Figura 8).

6.3.2 MAXIMA VEROSSIMILHANGA

Usando o modelo proposto de distancia HKY + Gamma, foi obtido o
maior valor de maxima verossimilhanga de onde as arvores propostas foram
construidas. A andlise resultou em duas arvores, e a diferenga entre elas
resume-se na posig¢éo dos haplétipos japural1 e japura 12, devido a presenca
de um “missing” , ou seja, de uma base nao identificada (Figura 9 e 10). O

“score” encontrado foi de Ln likelihood = -114494667. As arvores mostraram
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uma topologia similar & apresentada pela arvore de Neighbour—joining (Figura
8).

No método da maxima verossimilhanga, cada sitio de uma seqiiéncia é
considerado separadamente e a verossimilhanga de ocorréncia de um dado
residuo em um determinado sitio é inferida a partir de uma topologia especifica
baseada num modelo probabilistico particular (Felsenstein, 1981).

A maxima verossimilhanga apresenta menor variancia que os métodos
geomeétricos e de parcimonia, j4 que & menos afetado por erros de
amostragem, mesmo com seqiiéncias curtas. Além disso, esse método tende a
ser mais robusto a violagées do modelo evolutivo, j4 que os processos
evolutivos atuantes em um determinado sitio ocorrem de maneira semelhante
em muitos outros. Com base em simulagées computacionais, Kuhner &
Felsenstein (1994) e Huesenbeck (1995) demonstraram que, comparado com
outros métodos, o de Maxima Verossimilhanga é o mais acurado e robusto
para inferéncias filogenéticas, além de fornecer os meios necessarios para os
testes de hipoteses.

Um resultado interessante observado nas analises filogenéticas foi a
proximidade do haplétipo 26 (ParaB14) (Figuras 8, 9 e 10), proveniente do Rio
Moju (proximo a estuario do Rio Amazonas) com haplétipos de T. manatus
procedentes do Brasil e da Guiana (obtido do trabalho de Garcia-Rodrigues et
al. (1998)). Esse resultado tem importantes implicagdes evolutivas, sugerindo
que esse haplotipo poderia ser um haplétipo ancestral mantido dentro da
populagéo desde a separagéo T. manatus-T. inunguis, ou poderia indicar uma

possivel zona de hibridizagao no estuario do Amazonas.
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A hipotese do hibrido foi refutada por meio de exame cariotipico
realizado nesse individuo, feito no laboratério de citogenética da Coordenagéao
de Pesquisas em Biologia Aquatica (CPBA) do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazdnia, cuja responsavel é a Dr. Eliana Feldberg. O numero de
cromossomos encontrado foi igual ao de T. inunguis, que segundo Assis, et al.
(1988) corresponde a 56 cromossomos (Anexo 4). Assim, a hipétese mais
provavel para esse caso € a do haplétipo ancestral, haja visto que esse
individuo (Par4 B14) encontra-se num rio muito proximo ao estuario, onde a
pressdo ambiental sobre as caracteristicas genéticas € minimizada,
possibilitando que ele mantenha um haplétipo muito semelhante com o

ancestral marinho.

6.3.3 METODO NETWORK

O cladograma network revela que o ancestral comum mais recente
segundo o critério da parciménia é o haplétipo 29-Soli23 (Figura 11), mais
frequente dentro da amostra.

Os dois haplétipos mais freqlientes (29-Soli23 e o 21-NegroB11)
originaram os demais haplétipos presentes dentro da amostra, corroborando
com a teoria da coalescéncia (Figura 11). Essa teoria parte da premissa que
um haplétipo com alta freqiiéncia provavelmente esta presente dentro da
populagédo ha muito tempo e os novos mutantes sdo derivados dos haplétipos
comuns (Posada & Crandall, 2001), ou seja, a maioria dos novos mutantes sao
derivados de haplétipos comuns, implicando que variantes mais raros

representam mutagdes mais recentes e sd0 mais propicios a estarem
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relacionados a haplétipos comuns do que a outros variantes raros (Excoffier &
Langaney, 1989).

Os “loops” encontrados sdo produtos de homoplasias e precisamente
indicam a ocorréncia de reversao ou mutacdes paralelas (Posada e Crandall,
2001). O haplétipo Para-b14 conectou-se com os haplétipos de T. manatus
procedentes da Guiana e Brasil (Figura 11).

Nessa analise, 0 haplétipo Para-81 proveniente do Rio Sao Manoel
(Tribo Mundurucu) ndo conectou-se a nenhum dos haplétipos (Figura 11). Esse
haplétipo apresenta diferenga em uma unica base (na posi¢do 60) ausente em
todos os outros haplétipos. Além disso, o haplétipo Japura-12 foi considerado
igual ao haplétipo Japura-I1 (ambos provenientes do Lago Amana), pois a
diferencga entre eles estd em um base néo identificada (“missing”).

De um modo geral, as diferengas observadas nas comparagoes entre os
haplétipos contém informagdes a respeito da histéria evolutiva dessas
sequéncias (Hudson, 1990). Dentre essas informagdes destacam-se aquelas
que evidenciam quais as seqliéncias mais relacionadas entre si e aquelas que
fornecem dados a respeito do ponto em que, no tempo, as sequéncias
coalescem, isto é, onde se localiza sua seqiiéncia ancestral comum mais

recente.
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6.4 PALEOGEOGRAFIA DO ECOSSISTEMA AMAZONICO DURANTE O
CENOZOICO E UMA INFERENCIA SOBRE O EVOLUCAO DO PEIXE-BOI
AMAZONICO.

Os processos naturais que deram origem a biota amazénica podem ser
reconstruidos através de dados paleontologicos e geolégicos, com fosseis de
vertebrados e rochas sedimentares.

A fisionomia atual da Bacia Amazénica iniciou a ser moldada ha cerca
de 20 milhdes de anos atras, com sua geomorfologia sendo grandemente
influenciada pelas transformagdes durante o final do Terciario e Quaternario
(Ayres, 1996). Trés eventos exerceram um importante papel sobre a fisionomia
da regido durante esses periodos: as mudangas no nivel do mar, a distribuigao
das chuvas e os processos de sedimentacdo da bacia (Ayres, 1996).

No Cenozdico, grandes areas da Amazénia foram alagadas (Rosseti &
Toledo, 1998). Uma regiéo estuarina foi criada com a mistura das aguas dos
rios e das incursbes marinhas, suportando uma diversidade de recursos
alimentares, particularmente para animais aquaticos com tolerancia a
diferengas osmética entre sistemas de agua doce e salgada (Hamilton ef al.,
2001). A grande disponibilidade de alimento foi um dos fatores primordiais para
a irradiagéo dos mamiferos aquaticos na Amazénia nesse periodo (Domning,
1982; Hamilton et al., 2001).

Depositos marinhos do Mioceno inferior, na formagéo do Pirabas (costa
do Para), registram uma variedade de animais como bivalves, gastrépodes,
corais, crustaceos e nessa mesma formagéo, Couto (1956) descreveu um fossil
de um sirénio, o Sirenotherium pirabensis. Durante o médio Mioceno grandes

depdsitos de areia e lama estavam embutidos em regibes estuarinas na
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Amazénia oriental. Nesse periodo foi encontrado o féssil de Potamosiren
magdalensis, Reinhart 1951, descoberto na fauna de La Venta na Bacia do rio
Magdalena na Colémbia (Domning, 1982). Porém, a grande diversificacao dos
trichechideos do novo Mundo provavelmente ocorreu no final do Plioceno e
Pleistoceno, periodo onde foram encontrados o Ribodon na Bacia de La Plata e
Carolina do Norte e seu descendente Trichechus sp (“primitivo”) na América do
Norte, ja caracterizados pela reposi¢do dos dentes molares (Domning, 2001).

Domning (1982), propde que trichechideos “primitivos” podem ter
entrado na Amazdnia ou pelo Pacifico, ou por conecgbes intermitentes
(incursbes) ou através de correntes em outros lados da Bacia. Os resultados
obtidos nesse trabalho sugerem que possivelmente esses trichechideos
entraram pela costa norte do Oceano Atlantico na América do Sul
(provavelmente pela Guiana e Venezuela e pela foz do Amazonas), durante a
incurséo do médio Mioceno .

Depois das incursdes do médio Mioceno, o influxo marinho foi muito
reduzido no oeste da Amazénia devido o levantamento da Cordilheira Leste,
cortando a conecgdo com o Pacifico através dos Andes (Hoorn, 1994; 1996).
Nesse periodo houve a formagdo do grande lago amazénico onde
provavelmente uma populagdo ancestral de Trichechus ficou isolada das
populagdes da costa, e esse pool genético por alopatria originou o peixe-boi
amazdnico (Domning, 1982).

Para adaptar-se a esse novo ambiente da Bacia Amazodnica, T. inunguis
desenvolveu-se mais rapidamente que as populagées remanescentes da costa,

apresentando mais caracteres derivados (Domning, 1982).
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Hoje, o Novo Mundo possui duas espécies de trichechideos, o peixe-boi
da amazdnia e o peixe-boi marinho, sendo que o peixe-boi da Florida é
reconhecido como uma subespécie (T. manatus latirostris (Harlan)) distinta do
peixe-boi das Antilhas (T. manatus manatus Linnaeus) (Domnig, 2001). Com
base nos resultados filogenéticos obtidos nesse trabalho pode-se inferir a
existéncia de um ancestral comum que originou a espécie T. inunguis e T.
manatus da Antilhas, ja que filogeneticamente estas duas espécies estdo tdao

proximas a ponto de compartilharem polimorfismo ancestral.

7. CONCLUSOES

1- A utilizagdo do D-loop como marcador molecular permitiu o
conhecimento de parte da variabilidade genética dos peixes-
bois amazdnico. T. inunguis apresenta variabilidade genética
relevante comparada com T. manatus e os haplétipos da area
do Para apresentaram maior diversidade genética dentre as

seis areas da Bacia Amazo6nica amostradas;

2- Medidas indiretas sugerem a existéncia de fluxo génico entre
as populagdes de T. inunguis na Amazdnia Brasileira.
Entretanto, a confirmagédo de populagées reprodutivamente
isoladas necessitam de investigagdo que ateste de forma

direta a ocorréncia de migrantes entre as populagdes.
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3- O grau de isolamento e diferenciagéo entre as populagdes sao
muito importantes no contexto evolutivo e ecolégico e
altamente relevante para o manejo e conservagido de
populagbes naturais. A auséncia de estruturagdo genética
associada a geografia dos haplétipos de T. inunguis
observadas nas analises filogenéticas, indicam que podem
ocorrer migragées a longa distancia, isso diminuiria o risco de

eventuais translocagdes para manejo de individuos.

4- Na regido estuarina do Amazonas (drea do Para) foi
encontrado um individuo da espécie Trichechus inunguis
proximamente relacionada com haplétipos de T. manatus,
sugerindo a manutengao de polimorfismo ancestral.

Estudos sobre a variabilidade genética de organismos e/ou populagées
proporcionam importantes ferramentas de investigagdo em diversos ramos da
ecologia, sistematica, entre outros, tais como verificar afinidades e limites entre
as espécies, detectar modos de reprodugao e estrutura familiar, estimar niveis
de migracdo e dispersdo nas populagdes e até mesmo em analise forensica
visando a identificagcdo de espécies ameacadas der extingdo em produtos

industrializados (Pereira et al., 2001).
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Anexo 1: Amostras de tecido de Trichechus inunguis coletadas e suas respectivas procedéncia,

sexo e local da bidpsia.

Amostra| N°de Procedéncia Area Sexo| Posigcdo geografica Local da bidpsia
campo
1. 19 llha de Trindade R. Amazonas M [3°19'Se58°40'E | Nadadeira caudal
2. 63 Mamori-AM R. Amazonas F ]13°38'Se60°05'E | Nadadeira caudal
3. 88 Careiro-AM R. Amazonas M | 3°10'Se59°46'E | Nadadeira caudal
4, 54 Amana-AM R. Japura M | 2°45'Se64°30'E | Nadadeira caudal
5. 23 Manacupuru-AM R. Solimbes M | 3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
6. 43 Am central R. Solimbes M | 3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
7. 73 Manacapuru —-AM R. Solimbes M |3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
8. 91 Careiro R. Solimées F 13°10'Se59°46'E | Nadadeira caudal
9. B5 Codajas-AM R. Solimées M | 3°50'Se62°03'E | Nadadeira caudal
10. 19 Manacapuru-AM R. Solimdes M | 3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
11. 79 R. Tacutu -RR R. Tacutu -RR F 13°07'Se60°24'E°| Nadadeira caudal
12. 93 Lago Cataldo R. Negro F 12°13'Se60°08' E | Nadadeira caudal
13. 51 Doado aviaquério de sem procedéncia M sem procedéncia Nadadeira caudal
Manaus
14, 112 sem procedéncia sem procedéncia F sem procedéncia Nadadeira caudal
15. 13 sem procedéncia sem procedéncia | M sem procedéncia Nadadeira caudal
16. 94 Baré sem procedéncia sem procedéncia Nadadeira caudal
17. 29 L. dos Reis-AM R. Amazonas F ] 3°10'Se59°42'E | Nadadeira caudal
18. 68 Silves-AM R. Amazonas M [2°650'Se58°11'E | Nadadeira caudal
19. 80 Maués-AM R. Amazonas M [ 3°17'Se57°43'E | Nadadeira caudal
20. |F3(108) Maués-AM R. Amazonas M | 3°17'S e 57°43'E Sem dado
21. 95 Urucara R. Amazonas F ] 3°31'Se57°45'E | Nadadeira caudal
22, B12 Autazes-AM R. Amazonas F | 3°38'Se59°08'E | Nadadeira caudal
23. B16 Maués-AM R. Amazonas F | 3°17'Se57°43'E Musculo da 6°
costela
24. B17 Nhamunda-AM R. Amazonas F [ 1°54'S e 56°05'E Pele do dorso
25. B6 Rio Preto da Eva-AM R. Amazonas M [3°06'Se59°17'E | Nadadeira caudal
26. F11 Ressaca Apara R. Japura M | 2°49'Se64°34'E Sem dado
(112)

27. B11 Novo Airdo-AM R. Negro F | 2°42'Se63°00'E | Nadadeira caudal
28. [F6(110)| R. Preto (Tiririca)-AM R. Negro M | 3°03'Se59°24'E | Nadadeira caudal
29. 11 R. Ariau-AM R. Negro M | 3°05'Se60°27'E | Nadadeira caudal
30. 42 Parana Aranapu-AM R. Solimées M 2°49' S e 64° 34' Nadadeira caudal
31. 113 | Entre Coari/Codajas-AM R. Solimées F 3°10' S e 59° 46' Nadadeira caudal
32 89 R. Tapajos R. Tapajos-PA M 2°25'S e 55° 10 Nadadeira caudal
33. B9 Vigia-PA Baia de Marajo-PA| M 0°49' S e 48° 08' Nadadeira caudal
34. 20 Filha da Boo Cativeiro F Cativeiro Nadadeira caudal
35. 18 Eré (filho da Boo) Cativeiro M Cativeiro Nadadeira caudal
36. 2 Boo sem procedéncia F sem procedéncia Nadadeira caudal
37. 35 L. Amana-AM R. Japura F | 2°45'Se60°30'E | Nadadeira caudal
38. 46 L. Amana-AM R. Japura M [ 2°45'Se60°30'E Estémago
39. 59 L. Amana-AM R. Japura M |1 3°38'Se60°05'E | Nadadeira caudal
40. 110 Arandu? sem procedéncia [ M sem procedéncia Nadadeira caudal
41, i Lago Amana-AM R. Japura F 12°45'Se60°30'E | Nadadeira caudal
42, 12 Lago Amana-AM R. Japura F 12°45'Se60°30'E | Nadadeira caudal
43, 3] Maraa-AM R. Japura M | 3°41'Se65°37'E | Nadadeira caudal
44, 66 L. Araga-AM R. Madeira M |3°36'Se58°47'E | Nadadeira caudal
45, 67 Borba-AM R. Madeira F [ 4°24'Se59°29'E | Nadadeira caudal
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46. 37 Ariai-AM R. Negro M | 3°05'Se60°27'E | Nadadeira caudal
47. 72 Anavilhanas-AM R. Negro M | 1°15'Se62°15'E | Nadadeira peitoral
48. 76 R. Urubu-Taruma-AM R. Negro M | 3°04'Se60°22'E | Nadadeira caudal
49, 77 L. Salvador-AM R. Negro F ? Nadadeira caudal
50. 78 Ariad-AM R. Negro F | 3°05°Se60°27'E | Nadadeira caudal
51. B7 Barcelos-AM R. Negro M ] 0°59'Se62°55'E | Nadadeira caudal
52, 14 R. Cuieras-AM R. Negro M 2°38'S e 60°00 Nadadeira caudal
53. 15 Lago Xiborena-AM R. Solimbes M [3°10'Se59°55'E | Nadadeira caudal
54. B13 Moju-PA R. Moju-PA M | 1°55'Se48°49'E | Nadadeira caudal
55. 81 Tribo Mundurucu-PA | R. Sdo Mancel-PA| M [ 6°24'Se 58°00'E | Nadadeira caudal
56. B1 ltaituba-PA R. Tapajos-PA F | 4°17'S e 56°00'E Nadadeira caudal
57. B2 Juriti-PA R. Amazonas M | 2°17'Se 56°02'E | Nadadeira caudal
58. B4 Santarém-PA R. Tapajos-PA F 12°11'Se54°41'E | Nadadeira caudal
59. 84 Manacapuru-AM R. Solim&es M | 3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
60. 87 Lago Baixio-AM R. Solimbes M | 3°22'Se60°22'E | Nadadeira caudal
61. B8 Altamira-PA R. Xingu-PA F | 3°18'Se52°32'E | Nadadeira caudal
62. 92 Catanho-Xiborena R. Solimbes F | 3°10'Se59°55'E | Nadadeira caudal
63. B14 Manacapuru-AM R. Solimées M | 3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
64. B3 Amanai-Am R. Solimbes M ? Nadadeira caudal
65. |F2(104) Manacapuru-AM R. Solimées M | 3°19'Se60°37'E Sem dado

66. |F7(107) Tefé-AM R. Solimées F | 3°25'Se64°41'E Sem dado

67. 17 Manacapuru —-AM R. Solimées M [3°19'Se60°37'E | Nadadeira caudal
68. Shiva sem procedéncia sem procedéncia F sem procedéncia Nadadeira caudal
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Anexo 2: Numero e frequéncia total dos haplétipos encontrados (incluindo os
sem procedéncia) das 68 amostras de Trichechus inunguis analisadas.

amostras frequéncia haplotipica total 5 10 15 20 25
amazor:s29 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
amazonas68 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
amazonas80 2 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
amazonas95 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
amazonasb12 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
amazonasb16 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
amazonasb17 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

japura35 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

japura46 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATA
japura59 2 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
japuraii 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
japurai2 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
japurai6 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
madeira66 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
madeira67 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negro37 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negro72 1 GTGCT TCCTC CCATA TAGTA CTATC
negro76 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negro77 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negro78 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negrob11 13 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negrob?7 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
negroi4 2 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

Para8gi 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

Parab1 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

Parab14 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

Parab2 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

Parab4 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimdes23 15 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimbes87 3 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimées92 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimbesb13 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimoesb3 1 GTGCT CCTCC CCATA CAGTA CTATC
solimoesf2 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimdesf7 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
solimdesi7 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC

SPshiva 1 GTGCT CCTCC CCATA TAGTA CTATC
37 haplétipos 68 amostras
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amazonas29
amazonas68
amazonas80
amazonas95
amazonasbi2
amazonasb16
amazonasbi17
japura35
japura46
japura59
japurai
japurai2
japurai6
madeira66
madeira67
negro37
negro72
negro76
negro77
negro78
negrob11
negrob7
negroi4
Par&a81
Parab1
Parab14
Parab2
Parab4
solimdes23
solimoes87
solimbes92
solimbéesb13
solimoesb3
solimdesf2
solimoesf7
solimdesi7
SPshiva

30
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGG
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT

- TATGT

TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT
TATGT

35
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTA-T
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TAAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTTAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTTAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT
TTAAT

40
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTT7C
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTAC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTAC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC
CTTGC

45
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA
ATACA

50
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC
CCATC

55
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG
CTATG

60
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
CATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA
TATAA

65
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA
TCGTA

70
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATAA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
CATTA
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amazonas29
amazonast8
amazonas80
amazonas95
amazonasb1?2
amazonasbi16
amazonasbi17
japura35
japura46
japura59
japurait
japurai2
japurai6
madeira66
madeira67
negro37
negro72
negro76
negro’/7
negro78
negrob11
negrob7
negroi4
Para81
Parab1
Parabi14
Parab2
Parab4
solimoes23
solimdes87
solimbes9?2
solimdesb13
solimdesb3
solimdesf2
solimoesf7
solimoesi7
SPshiva

75
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA
CACTA

80
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATGC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC
TATAC

85
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT

90
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA
GCTTA

95
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC
TAAGC

100
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AAGTA
AAGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AGGTA
AAGTA
AGGTA
AGGCA
AGGTA
AGGTA
AGGTA

105
CAGTA
CGGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CGGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CGGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CGGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA
CAGTA

110
CAGGT
CAAGT
TAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
TAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGC
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
TAGAC
CAAGT
CAAGC
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAGGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT
CAAGT

71

115
AATGC
AATGC
AATGC
ATTGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGC
AATGT



amazonas29
amazonas68
amazonas80
amazonasg9b
amazonasb12
amazonasb16
amazonasb17
japura35
japura46
japura59
japurait
japurai2
japurai6
madeirat6é
madeira67
negro37
negro7/2
negro76
negro77
negro78
negrob11
negrob?
negroi4
Para81
Parab1
Parab14
Parab2
Parab4
solimoes23
solimoes87
solimoes92
solimbesb13
solimodesb3
solimoesf2
solimoesf7
solimoesi7
SPshiva

120
TCCCA
TCCTA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCTCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCTA
TCTCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA
TCCCA

125
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA
GACAC
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-
GACA-

130
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
GTATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA
ATATA

135
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT
TACCT

140
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC
TCCAC

145
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGCAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA
TGTAA

150
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ACTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ACTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC

155
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC
CAACC

160
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
ACATG
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amazonas29
amazonas6t8
amazonas80
amazonas95
amazonasbi2
amazonasbi16
amazonasbi17
japura35
japurad6
japurab9
japurail
japurai2
japuraié
madeirat6
madeira67
negro37
negro72
negro7/6
negro77
negro7/8
negrob11
negrob?
negroi4
Para81
Parab1
Parab14
Parab2
Parab4
solimoes23
solimoes87
solimdes92
solimdesb13
solimdesb3
solimoesf2
solimoesf7
solimoesi7
SPshiva

165
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
AGTAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT
GATAT

170
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTEC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTCC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC

175
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCGC
AGTCC
AGTCC
AGTCC
AGTCC

180
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA

185
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTTCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT
CTCCT

190
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATG
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TAATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA
TGATA

195
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TTTGC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC
TT-GC

200
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGT
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC
ATAGC

205
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATT
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
ACATC
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amazonas29
amazonas68
amazonas80
amazonas95
amazonasb12
amazonasb16
amazonasb17
japura35
japurad6
japura59
japuraii
japurai2
japurai6
madeira66
madeira67
negro37
negro72
negro76
negro77
negro78
negrob11
negrob7
negroi4
Paras1
Parab1
Parab14
Parab2
Parab4
solimdes23
solimoes87
solimoes92
solimbesb13
solimdesb3
solimbesf2
solimoesf7
solimdesi7
SPshiva

210
ATACC
ACACC
ATACC
ATACC
ACACC
ATACC
ATACC
ACACC
ACACC
ATACC
ATACC
ATACC
ACACC
ATACC
ATACC
ATACC
ACACC
ACACC
ACACC
ATACC
ACACC
ACACC
ATACC
ACACC
ATACC
ATGTT
ACACC
ACACC
ATACC
ATACC
ACACC
ATACC
ACACC
ATACC
ATACC
ACACC
ATACC

215
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
CCTTA
CCTTA
€CTTA
CCTTA
TCTTA
TCTTA
CCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
CCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA
TCTTA

220
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGC
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT
ATCGT

225
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
ACATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA
CCATA

230
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA
GCACA

235
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT
TCACT

240
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA
TGAAA

245
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCACT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT
TCATT

250
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGC
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTTGT
CTYGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGC
CTCGT
CTCGC
CTTGC
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGC
CTCGT
CTVGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
CTCGT
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amazonas29
amazonas68
amazonas80
amazonas95
amazonasbi12
amazonasbi16
amazonasb17
japura35
japurad6
japura59
japurait
japurai2
japurai6
madeira66
madeira67
negro37
negro72
negro76
negro77
negro78
negrob11
negrob7
negroi4
Para81
Parab1
Parabt4
Parab?2
Parab4
solimoes23
solimbes87
solimdes92
solimoesb13
solimdesb3
solimdesf2
solimbesf7
solimoesi7
SPshiva

255
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA
CAACA

260
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT
TGCTT

265
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC
ATCAC

270
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA
CTCCA

275
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG
TTAGG

280
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC
CAGTC

285
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA
CTTGA

290
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAT-
TCACA
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TTAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
CTAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-
TCAC-

295
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
CAAGC
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amazonas29
amazonas68
amazonas80
amazonas95
amazonasbi?2
amazonasbi6
amazonasb17
japura35
japura46
japura59
japurail
japurai2
japurai6
madeirat6
madeirat7
negro37
negro7/2
negro76
negro77
negro78
negrob11
negrob7
negroi4
Para81
Parab1
Parab14
Parab2
Parab4
solimoes23
solimoes87
solimoes92
solimbesb13
solimoesb3
solimoesf2
solimoesf7
solimoesi7
SPshiva

300
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA
GCCGA

305
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC
GAAAC

310
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAACA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAGCA
CAACA
CAGCA

315
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG
ACCCG

320
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC
CCCTC

325
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATCTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTT
ATTTI
ATTTT
ATTTT
ATTTT

330
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC
GTCCC

335
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTE
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTT
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTT
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTC
TCTTT
TCTTC
TCTTT
TCTTC
TCTTC

340
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
TCGCT
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amazonas29
amazonas68
amazonas80
amazonas95
amazonasb12
amazonasb16
amazonasb17
japura35
japura46
japura59
japuraii
japurai2
japuraié
madeira66
madeira67
negro37
negro72
negro76
negro77
negro78
negrob11
negrob7
negroi4
Para81
Parab1
Parab14
Parab2
Parab4
solimdes23
solimdes87
solim6es92
solimdesb13
solimdesb3
solimoesf2
solimdesf7
solimoesi7
SPshiva

345
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG
CCGGG

350
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT
CCCAT

355
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT
AACTT

360
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG
GTGGG

364
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
GGTG
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Anexo 3: Matriz de distancia genética corrigida, segundo o modelo HKY mais Gamma, dos
37 haplétipos de Trichechus inunguis e dos 14 haplétipos de Trichechus manatus incluidos

nas analises como grupo externo.
Haplétipo amaz29 amazb16 amaz80 amaz68 amazb12 negrob11 amazb17 soli23

amaz29
amazb16

amaz80
amaz68
amazb12
negrob11
amazb17
soli23
japura35s
japurad6
japura59
japurai1
japurai2
japuraié
madeira67
madeira66
negro76
negro72
negro78
negro37
negreb?
negro77
negroi4
solib3
solig7
solii7
parab14
solif2
solif7
s0li92
parab2
solib13
para81
parab1
parab4
amaz95
shiva

VTOEZreX—-—-0MoOO>®

0
0.00569

0.00576
0.012
0.00578
0.00576
0.00576
0.00283
0.01502
0.01502
0.00576
0.00882
0.00576
0.00882
0.00882
0.00569
0.012
0.02234
0.00868
0.00882
0.00868
0.00882
0.012
0.012
0.00576
0.00882
0.09439
0.00576
0.00576
0.0088
0.01531
0.01503
0.012
0.00882
0.00882
0.01179
0.00576
0.09616
0.08961
0.07739
0.08633
0.13724
0.1457
0.14806
0.15465
0.1402
0.10863
0.113
0.10812
0.11809
0.01876

0

0.00569
0.01179
0.00567
0.00569
0.00569
0.00281
0.01487
0.01487
0.00569
0.00868
0.00569
0.00868
0.00868
0.00573
0.01179
0.02191
0.00869
0.00868
0.00866
0.00868
0.01179
0.01179
0.00569
0.00871
0.09952
0.00569
0.00569
0.00865
0.01506
0.01821
0.01179
0.00868
0.00868
0.01167
0.00569
0.08806
0.0819
0.07041
0.08825
0.12714
0.1351
0.13803
0.14346
0.12972
0.11425
0.11863
0.11361
0.12386
0.01847

0

0.012 0

0.00575 0.00578
0.00576 0.00576
0.00576 0.012
0.00283 0.00882
0.01502 0.01502
0.01503 0.01502
0.00576 0.012
0.00882 0.01531
0.00576 0.01203
0.00882 0.00882
0.00283 0.01531
0.00569 0.01179
0.012 0.012
0.02235 0.02234
0.00868 0.01503
0.00882 0.01531
0.00868 0.00868
0.00882 0.00282
0.012 0.012
0.012 0.012
0.00576 0.012
0.00882 0.00882
0.09447 0.10811
0.00576 0.012
0.00576 0.012
0.00883 0.00284
0.01632 0.01531
0.02191 0.02936
0.012 0.012
0.00882 0.01531
0.00882 0.00882
0.01179 0.01839
0.00576 0.012
0.08341 0.08616
0.07739 0.083861
0.06615 0.08968
0.08353 0.11036
0.12122 0.12109
0.12898 0.12884
0.13191 0.13174
0.13718 0.13701
0.12381 0.12366
0.10874 0.12369
0.11311 0.12829
0.10822 0.12311
0.11819 0.13369
0.01876 0.012

0
0

0.00575
0.00282
0.00868
0.00865
0.00575

0.0088
0.00578
0.00282
0.00883
0.00567
0.00578
0.01527
0.00865

0.0088

0.0028
0.00285

0.012

0.00575
0.00575
0.00282
0.10807
0.00575
0.00575
0.00283

0.0088
0.02191
0.00575

0.0088
0.00282
0.01178
0.00575
0.08615
0.08961
0.07735
0.09626
0.12089
0.1287
0.13153
0.13691
0.12346
0.12364
0.12821
0.12305
0.13365

0.012

0
0.00576
0.00283
0.00868
0.00868
0.00576
0.00882
0.00579
0.00283
0.00882
©.00569
0.00576
0.01531
0.00868
0.00882
€.00281
0.00283

0.012
0.00576
0.00576
0.00283
0.10822
0.00576
0.00576
0.00281
0.00882
0.02191
0.00576
0.00882
0.00283
0.01179
0.00576
0.09624
0.08968
0.07745
0.09641
0.12122
0.12898
0.13191
0.13717
0.12381
0.12383
0.12842
0.12324
0.13382

0.012

0
0.00283
0.01502
0.01503
0.00576
0.00882
0.00576
0.00882
0.00882
0.00569

0.012
0.02235
0.00868
0.00882
0.00868
0.00882

0.012

0.012
0.00576
0.00882
0.10822
0.00576
0.00576
0.00883
0.00882
0.02191

0.012
0.00882
0.00882
0.01179
0.00576
0.09624
0.08968
0.07744
0.08641
0.13741
0.14589
0.14927
0.15486
0.14039
0.12391
0.12842
0.12325
0.13383
0.01876

0
0.01179
0.01179
0.00283
0.00576
0.00283
0.00576
0.00576
0.00281
0.00882
0.01876
0.00569
0.00576
0.00569
0.00576
0.00882
0.00882
0.00283
0.00576
0.10119
0.00283
0.00283
0.00576

0.012
0.0184
0.00882
0.00576
0.00576
0.00868
0.00283
0.08968
0.0834
0.07167
0.08983
0.12913
0.13724
0.14039
0.14581
0.13191
0.11612
0.12059
0.11556
0.12583
0.01532

japura35 japurad6 japura59 japuraii

0
0.01814
0.01502
0.01839
0.01506
0.01179
0.01839
0.01484
0.01502
0.02555
0.01814
0.01839
0.01167
0.01179

0.0219
0.01502
0.01502
0.01179
0.12842
0.01502
0.01502
0.01175

0.0184
0.03274
0.01503
0.01839
0.01179
0.02157
0.01502
0.115615
0.10785
0.09426
0.11637
0.14289
0.15154
0.15494
0.16068
0.14589
0.12902
0.15083
0.14518
0.15673
0.01503

0
0.01503
0.0184
0.01512
0.01179
0.01839
0.01484
0.01503
0.02556
0.01814
0.0184
0.01167
0.01179
0.0219
0.01503
0.01503
0.01179
0.11321
0.01503
0.01503
0.01181
0.0184
0.03275
0.01503
0.0184
0.01179
0.02157
0.01503
0.10095
0.09426
0.08177
0.10114
0.14307
0.15173
0.15516
0.16089
0.14609
0.12908
0.13387
0.12855
0.13942
0.02191

0
0.00283 0
0 0

0.00283 0.00576
0.00882 0.012
0.00569 0.00868
0.012 0.01531
0.02235 0.02608
0.00868 0.01179
0.00283 0.00576
0.00868 0.01179
0.00882 0.012
0.012 0.01531
0.012 0.01531
0.00576 0.00882
0.00882 0.012
0.09447 0.08803
0.00576 0.00882
0.00576 0.00882
0.00883 0.01202
0.01532 0.01876
0.02191 0.0184
0.012 0.01531
0.00882 0.012
0.00882 0.012
0.01179 0.01503
0.00576 0.00882
0.0834 0.08968
0.07739 0.0834
0.06615 0.07167
0.08354 0.08983
0.12122 0.12913
0.12898 0.13724
0.13191 0.14039
0.13717 0.14581
0.12381 0.13191
0.10867 0.10161
0.1131 0.10594
0.10822 0.10119
0.11819 0.11088
0.01876 0.02235
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Haplétipo
japurai2
japuraié
madeirab7
madeira66
negro76
negro72
negro78
negro37
negrob?7
negro77
negroi4
solib3
soli87
solii7
parab14
solif2
solif7
soli92
parab2
solib13
para81
parab1
parab4
amaz95
shiva

VTOE2ZrceX—-—-0OmMoOO>»®

japurai2 japurai6
0

0.00285 0

0.00882 0.012
0.00569 0.00868
0.01206 0.00882
0.02245 0.01876
0.00868 0.01179
0.00283 0.00576
0.0087 0.00569
0.00885 0.00576
0.01203 0.01531
0.01206 0.00882
0.00579 0.00882
0.00885 0.00576
0.08839 0.10119
0.00579 0.00882
0.00576 0.00882
0.00886 0.00576
0.01535 0.012
0.01843 0.02556
0.01209 0.00882
0.00885 0.012
0.00888 0.00576
0.01182 0.01503
0.00576 0.00882
0.0837 0.08968
0.07767 0.0834
0.0664 0.07168
0.08389 0.08984
0.12174 0.11366
0.12952 0.12109
0.13254 0.12381
0.13781 0.12892
0.1244 0.11606
0.10213 0.11604
0.10647 0.12059
0.1017 0.11556
0.11142 0.12583
0.0188 0.01532

madeirab7 madeira66 negro76

0
0.00868
0.01531
0.02607
0.01179

0.012
0.01179
0.012
0.01531
0.01531
0.00882
0.012
0.1011
0.00882
0.00882
0.01199
0.01876
0.02556
0.01531
0.012
0.012
0.01502
0.00882
0.08961
0.08334
0.07163
0.08976
0.12898
0.13708
0.14021
0.14563
0.13174
0.116
0.12048
0.11545
0.12572
0.02235

0
0.01179
0.02191
0.00863
0.00868
0.00863
0.00868
0.01179
0.01179
0.00569
0.00868
0.10603
0.00569
0.00569
0.00868
0.01503
0.02157
0.01179
0.00868
0.00868
0.01167
0.00569
0.09426
0.08785
0.07588
0.09441

0.1346
0.14289
0.14608
0.15165
0.13741
0.12128
0.12588
0.12071
0.13126

0.0184

0
0.02234
0.01503
0.01531
0.00868
0.00882
0.01875

0.012
0.012
0.00882
0.10812
0.012
0.012
0.0088
0.01531
0.02936
0.012
0.01531
0.00283
0.01839
0.012
0.11014
0.103
0.08869
0.11036
0.13725
0.14571
0.14806
0.15465
0.14021
0.12362
0.12829
0.12311
0.13369
0.01876

negro72 negro78 negro37 negrob7 negro77 negroi4 solib3

0

0.02557 0

0.02608 0.01179
0.0184 0.01167
0.01875 0.01179
0.02996 0.01503
0.01531 0.01503
0.02235 0.00868
0.01876 0.00569
0.14847 0.11332
0.02235 0.00868
0.01531 0.00868
0.0188 0.01178
0.02609 0.0184
0.04177 0.02515
0.02235 0.01503
0.01876 0.01179
0.01876 0.01179
0.02936 0.01484
0.02235 0.00868
0.13373 0.10104
0.12555 0.09433
0.11036 0.08183
0.13405 0.10122
0.16466 0.14324
0.17436 0.15192
0.17852 0.15537
0.18464 0.1611
0.16831 0.14627
0.16841 0.1293
0.17337 0.13401
0.16732 0.1287
0.17972 0.13956
0.02998 0.02192

0
0.01179
0.012
0.01531
0.01531
0.00882
0.012
0.08803
0.00882
0.00882
0.01202
0.01876
0.02556
0.01531
0.012
0.012
0.01503
0.00882
0.08968
0.0834
0.07167
0.0775
0.11366
0.12109
0.12381
0.12892
0.11606
0.10161
0.10594
0.10119
0.11088
0.02235

0
0.00569
0.01502
0.00868
0.00868
0.00569
0.11321
0.00868
0.00868
0.00568
0.01179
0.02515
0.00868
0.01179
0.00569
0.01484
0.00868
0.10095
0.09426
0.08177
0.10113
0.12652
0.13445
0.13741
0.14282
0.12913
0.12916
0.13387
0.12855
0.13942
0.01503

0
0.00882
0.00882
0.00882
0.00576
0.11545
0.00882
0.00882

0

0.012
0.02556
0.00882

0.012
0.00576
0.01502
0.00882

0.103
0.08616

0.0834
0.10319
0.12898
0.13708

0.1402
0.14563
0.13174
0.13175
0.13646
0.13113
0.14203
0.00882

0
0.01875 0
0.00576 0.012
0.01531 0.00882
0.10811 0.12324
0.012 0.012
0.012 0.00576

0.00885 0.00883
0.02235 0.01532
0.02936 0.02937
0.01875 0.012
0.00882 0.00882
0.01531 0.00882
0.01179 0.0184
0.012 0.012
0.11014 0.11025
0.103 0.10309
0.08968 0.08976
0.11036 0.11047
0.12109 0.13741
0.12884 0.14589
0.13174 0.14927
0.13701 0.15485
0.12366 0.14039
0.12369 0.14043
0.12829 0.14518
0.12311 0.13968
0.13369 0.15093
0.01876 0.01876
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Haplétipo  soli87

solig7
solii7
parab14
solif2
solif7
soli92
parab2
solib13
para81
parab1
parab4
amaz95
shiva

VPOEZreX—-—0MUO>P®

solii7
0

0.00882 0
0.09447 0.11568
0.00576 0.00882
0.00576 0.00882
0.00883 0.00573
0.015632 0.01201
0.02191 0.02557
0.012 0.00882
0.00283 0.012
0.00882 0.00576
0.00569 0.01503
0.00576 0.00882
0.09624 0.10319
0.08968 0.09633
0.07745 0.08354
0.09641 0.10339
0.12122 0.12929
0.12898 0.13741
0.13191 0.14058
0.13717 0.146
0.12381 0.13208
0.10867 0.13206
0.1131 0.13676
0.10822 0.13143
0.11819 0.14233
0.01876 0.01532

parab14  solif2
0

0.10822 0

0.10822 0.00576

0.11556 0.00883
0.11568 0.01532
0.06626 0.02191
0.12325 0.012
0.10119 0.00882
0.10119 0.00882
0.106 0.01179
0.10822 0.00576
0.08633 0.09624
0.10319 0.08968
0.10329 0.07745
0.0965 0.09641
0.07205 0.13741
0.07782 0.14589
0.07963 0.14927
0.07198 0.15485
0.07367 0.14039
0.00888 0.12383
0.01179 0.12842
0.00576 0.12324
0.01484 0.13382
0.10832 0.01876

solif7

0
0.00883
0.01532
0.02191

0.012
0.00283
0.00882
0.01179
0.00576
0.08624
0.08968
0.07744
0.09641
0.13741
0.14589
0.14927
0.15486
0.14039
0.12391
0.12842
0.12325
0.13383
0.01876

soli92 parab2

0
0.01199 0
0.0255 0.02557

0.00883 0.01532
0.01202 0.01876
0.00576 0.012
0.01503 0.02191
0.00883 0.01532
0.10316 0.10319
0.09629 0.09633
0.08354 0.08353
0.10336 0.10339
0.12915 0.11378
0.13721 0.12122
0.14043 0.12396
0.14575 0.12907
0.13193 0.11619
0.13186 0.13222
0.13667 0.13677
0.13131 0.13144
0.14221 0.14234
0.0088 0.01532

solib13

0
0.02937
0.02556
0.02556
0.02887
0.02191
0.10101
0.09431
0.08181
0.10119
0.13208
0.14039
0.14375
0.14918
0.13503
0.07795
0.08187
0.07761
0.08629
0.02938

para81

0
0.01531
0.00882

0.0184
0.012
0.11025
0.1031
0.08976
0.11048
0.13742
0.1459
0.14927
0.15486
0.1404
0.14035
0.14518
0.13968
0.15093
0.01876

parab1

0

0.012 0

0.00868 0.01503
0.00882 0.00882
0.10309 0.10309
0.09624 0.09624
0.08347 0.08347
0.10329 0.10329
0.12913 0.12913
0.13724 0.13725
0.14039 0.14039
0.14581 0.14581
0.13191 0.13191
0.11612 0.11604
0.12059 0.12059
0.11556 0.11556
0.12583 0.12583
0.02235 0.01532

parab4 amaz95

0
0.01179
0.10792
0.10093
0.08789
0.10811
0.13454
0.14282

0.146
0.15157
0.13734
0.12128
0.12583
0.12067
0.13121
0.02556
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4

shiva

VTOE2EZrceXx—-—O0OmMmooOo>»w

shiva
0
0.08624
0.08968
0.07744
0.08641
0.13741
0.14589
0.14927
0.15486
0.14039
0.12391
0.12842
0.12325
0.13383
0.01876

B

0
0.00282
0.00882
0.01875
0.12358

0.1315
0.13457
0.12339

0.1263
0.08389
0.08786
0.08348

0.0924
0.09633

0
0.00576
0.01531
0.13165
0.13992
0.14322
0.13143
0.13456
0.09021
0.09426
0.08976
0.09894
0.08976

C D
0
0.00882 0

0.13181 0.1087
0.1401 0.11598
0.14342 0.11867
0.13158 0.10854
0.13474 0.11108
0.09028 0.08049
0.09434 0.09441
0.08984 0.08361
0.08901 0.09909
0.0775 0.0965

0
0.00283
0.00569
0.00863
0.00281
0.08093
0.09484
0.08398
0.09952
0.12136

0
0.00868
0.01168
0.00569
0.09752
0.10152
0.09026
0.10633
0.12913

0
0.00868
0.00283
0.09992
0.10384
0.09239
0.10867
0.13208

0
0.00569
0.09087
0.09472
0.08388

0.0994
0.13734

0
0.09306
0.09689
0.08587
0.10158
0.12395

L N M o
0
0.00583 0

0.00283 0.00569 0
0.00874 0.00281 0.00863 O
0.10885 0.12856 0.12338 0.1339

81

0



Anexo 4: Caridtipo do individuo B14-Mojui. O nuimero de cromossomos
corresponde ao de Trichechus inunguis, ou seja 56 cromossomos. O peixe-boi
marinho, Trichechus manatus possui 48 cromossomos.
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