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RESUMO

O Rio Sao Francisco compde uma das maiores e mais importantes bacias hidrograficas do
territério brasileiro e uma de suas principais caracteristicas é a variedade da ictiofauna. O
género Salminus (Characiformes: Characidae), constitui um grupo de peixes migradores com
grande importancia econdmica, na pesca esportiva e na gastronomia. Dentro desse género,
destaca-se Salminus hilarii (tabarana), devido ao seu alto grau de seletividade pelo ambiente e
por ocupar o topo da cadeia alimentar. Isso confere a espécie uma grande importancia para o
ecossistema e a coloca na posicdo de uma boa indicadora de impactos ambientais. Muitos
estudos sobre genética da conservacdo e de populagdes tém sido realizados utilizando
marcadores moleculares, tais como os microssatélites, capazes de fornecer dados sobre os
processos genéticos que estdo atuando em uma determinada populagdo. Esses marcadores
possuem sequéncias flanqueadoras relativamente conservadas, o que permite a utilizagdo de
primers que foram desenhados originalmente para outra espécie em espécies
filogeneticamente préximas. Assim, utilizando nove locos polimérficos de microssatélites
isolados de Salminus franciscanus, o objetivo do presente estudo foi analisar a variagdo
genética de S. hilarii coletados em trés localidades na bacia do alto Sdo Francisco e identificar
evidéncias de estruturacao populacional, produzindo conhecimentos genéticos aos estudos de
conservacao deste grupo de peixes e contribuindo de maneira efetiva para a manutengdo da
biodiversidade desse ecossistema. Os resultados obtidos evidenciaram que a amplificagdo
heterdloga foi eficiente e permitiu identificar uma variagdo genética relativamente alta na
espécie em estudo. Além disso, foi possivel observar a auséncia de estrutura genética entre as
populacdes, indicando a ocorréncia de fluxo génico entre as populagdes suficiente para manter
a homogeneidade genética entre elas. Esses resultados constituem ferramentas importantes,
uma vez que contribuem para o entendimento do comportamento e biologia desses peixes, €

para programas de manejo de pesca e conservagao da tabarana.

Palavras-chave: peixe de d4gua doce, tabarana, variacdo genética, conservagao



ABSTRACT

The Sao Francisco river comprises one of the largest and most important river basins of Brazil
and one of its main characteristics is the variety of fish species. The genus Salminus
(Characiformes: Characidae) constitutes a group of migratory fish with great economic
importance in fishing and gastronomy. Within this genus, Salminus hilarii (tabarana), due to
its high degree of selectivity for the environment and to occupy the top of the food chain, of
great importance to the ecosystem and a good indicator of environmental impacts. Many
studies on conservation and population genetics have been conducted using molecular
markers such as microsatellites, which can provide data on the genetic processes that are
acting in a given population. These markers have relatively conserved flanking sequences,
which allows the use of primers that were originally designed for other phylogenetically
related species. In this study, nine polymorphic microsatellite loci isolated from Salminus
franciscanus were used to assess the genetic variation of S. hilarii collected in three localities
in the upper Sao Francisco river basin, aiming to evaluate the level of genetic variation and
identify evidence of population structure, providing support for conservation of this group of
fish and contributing effectively to maintain the biodiversity of this ecosystem. The cross
amplification results were efficient and were able to identify a relatively high level of genetic
variation. Moreover, it was possible to observe the absence of genetic structure between
populations, suggesting the occurrence of gene flow between them enough to maintenance of
the genetic homogeneity of this populations. These results are important tools, since they can
provide information for understanding the behavior and biology of these fish to fisheries

management and conservation programs.

Key-words: freshwater fish, tabarana, genetic variation, conservation
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1. INTRODUCAO

1.1. Bacia do Rio Sao Francisco

A bacia do Rio Sdo Francisco abrange uma area total de 631.133 Km?, equivalendo a
7,4% do territério nacional (PAIVA, 1982; 1983) (Figura 1). O Rio Sao Francisco possui
2.780 Km de extensdao, sendo considerado o maior curso d’dgua totalmente brasileiro
(SILVA et al., 2003), banhando sete estados e 503 municipios (CODEVASF, 2009). No que
diz respeito a localizacdo de sua nascente, o documento emitido pela Companhia de
Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e do Parnaiba (CODEVASF) em 2006 delimita
sua verdadeira posi¢cao no rio Samburd, situado na Serra da Confusao, sudoeste do Estado de
Minas Gerais, devido a sua calha mais larga e ter maior vazao na confluéncia. Por outro lado,
a nascente histérica ainda € considerada pertencente ao Parque Nacional da Serra da Canastra.
O rio desemboca no Oceano Atlantico, entre os estados de Sergipe e Alagoas, tendo cerca de
83% de sua area residente em Minas Gerais e Bahia, uma 4rea com, aproximadamente, 13

milhdes de habitantes (PETRERE, 1989; CAPPIO et al., 1995).
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Figura 1. Bacia do Rio Sao Francisco. Fonte: PEIXES E PESCA NO RIO SAO FRANCISCO, 2009.

A bacia do Rio Sao Francisco tem sido esquematicamente dividida em quatro regides
fisiograficas, como é mostrado na Figura 2, sendo elas: Alto Sdo Francisco (da nascente até a
cidade de Pirapora-MG, embora a constru¢cdo da barragem de Trés Marias interrompeu essa
regido no municipio de Trés Marias), Médio Sao Francisco (Pirapora a Remanso-BA),
Submédio Sdo Francisco (Remanso a Paulo Afonso-BA) e Baixo Sdo Francisco (Paulo
Afonso ao Oceano Atlantico). O Alto Sdo Francisco abrange as sub-bacias dos Rios das
Velhas, Pard, Indaid, Abaeté e Jequitai. O divisor a leste € formado pelas montanhas da Serra
do Espinhago e a oeste pela Serra Geral de Goids. Esta regido estd, portanto, inteiramente

contida no estado de Minas Gerais (CODEVASF, 2009).
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Figura 2. Regides fisiograficas da Bacia do Sdo Francisco. Fonte:

www.soberania.org/Articulos/articulo_3285.htm

O Rio Sao Francisco estd fragmentado por reservatérios, sendo o de Trés Marias um
dos maiores. A barragem possui 75 metros de altura e ndo dispde de nenhum mecanismo para
passagem de peixes, fragmentando efetivamente o rio em duas partes (inicio das obras — 1957.
Fim das obras — 1961. Inicio da operacdo — 1962). Segundo Sato e Godinho (1999), sua
ictiofauna é composta por 152 espécies, sendo muitas dessas espécies caracterizadas pelo alto
grau de endemismo. Cerca de 8% dessas espécies migram para reproduzir-se. Isso ocorre
geralmente apds grandes periodos de chuvas, pois é quando o nivel do rio estd em ascensao,
com as dguas bastante turvas e oxigenadas, garantindo assim a protecdo dos ovos e larvas
contra predadores e quantidade necessdria de oxigénio para a fase inicial de desenvolvimento
(KRAMER, 1978; BUSSING, 1993).

Grande parte dos peixes de importancia para a pesca € de piracema, isto é, realizam
migracdes anualmente entre os locais de alimentacdo e reproducdo. As barragens
hidroelétricas, desta forma, tém sido uma das principais causas da diminui¢do da pesca por
impedir o livre deslocamento dos peixes de piracema entre esses dois pontos (GODINHO et
al, 2007).

1.2. Consideracoes gerais do género Salminus

Dentre os Characiformes, o género Salminus esta agrupado na familia Characidae, que
compode aproximadamente 55% dos peixes dessa ordem. Embora muitos grupos dentro da
ordem Characiformes tenham sido objeto de varios estudos de taxonomia e sistemdtica, o
conhecimento das relacdes filogenéticas da maioria de seus tdxons € muito restrito. Assim,



15

ainda que a maior parte das familias que compdem a ordem Characiformes ji possa ser
identificada por caracteres sinapomorficos (REIS et al., 2003), Characidae €, atualmente,
reconhecida como uma familia ndo monofilética.

Este gé€nero é caracterizado por predadores de médio a grande porte, ictiofagos e que
habitam principalmente os grandes rios (BRITSKI, 1988; TAKAHASHI, 2006), sendo
representado por cinco espécies (LIMA, 2006) e apresentando a seguinte posicao taxondmica:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterigii
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Género: Salminus

Espécies: Salminus affinis Steindachner, 1880
Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816)
Salminus hilarii Valenciennes, 1850
Salminus iquitensis (Nakashima, 1941)
Salminus franciscanus

Segundo Godoy (1975), as espécies de Salminus sio muito similares, tanto em cor,
como em forma e tamanho. Entretanto, S. affinis € mais parecida com a espécie S. iquitensis,
que também € a espécie mais proxima filogeneticamente, tendo um colorido claro com brilho
prateado; nadadeira caudal vermelha; nadadeiras dorsal, anal, adiposa, peitorais e pélvicas
alaranjadas. S. brasiliensis e S. franciscanus sdo os unicos legitimos dourados, sendo as
demais espécies de Salminus prateadas em vida. Essas duas espécies se diferenciam entre si
principalmente pela contagem de escamas ligeiramente maior em S. brasiliensis. S. hilarii se
diferencia das demais principalmente por apresentar menor nimero de escamas na linha
lateral e nas séries transversais (LIMA, 2006).

As espécies desse género possuem ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo nas
bacias da Amazdnia, Orinoco, La Plata e do Rio Sao Francisco, na América do Sul cisandina,
no Rio Magdalena e em algumas outras drenagens em porcdes transandinas do continente
(LIMA; BRITISKI, 2007) (Figura 3). Entretanto, S. franciscanus esté restrita a bacia do Rio
Sao Francisco, tendo sido descrita recentemente por Lima e Britski (2007) como uma espécie
vélida.

Os representantes do género Salminus sdo peixes de dgua movimentada, comumente
encontrados na boca de cachoeiras, choros d’adgua e corredeiras (SANTOS, 1987). Realizam
migragdes periddicas para alimentacdo, nos lares de alimentacdo, ou para reprodugdo, em

busca dos chamados lares de reproducdo (GODOY, 1975). Procriam no leito dos rios em
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estacdes chuvosas, apresentando periodo reprodutivo altamente sazonal, alta fecundidade,
ovos livres e auséncia de cuidado parental. (AGOSTINHO; JULIO JR, 1999; SATO;
TAKAHASHI, 2006).

Figura 3. Mapa da América do Sul, mostrando a distribui¢cdo do género Salminus. Fonte: LIMA; BRITISKI,
2007.

1.3. Salminus hilarii Valenciennes, 1849

Salminus hilarii, popularmente conhecida como dourado branco, tubarana ou tabarana,
foi descrita cientificamente ha tempos (a primeira vez foi em 1849 por Valenciennes). Estes
peixes sdo planctéfagos nas primeiras fases da vida larval, na fase de alevino, passam a ser
insetivoro e, posteriormente, nas fases de jovem e adulto, tornam-se carnivoros (piscivoros)
(GODOQY, 1975).

Agostinho et al. (2004b) destacam essa espécie por ser uma das migradoras na regiao
do alto Parand, considerada como peixe de piracema e reofilico. Aspectos do ciclo

reprodutivo de S. hilarii estudados em diversas bacias mostraram que o periodo reprodutivo
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acontece entre o final da primavera e do verdao (GODOY, 1975; TAKAHASHI, 2006). Este
periodo coincide com as épocas mais quentes e chuvosas, sendo este um padrdao adotado por
diversas espécies de Characiformes na regidao Sudeste do Brasil (VAZZOLER; MENEZES,

1992). A Figura 4 abaixo representa uma ilustracdo de um individuo dessa espécie.

Figura 4. Aspecto morfolégico de um individuo da espécie S. hilarii. Fonte: BRASIL PESCARIAS, 2009

A tabarana difere das outras espécies de Salminus por possuir um colorido em geral
cinza, mais claro ventralmente, com brilho prateado; nadadeira caudal vermelha; nadadeiras
peitorais, pélvicas, dorsal e anal sdao levemente tingidas de vermelho (LIMA, 2006). A
nadadeira caudal é pouco furcada, com mancha negra ao longo dos raios medianos (GODOY,
1975). Esta espécie ocorre na bacia do Rio Parand (estados de Goids, Sao Paulo, Mato Grosso
do Sul e Parand), bem como no Paraguai (rios Monday e Acary) e na bacia do alto Rio Sao
Francisco (estado de Minas Gerais e Distrito Federal) (LIMA, 2006). Também ha registros de
ocorréncia dessa espécie na Argentina, Rio Iguagu, abaixo das cataratas e ainda na bacia do
Rio Jaguaribe, estado do Ceard (FOWLER, 1941; LOPEZ et al., 2003) (Figura 5).

Virios autores discutem que a tabarana pode ser utilizada como uma boa indicadora
ambiental, dado o seu alto grau de seletividade pelo ambiente (necessitam de dguas ricas em
oxigénio) e por ser uma espécie predadora do topo de cadeia alimentar (CETRA, 2003;
LIMA-JUNIOR, 2003). Além disso, constitui um importante recurso pesqueiro, sendo
emblemdtica para o rio Sdo Francisco, pois se desloca por longas distancias na bacia.
Contudo, por se tratar de um peixe de piracema, corre grande risco de reducdo na sua
populacdo em funcdo de ac¢des antrépicas. Nao sé a tabarana, como toda a ictiofauna da bacia
do Rio Sao Francisco, encontra-se bastante ameacada, principalmente devido a poluigao,
assoreamento, desmatamento ciliar, constru¢cdo de barragens, polui¢do industrial e doméstica
e drenagens para aproveitamento agricola, os quais causam comprometimento ou

desequilibrio dos ambientes naturais onde esses peixes ocorrem (SATO; GODINHO, 1999).
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Figura 5. Mapa do leste da América do Sul, mostrando a distribuicio de Salminus hilarii. Fonte: LIMA;
BRITISKI, 2007

1.4. Utilizacao dos microssatélites em estudos populacionais

A utilizacdo de metodologias moleculares em estudos sobre populacdes naturais e
cultivadas de peixes tem aumentado nesses ultimos anos, possibilitando o estudo genético de
espécies ameacadas de extin¢do. Atualmente, diversos marcadores moleculares estdo
disponiveis para a deteccdo de variabilidade genética, dentre os quais, destacam-se os
microssatélites (TAUTZ; RENS, 1984). As alozimas, as sequéncias de DNA mitocondrial e
nuclear sdo outros exemplos de marcadores moleculares que tém sido empregados para
determinar muitos parametros de interesse para a ecologia, tais como: identificacdo do
tamanho efetivo populacional, estrutura populacional, nivel de fluxo génico, expansao e
contracdo populacional, relagdes filogenéticas, padroes de biogeografia histdrica e andlise de

parentesco, entre outras (FERAL, 2002; SELKOE; TOONEM, 2006).
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De acordo com Oliveira et al. (2006), os microssatélites, também conhecidos como
Simple Sequence Repeats (SSR) ou Short Tandem Repeats (STR), tém sido a classe de
marcadores moleculares mais utilizados em genética da conservagdo e genética de
populacdes, principalmente ao tipo de informacdes fornecidas para estudos de estimativas de
migracdo, para distinguir entre altas taxas de migracdo e panmixia, e para estimar a relacao de
parentesco entre os individuos. Os microssatélites correspondem a unidades nucleotidicas de
1 a 6pb, repetidas em tandem e distribuidas através dos genomas de eucariotos e procariotos
(TAUTZ; RENZ, 1984; TAUTZ, 1989). Os microssatélites sdo classificados de acordo com o
nimero de nucleotideos presentes nas unidades repetitivas em mononucleotideos,
dinucleotideos, trinucleotideos, tetranucleotideos, pentanucleotideos e hexanucleotideos. Em
relacdo a composicao das unidades repetitivas, eles sdo divididos em quatro tipos: perfeitos,
quando a sequéncia repetitiva ndo € interrompida por qualquer base (por exemplo:
CTCTCTCTCTCTCT); imperfeitos, quando hd um par de bases entre a unidade repetitiva
(por exemplo: CTCTCTCTATCTCTCTCT); interrompidos, quando hd uma pequena
sequéncia dentro da unidade repetitiva (por exemplo: CTCTCTCTACTGCTCTCT); e
compostos, os quais conttm duas wunidades repetitivas adjacentes (por exemplo:
CTCTCTCTCTCTATATATATATAT) (OLIVEIRA et al., 2006).

As taxas de mutacdo dos microssatélites sdo extremamente altas, aproximadamente
107 eventos por loco por geracio (JARNE; LAGODA, 1996). Esta alta taxa de mutagdo pode
ser explicada, principalmente, pelo pareamento errado apds o deslizamento ou slippage da
DNA polimerase durante a replicacio (LEVINSON; GUTMAN, 1987), ou pelo crossing-over
desigual (SMITH, 1976).

O sucesso de tais marcadores nos estudos genéticos populacionais se deve a sua
abundancia, grande distribui¢do no genoma e por permitir a deteccdo de alto grau de
polimorfismo, além da sua heranca mendeliana e de se tratar de marcadores co-dominantes,
sendo possivel a visualizacdo de ambos os alelos em um individuo heterozigoto. Esses
fatores, combinados ao multialelismo dos microssatélites, os colocam como o marcador
molecular com maior conteido de informacdo de polimorfismo (O’REILLY; WRIGHT,
1995; OLIVEIRA et al., 2006). Além disso, o relativo conservadorismo das sequéncias
flanqueadoras dos microssatélites permite a utilizacdo de primers heter6logos (desenhados
originalmente para outra espécie) entre espécies filogeneticamente proximas. Em genomas
animais, a constatacdo da conservagio desses sitios em espécies relacionadas torna possivel,
em alguns casos, a transferéncia de marcadores entre espécies de mesmo género (FERREIRA;

GRATAPAGLIA, 1996; MIA et al., 2005).
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Segundo Yan et al. (2005), nas udltimas décadas, as andlises por microssatélites
expandiram devido a sua grande sensibilidade em detectar variacdes genéticas dentro e entre
populacdes. Eles sdo sensiveis indicadores da homozigoze resultante de cruzamentos
consanguineos e, deste modo, aplicdveis na distin¢do de sutis diferenciacdes populacionais.
Diversos estudos demonstram que este tipo de marcador € ideal para avaliar a variabilidade
genética de populacdes naturais de peixes (HATANAKA; GALETTI JR, 2003;
CARVALHO-COSTA et al., 2006; SANCHES; GALETTI JR, 2006; SANCHES; GALETTI
JR, 2007).

A aplicacdo destes marcadores em estudos do grupo Salminus possui grande
importancia, visto que estudos atuais mostram que espécies de peixes migradores, em
diferentes bacias hidrograficas, podem apresentar padrdes distintos de estruturacdo genética,
distribuindo-se em grandes e unicas populagdes genéticas panmiticas (REVALDAVES et al.,
1997) ou em diversas populacdes geneticamente diferenciadas (WASCO; GALETTI JR,
2002; HATANAKA; GALETTI JR, 2003; HATANAKA et al., 2006). Assim, destaca-se a
suma importancia de estudos que possam contribuir para a identificacdo de unidades relativas
e subdivisdo de populacdes panmiticas em metapopulacdes, cuja integridade deve ser

preservada, visando conservacgado destas espécies.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo:

e Testar a transferéncia de locos de microssatélites entre as espécies S. francicanus e S.
hilarii;

e Avaliar a variacdo genética de S. hilarii na regido do Alto Sdo Francisco e identificar
evidéncias de estruturacido populacional;

e Produzir conhecimentos aos estudos de conservacdo deste grupo de peixes, contribuindo

de maneira efetiva para a manuten¢do da biodiversidade desse ecossistema.
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3. JUSTIFICATIVA

O declinio da diversidade biol6gica aqudtica ndo deve ser preocupante somente pela
queda do nimero de individuos de uma espécie, mas primeiramente pela perda de sua
variabilidade populacional (HILSDORF, 1997). Em alguns sistemas hidrogréficos, tem sido
observada uma reduc¢do do nimero de individuos nas populag¢des locais de algumas espécies
de peixes migradores que, possivelmente, podem estar ameagadas de extin¢do devido a
diversas agdes antrépicas. Tendo em vista a importancia ecoldgica e econdomica do grupo dos
dourados, € relevante reconhecer as unidades genéticas existentes para a contribuicdo em
programas de conservagdo. Estes estudos tornam-se ainda mais uteis, pois apesar do
comportamento de migracdo de alguns peixes, estudos recentes mostram que espécies em
diferentes bacias hidrograficas podem apresentar padrdes distintos de estruturacdo genética.

Deste modo, estudos sobre biologia, ecologia e monitoramento da variabilidade
genética das populacdes desses organismos sdo de grande importancia, pois toda informacao
cientifica tem um papel estratégico ndo somente no manejo e conservacao das espécies, como

também na sustentabilidade do ecossistema estudado.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de nadadeiras de 44 individuos de Salminus hilarii na bacia
do Alto Sdo Francisco, sendo seis no Rio Sambura (Medeiros, MG), seis no Rio do Peixe
(Sao Roque de Minas, MG) e 32 no Rio Sdo Francisco (Figura 6). As amostras foram

armazenadas em etanol 100% a -20°C para posterior extragdo do DNA gendmico.

) 7
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T .

Rig/Sao F§amfcisco

Figura 6. Pontos de coleta na bacia do alto Sdo Francisco.

4.1. Extracao de DNA total

A extragdo do DNA gendmico total foi realizada com fenol:cloroférmio, seguindo o
protocolo de Sambrook (1989) com modificagdes, onde um pedaco do tecido de
aproximadamente 0,5 cm? foi submetido a digestdao em solucao de lise (NaCl 0,4M, EDTA
0,1M, Proteinase K 100ug/ml, SDS 0,1%), posterior purificagio do DNA com
fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico e precipitagdo com etanol absoluto. O DNA foi

ressuspendido em 50ul de dgua MilliQ e tratado com RNAse (100ug/ml). Apds a extracdo, as
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amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 1% imerso em tampdo TBE 1x
(Tris-Base, Acido Bérico, EDTA), contendo brometo de etideo (0,5 pg/ml), usando o
marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) como parametro de
quantificacdo. Apds a quantificacdo, aliquotas de 50ng foram confeccionadas e estocadas a —
20°C para posteriormente serem testadas em reacdes em cadeia da polimerase (PCR —

Polymerase Chain Reaction).

4.2. Isolamento dos locos de microssatélites

E necessédrio esclarecer que, no inicio do presente trabalho encontrava-se em
andamento a prospec¢do de microssatélites na espécie do mesmo género Salminus
franciscanus e que foi prestado um auxilio na continuidade do trabalho em paralelo,
incorporando-o na descri¢@o dos resultados finais.

Para prospeccdo dos locos de S. franciscanus, utilizou-se uma amostra de nadadeira de
um individuo, proveniente do Rio Sao Francisco, coletado no municipio de Trés Marias,
Minas Gerais.

O isolamento dos microssatélites foi realizado através de uma biblioteca gendmica
parcial enriquecida de acordo com o protocolo de Hamilton et al.(1999). Uma amostra
contendo 20ul de DNA com concentracdo de 200 ng foi clivada com as enzimas de restri¢cao
Rsa 1 e BstU I; os fragmentos com tamanho entre 200 e 1000pb foram cortados do gel de
agarose 0,8% e eluidos.

Esses fragmentos digeridos foram ligados a oligonucleotideos de sequéncias
conhecidas (linkers), os quais servem de sitios para a ligacdo de iniciadores para subsequentes
PCRs e posterior ligacdo a vetores para clonagem. Os fragmentos de DNA contendo os
linkers foram hibridizados a um conjunto de oito sondas biotiniladas de sequéncia repetitivas
para microssatélites tetranucleotideos. Aqueles fragmentos que hibridizaram com as sondas
sd0 0s que contém potenciais locos de microssatélites. Em seguida, foram feitas lavagens em
uma solucdo com particulas paramagnéticas ligadas a uma molécula de estreptavidina, a qual
se liga a biotina presente nas sondas. Os fragmentos hibridizados (possivelmente contendo
sequéncias de microssatélites) foram entdo recuperados com o auxilio de uma coluna
magnética. Realizou-se uma nova PCR utilizando os fragmentos enriquecidos de
microssatélites para aumentar a quantidade.

O DNA enriquecido foi ligado a vetores utilizando o kit pGem-T Easy Vector

(Promega), de acordo com as especificagdes do fabricante. A ligacdo foi feita por choque
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térmico em células competentes de Escherichia coli, linhagem DH5q, e plaqueadas em meio
LB agar com ampicilina, X-Gal 2% e IPTG 2,3%. As bactérias cresceram por 15h a 37°C e os
clones positivos foram selecionados para crescimento das colonias em meio CG com
ampicilina por 24h a 37°. Na etapa posterior, os plasmideos contendo os fragmentos clonados
foram extraidos das bactérias e enviados para a empresa Macrogen Inc, localizada na Coréia
do Sul, a qual realizou o sequenciamento em um sequenciador automético ABI3730XL.

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa CID (FREITAS et al., 2008),

disponivel em http://www.shrimp.ufscar.br/cid/index.php. Esse programa € um compilado de

programas que, além de verificar a qualidade do eletroferograma gerado no seqiienciamento
por meio do programa Phred, retira as seqiiencias dos vetores usados na clonagem, identifica
os possiveis microssatélites e constréi pares de primers para as seqilencias com
microssatélites identificados.

A sintese dos primers e marcagdes foram realizadas segundo o protocolo de Schuelke
(2000). Este protocolo consiste da adicdo de uma cauda universal de 18 bases (TGT AAA
ACG ACG GCC AGT) na por¢do 5’ de um dos primers (Forward ou Reverse)(Figura 7). A
determinagcdo do primer que recebeu a cauda foi baseada no resultado de uma andlise da
possibilidade de ocorrer hairpin, auto e heterodimeros, realizada pelo programa Integrated
DNA Technologies (IDT), disponivel em www.idtdna.com. Esta cauda serve de sitio de

hibridizacdo para um iniciador universal M13 (TGT AAA ACG ACG GCC AGT), o qual é

marcado com fluorescéncia. Deste modo, o primer marcado com fluorescéncia, que possui
alto custo, pode ser utilizado para outros pares de primers de diversos locos, pois sua funcio é

apenas inserir a fluorescéncia ao fragmento previamente amplificado.
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h—b Sequéncla foward adidionada de vena "esada" de 18pb na posigic &

*—m Sequéncia reverse

FAM,

\m—h Pritmer wrnversal M13 marcado com o fluordforo FAM

Fragmenta

g ona Eiaid CACA. . (CA),..... CACA BESSH Template OHA -1
NN

5 —INNINEZZZ CACA...(CA), .. CACA SN2
—Ny

5 —NNINNEZZZZA CACA......(CA)..... CACA SN2

Figura 7. Esquema ilustrando a incorporagdo de fluorescéncia aos fragmentos de DNA amplificados por PCR,
utilizando o protocolo desenvolvido por Schuelke (2000).

4.3. Caracterizacao dos locos de microssatélites

Amostras de 25 individuos de Salminus franciscanus coletados a jusante da barragem
de Trés Marias foram usadas para a caracteriza¢ido dos locos isolados.

Depois de extraido o DNA total, foi realizada PCR em volume final de 10uL,
utilizando SuL de GoTaq Colorless Master Mix (Promega), contendo 1,5mM de MgCl, e
200uM de cada dNTP; 1uL do primer M13 com fluorescéncia FAM, TET ou HEX, a
concentracdo de 8pmol/uL; 1uL do primer sem a cauda a 8pmol/uL; 1uL do primer com
a cauda MI13 a 2pmol/uL; e 1uL de DNA a 50ng. Inicialmente, utilizou-se um
termociclador de gradiente de temperatura com o propdsito de ajustar a temperatura ideal para
o anelamento de cada par de primer. Determinadas essas temperaturas, foi realizada a PCR
para cada par de locos, com a temperatura adequada, utilizando todos os individuos. Os ciclos
utilizados na PCR encontram-se descritos a seguir: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos;
35 ciclos de 94°C por 45 segundos; anelamento a temperatura especifica do par de primers
por 45 segundos; e extensdo a 72°C por 45 segundos. Posteriormente, iniciaram-se outros 10
ciclos com a temperatura ideal de hibridizacao da sequéncia da cauda M13 para aumentar a
eficacia de sua hibridacdo aos produtos da PCR anterior. Estes ciclos foram de desnaturacdo a

94°C por 30 segundos; anelamento a 53°C por 45 segundos; extensdo a 72°C por 45
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segundos; extensdo final a 72°C por 10 minutos e mantido a 4°C até armazenamento em
freezer -20°C.

Os produtos obtidos pela PCR foram analisados em gel de agarose 3%, corado com
brometo de etideo e visualizados em transluminador de luz UV. Empregou-se um marcador
de peso molecular de 1Kb para verificar o tamanho dos fragmentos, possibilitando a
verificacdo da amplificagdo das amostras e uma andlise prévia da existéncia de polimorfismo
para o loco em questdo. As amostras foram armazenadas para, posteriormente, serem
genotipadas.

Os fragmentos amplificados com a fluorescéncia foram genotipados em um
seqiienciador automdtico MegaBace pela empresa DNA Consult (Sdo Carlos, SP, Brasil) e
analisados com o programa MegaBaceTM Fragment Profiler (GE Healthcare Life Science),
onde os alelos foram visualizados. Os gendtipos dos locos polimérficos obtidos foram

utilizados para a realizagdo das andlises estatisticas.

4.4. Transferibilidade dos locos

Assim, apos a conclusdo do isolamento dos locos de microssatélites de S. franciscanus
esses foram testados para transferibilidade em S. hilarii e, posteriormente, usados para as
andlises da variacdo genética.

As condi¢cdes de PCR usadas foram as mesmas descritas no item 4.3, testando
primeiramente um gradiente de temperatura para ajustar a temperatura ideal para o
anelamento de cada par de primers.

Os produtos obtidos pela PCR foram analisados em gel de agarose 1%, corado com
brometo de etideo e visualizados em transluminador de luz ultravioleta. Empregou-se um
marcador de peso molecular de 1 Kb para verificar o tamanho dos fragmentos. Os fragmentos

amplificados foram genotipados da mesma forma descrita no item acima.

4.5. Analises estatisticas

A variacdo genética da populacdo de S. hilarii foi estudada utilizando nove locos de
microssatélites polimérficos de S. franciscanus (SFRA 02, SFRA 03, SFRA 04, SFRA 05,
SFRA 10, SFRA 13, SFRA 14, SFRA 15 e SFRA 18).

As andlises estatisticas desses locos polimérficos foram realizadas, primeiramente,

com o software Genepop versdo 3.4, disponivel em http://genepop.curtin.edu.au/, onde foi
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calculado o niimero de alelos por loco, heterozigosidade esperada e observada, a verificacao
do equilibrio de Hardy-Weinberg e o Nm (nimero de migrantes). O mesmo programa foi
utilizado para calcular a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo entre os locos, para isso, foram
feitas tabelas de contingéncia para cada par de locos, utilizando o Fisher Exact Test.

Para as anélises de diversidade genética (NEI, 1987) e da riqueza alélica (PETIT et al.,
1998) foi usado o software FSTAT (GOUDET, 1995). Esses valores sdo independentes do
tamanho amostral e podem ser comparados mesmo entre amostras de tamanhos diferentes, ao
contrério dos valores obtidos com a heterozigosidade e niimero de alelos.

Ainda através do FSTAT foram calculadas as estimativas do coeficiente de
endocruzamento (Fis) (WEIR; COCKERHAM, 1984), a fim de verificar se os valores Fig
diferiam significativamente de zero, populagdes de gendtipos foram recriadas
randomicamente através do programa, partindo da hipdtese nula de unido aleatéria de
gametas. Os valores de Fis presentes nesta distribuicio que foram maiores que o valor
observado (Pr) nos indica se ha ou ndo déficit de heterozigotos. Ao contrario, a propor¢cdo de
valores de Fis menores que o valor observado (Ps) nos indica se hd excesso de heterozigotos.

A existéncia de diferenciacdo genética entre as populagdes foi estimada através dos
valores de Fst (WEIR; COCKERHAM, 1984). Tal estimativa se baseia no modelo de alelos
infinitos (KIMURA; CROW, 1964), para seus cdlculos recriando populacdes de genétipos
para verificar se os valores diferem significativamente de zero. A significancia dos valores
encontrados foi avaliada por meio das randomizacgdes estipuladas no préprio programa. A
existéncia de diferenciagdo significativa quanto a distribuicdo génica e genotipica entre as
populacdes foi verificada com a utilizagdo do software FSTAT. Para se testar a hip6tese nula
de que a “distribuicdo alélica ou genotipica é idéntica entre as populacdes” tabelas de
contingencia sao construidas e no caso da diferenciacdo génica, é utilizado o teste exato de
Fisher, para a diferenciacdo genotipica, o teste G (GOUDET et al., 1996) e os valores de “p”
estimados pela cadeia de Markov.

O Fsr, além de ser o indice mais utilizado para estimar a distancia genética entre
populagdes de peixes (O'CONNEL; WRIGHT, 1997), é o mais indicado em estudos que
contenham amostras de tamanho moderado a pequeno (menor que 50) e utilize menos do que
10 locos (GAGGIOTTI et al., 1999).

A andlise de agrupamento bayesiano para avaliar a existéncia de estruturacio
populacional foi examinada utilizando o programa Structure 3.3 (PRITCHARD et al., 2000).
O nimero de populagdes (K) foi estimado utilizando o modelo admixture com alelos

correlacionados, com K variando de 1 a 5. De acordo com Martien et al. (2007), o modelo
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admixture € apropriado para populacdes que apresentaram ou ainda apresentam fluxo génico
em taxas suficientes para que os individuos possam ter ancestrais de mais de uma populagdo.
Os autores também explicam o modelo de alelos correlacionados, que pressupde que as
populacdes divergiram de um ancestral comum e as diferencas em suas frequéncias alélicas
sdo o resultado de deriva que ocorreu desde sua divergéncia. Para determinar o niimero real
de populagdes, escolhemos o valor de K que maximiza o modelo de probabilidades estimadas
Ln(P(XIK)). P(XIK) equivale a probabilidade de observar os dados (X) condicionados ao
nimero de populacdes (K). Porém, segundo Evanno et al. (2005), a estimativa Ln(P(XIK))
ndo fornece um nimero correto de grupos (K) na maioria dos casos em que a dispersdo entre
as populacdes ndo é homogénea. Por isso, como sugerem os autores, utilizamos uma
estatistica fundamentada no delta K, que se baseia na taxa de mudanga no Ln(P(XIK)) entre
sucessivos valores de K.

Em todas as andlises muiltiplas efetuadas foi feita corre¢do sequencial de Bonferroni
(RICE, 1989) para confirmar as significincias dos resultados encontrados. A correcdo de
Bonferroni é um ajuste estatistico para o nivel de significancia (o = 0,05) em relagdo ao
namero de testes realizados, simultaneamente, em um conjunto de dados.

Para os locos que apresentaram desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg,
foi utilizado o programa Micro-checker (VAN OOSTERHOUT et al, 2004) para identificar a

possivel causa desses desvios através da presenca de alelos nulos.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e caracterizacao dos locos de microssatélites

A construcdo da biblioteca enriquecida forneceu 192 clones positivos e foi realizado o
sequenciamento de 96 clones, dos quais 41 (42,7%) sequéncias continham microssatélites.
Contudo, devido ao fato de algumas sequéncias apresentarem mais de uma regido repetitiva,
foram identificados 66 locos de microssatélites, sendo, 43 perfeitos e 23 compostos. Deste
total, 38 possuiam regides flanqueadoras adequadas para construcao dos pares de primers. Por
fim, foram construidos e testados 16 pares de primers, sendo que dez apresentaram padrao de
amplificacdo polimérfico, cinco foram monomérficos e um nao foi eficiente por nao render
produto de amplificagdo (Figura 8). A Tabela 1 descreve as caracteristicas de cada loco (o
nome do loco, a unidade repetitiva, a sequéncia dos primers, o tamanho do fragmento, a

amplitude em pares de bases, presenca de polimorfismo e o nimero de acesso no GenBank).

Nao amplificou
6%

Polimérficos
63%

Figura 8. Porcentagens dos locos isolados.

A validagdo populacional seguiu-se usando os dez locos polimoérficos em 25
individuos de Salminus franciscanus provenientes da bacia do alto Sdo Francisco, a jusante da
Barragem de Trés Marias, Minas Gerais. A Tabela 2 descreve a temperatura de anelamento,
nimero de individuos e de alelos por loco, heterozigosidade esperada e observada, equilibrio

de Hardy-Weinberg e possibilidade de ocorréncia de alelos nulos.
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Tabela 1. Caracteristicas dos 16 locos isolados de Salminus franciscanus.

Loco Unidade Repetitiva (motif) Sequéncia dos primers (5°-3") Tamanho do fragmento (pb) Tirlrel?gsh?b(;(;s Plzrlisrfgr(ﬁls(rirfo Acesso Genbank
-
Sfra 04 (AC)6btctegetcaca(CACG)4 EZ égg%@%ig%ﬁ,gi%%@r&%i G 153 166-176 Sim HQ317315
St 07 (GAGT R CTAGTGATTGTITAAGGCCT 154 x x -
Sfra 08 (CAC)4 E ?ggi’;gﬁgﬁéggggg?ggG 249 240 Nio HQ317318
Si 09 (AGAC)S R: CATTCTTATACCTCCCAGTC 2 2 Nao HQ3I7319
Sfra 10 (CTGT)3ccgeec(GTCT)3 E:: g%%éigg?gﬁgglig% 257 268-324 Sim HQ317320
Sia I (AGAC)0 R TCCAAATGTCTATCTATCCC 195 206226 Sim HQ3 17321
Sfra 12 (AATG)7 Eﬁ TxGGTACTGTCc}/éCAégg%gécASc 269 284 Nio HQ317322
St 13 acy7 R: GACGTCATGTCAGGTTTCA 236 242310 Sim HQ317323
Sfra 14 (CT)I3(CAR B e G 23 230-290 Sim HQ317324
Sfra 15 (GT)31(GA)10 g: /éiiszTT%iCG%TTCT%C(}%%:c 232 226-292 Sim HQ317325
Sfra 18 (GACA)6gaa( AGAC) eyl 175 164-192 Sim HQ3T326

X loco sem amplificacdo
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Tabela 2. Validagdo populacional de S. franciscanus. Temperatura de anelamento (Ta), nimero de individuos
(N), ndmero de alelos (Na), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e valor de P para o
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

Loco Ta(°C) N N, H, H, Puw
Sfra 02 60 24 16 095 0,89 0,8914
Sfra 03 58 24 8 0,79 0,77  0,4950
Sfra 04 58 24 5 0,25 0,33 0,0186
Sfra 05 62 25 9 0,64 0,80 0,0713
Sfra 10 60 24 5 0,50 0,53 0,2403
Sfra 11 56 23 5 0,13 0,24 0,0056
Sfra 13 60 25 16 0,72 0,85 0,0066
Sfra 14 56 23 21 0,74 0,94 0,0000%*
Sfra 15 62 20 16 0,70 0,88 0,0100
Sfra 18 58 23 5 0,52 0,75 0,0108
Média - 23,5 10,6 0,594 0,698 0,194

*Significativamente diferente (P< 0,005)

A heterozigosidade observada variou de 0,13 (Sfra 11) a 0,95 (Sfra 02) e a esperada de
0,24 (Sfra 11) a 0,94 (Sfra 14). Um loco (Sfra 14) mostrou desvio significante do Equilibrio

de Hardy-Weinberg (EHW). Nenhum par de locos analisados nesta populacdo demonstrou

estar em desequilibrio de ligacao apds a corre¢do sequencial de Bonferroni.

5.2. Transferéncia dos locos de microssatélites

O teste de transferibilidade foi realizado utilizando 44 exemplares de tabaranas (S.

hilarii). Dos 16 locos isolados, 15 amplificaram em S. hilarii. Destes, nove apresentaram

padrao de amplificacdo polimoérfico, dois foram monomorficos e quatro ndo apresentaram

padrao claro de amplificacdo (Tabela 3).
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Tabela 3. Transferibilidade para S. hilarii. Loco, temperatura de anelamento, presenga de polimorfismo,

amplitude.
Loco Temperatura de Presenca de Tamanho do
Anelamento Polimorfismo fragmento

Sfra 01 60 - -

Sfra 02 58 Sim 270-320
Sfra 03 62 Sim 170-188
Sfra 04 62 Sim 168-174
Sfra 05 62 Sim 294-306
Sfra 06 62 Nao 366
Sfra 07 - X -

Sfra 08 62 - -
Sfra 09 58 Nao 242
Sfra 10 62 Sim 272-304
Sfra 11 54 - -
Sfra 12 58 - -
Sfra 13 62 Sim 248-282
Sfra 14 56 Sim 231-274
Sfra 15 56 Sim 170-284
Sfra 18 58 Sim 150-198

- locos sem resultado satisfatdrio; X loco sem amplificagdao

5.3. Analises da diversidade genética de Salminus hilarii

Os nove locos polimérficos foram utilizados na andlise populacional dos 44 individuos
coletados nos rios Sdo Francisco, Samburd e do Peixe, na bacia do alto Sdo Francisco,
apresentando um total de 98 alelos diferentes.

Nos individuos no rio Sdo Francisco (RSF) os microssatélites analisados apresentaram
um elevado polimorfismo, com média de 9,5 alelos por loco. O nimero de alelos variou de 4
(Sfra 04) a 21 (SFRA 02). A heterozigosidade esperada (Hg) variou de 0, 505 (Sfra 10) a
0,918 (Sfra 02), com uma média de 0,721, e a heterozigosidade observada (Hp) variou de

0,218 (Sfra 04) a 1,000 (Sfra 15) com média geral de 0,635. A riqueza alélica variou de 2,866
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(Sfra 04) a 7,333 (Sfra 02) com média de 4,607 alelos. A diversidade genética encontrada
esteve entre 0,508 (Sfra 10) e 0,921 (Sfra 02) (Tabela 4).

Os locos Sfra 05, Sfra 10 e Sfra 13 ndo se mostraram sob as expectativas de Hardy-
Weinberg (P < 0,0055), apds a correcao seqiiencial de Bonferroni para o ajuste do valor de .
Os valores de Fjg foram significativos para déficit de heterozigotos para os locos Sfra 02, Sfra
04 e Sfra 13. As andlises realizadas utilizado o software Micro-Checker sugeriram uma
possivel presenca de alelos nulos para o loco Sfra 13 (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo dos nove locos de microssatélies de S. franciscanus usados nos individuos de S. hilarii
amostrados no Rio Sao Francisco, nimero de individuos (N); nimero de alelos (NA); riqueza alélica (RA);
diversidade genética (DG), heterozigosidade observada (H,); heterozigosidade esperada (Hg); valor de

significancia para o equilibrio de Hardy-Weinberg (Pyw); coeficiente de endocruzamento (Fj); probabilidade de
déficit de heterozigotos (Pr); probabilidade de excesso de heterozigoto (Ps)

Loco N  NA RA DG Ho Hg Prw Fis P, Ps
Sfra 02 32 21 7333 0921 0718 0918 00119 0220 0,0011* 09996
Sfra 03 32 8 4580 0779 0937 0,781 09983 -0204 09970  0,0159
Sfra 04 32 4 2,866 05591 0218 0584 00134 0,630  0,0004* 1,0000
Sfra 05 32 6 4093 0759 0718 0,757 0,0051* 0052 03737  0,7733
Sfra 10 32 7 2981 0508 0375 0505 00001* 0262 00344 09878
Sfra 137 32 13 5692 0,846 0,562 0841 0,0008* 0,335  0,00044* 1,0000
Sfra 14 32 7 3664 0,621 0,656 0621 07580 -0,057  0,7907  0,3941
Sfra 15 19 13 6,525 0,887 1,000 0,890  1,0000 -0,127  1,0000  0,1037
Sfra 18 32 7 3721 0,601 0,531 0,600 03210 0,117  0,1759  0,9222

Média 30,5 9,5 4,607 0,723 0,635 0,721  0,3454 0,136 0,3748 0,688

T loco com presenga de alelos nulos; * valor significativo (P < 0,0055)

Para os exemplares do rio Samburd (SAM), o niimero de alelos encontrados variou de
3 (Sfra 04, Sfra 10 e Sfra 18) a 8 (Sfra 02), obtendo um total de 42 alelos com média de 4,6
alelos por loco. A heterozigosidade esperada (Hg) variou de 0,530 (Sfra 18) a 0,893 (Sfra 02)
com uma média de 0,718 e a heterozigosidade observada (Hop) variou de 0,333 (Sfra 04 e Sfra
10) a 1,000 (Sfra 05, Sfra 13 e Sfra 15), com média geral de 0,740. A riqueza alélica variou de
2,833 (Sfra 18) a 6,985 (Sfra 02) e a diversidade genética de 0,517 (Sfra 18) a 0,917 (Sfra 02),
com média de 4,319 e 0,716, respectivamente (Tabela 5). Nenhum loco apresentou desvios
das expectativas de Hardy-Weinberg, presenca de alelos nulos e déficit de heterozigotos para

essa localidade.
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Tabela 5. Caracterizacdo dos nove locos de microssatélies de S. franciscanus usados nos individuos de S. hilarii
amostrados no Rio Samburi, nimero de individuos (N); nimero de alelos (NA); riqueza alélica (RA);
diversidade genética (DG), heterozigosidade observada (H,); heterozigosidade esperada (Hg); valor de
significancia para o equilibrio de Hardy-Weinberg (Pyw); coeficiente de endocruzamento (Fj); probabilidade de
déficit de heterozigotos (Pp); probabilidade de excesso de heterozigoto (Ps)

Loco N NA RA DG Ho Hg Pyw Fis PL Pg
Sfra 02 6 8 6,985 0,917 0,666 0,893  0,0559 0,273 0,0793  0,9948
Sfra 03 6 4 3,667 0,667 0,833 0,681 09311 -0,250 0,9396 0,3741
Sfra 04 6 3 2,970 0,567 0,333 0,545 0,1723 0,412 0,1974  0,9889
Sfra 05 6 4 3,833 0,733 1,000 0,757 1,0000 -0,364  1,0000 0,1648
Sfra 10 6 3 2,985 0,700 0,333 0,666  0,0565 0,524 0,0959  0,9967
Sfra 13 6 6 5,636 0,867 1,000 0,878  1,0000 -0,154  1,0000 0,4574
Sfra 14 6 4 3,667 0,617 0,833 0,636  1,0000  -0,351 1,0000  0,2415
Sfra 15 6 7 6,303 0,867 1,000 0,878  1,0000 -0,154  1,0000  0,4330
Sfra 18 6 3 2,833 0,517 0,666 0,530 1,0000 -0,290  1,0000  0,4952
Média 6 4,6 4,319 0,716 0,740 0,718 0,6903  -0,039 0,701 0,571

Ja para os individuos do Rio do Peixe (RPX), o niimero de alelos variou de 2 (Sfra 04
e Sfra 14) a 7 (Sfra 02, Sfra 13 e Sfra 15), com total de 39 alelos (média de 4,3 alelos por
loco). A heterozigosidade esperada (Hg) variou de 0,166 (Sfra 10) a 0,911 (Sfra 15) com uma
média de 0,606 e a heterozigosidade observada (Hp) variou de 0,166 (Sfra 10) a 1,000 (Sfra
03 e Sfra 15), com média geral de 0,629. A riqueza alélica variou de 1,833 (Sfra 10) a 7,000
(Sfra 15) com média de 4,096 alelos. A diversidade genética encontrada esteve entre 0,167
(Sfra 10) e 0,917 (Sfra 13) com média geral de 0,603 (Tabela 6). Nenhum loco apresentou
desvios das expectativas de Hardy-Weinberg, presenca de alelos nulos e déficit de

heterozigotos para essa localidade.
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Tabela 6. Caracterizacdo dos nove locos de microssatélies de S. franciscanus usados nos individuos de S. hilarii
amostrados no Rio do Peixe, nimero de individuos (N); nimero de alelos (NA); riqueza alélica (RA);
diversidade genética (DG), heterozigosidade observada (H,); heterozigosidade esperada (Hg); valor de
significancia para o equilibrio de Hardy-Weinberg (Pyw); coeficiente de endocruzamento (Fj); probabilidade de
déficit de heterozigotos (Py); probabilidade de excesso de heterozigoto (Ps).

Loco N NA RA DG Ho Hg Pyw Fis PL Pg
Sfra 02 6 7 6,152 0,833 0,833 0,833  0,7666 0,000 0,7867  0,7770
Sfra 03 6 5 4,955 0,850 1,000 0,863 1,0000 -0,176  1,0000  0,4326
Sfra 04 6 3 2,607 0,317 0,333 0,318 1,0000  -0,053 1,0000  0,9037
Sfra 05 6 3 3,000 0,717 0,666 0,712  0,5157 0,070 0,5478  0,7493
Sfra 10 6 2 1,833 0,167 0,166 0,166  1,0000 0,000 1,0000  1,0000
Sfra 13 6 7 6,455 0,917 0,833 0,909 0,4398 0,091 0,4459  0,8922
Sfra 14 6 2 1,985 0,300 0,333 0,303 1,0000  -0,111 1,0000  0,9074
Sfra 15 5 7 7,000 0,900 1,000 0911 1,0000 -0,111 1,0000  0,6115
Sfra 18 6 3 2,818 0,433 0,500 0,439 1,0000 -0,154  1,0000  0,7267
Média 5,8 43 4,096 0,603 0,629 0,606 0,8402  -0,049 0,864 0,777

5.4. Analise da estrutura genética populacional de Salminus hilarii

Quando os dados genotipicos foram submetidos a andlise Bayesiana no programa
Structure 3.3, foi encontrada uma grande probabilidade de existéncia de uma tnica populacao
genética entre as populagcdes de Salminus hilarii estudada. A Figura 9 € a representacao
gréfica da estrutura populacional resultante dessa andlise, indicando a existéncia de um unico
cluster. E possivel perceber pelo grifico de barras, assumindo k=3, que a probabilidade dos
individuos pertencerem a populagdo 1, 2 ou 3 é semelhante. Porém, o valor de P encontrado
pelo indice de fixagdo Fsr mostrou diferenca significativa entre duas populagdes (SAM x
RPX) (Tabela 7). O valor do nimero de migrantes (Nm) entre as populacdes apresentou um

valor de Nm = 4,4629, indicando alto fluxo génico.

100
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.00

Figura 9. Estrutura bar plot representando a atribui¢éo dos genétipos para cada populacéo. As cores representam
cada populagao.
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Tabela 7. Valores de Fgr e valores de P entre trés amostragens de S. hilarii. RSF = Rio Sao Francisco; SAM =
Rio Sambura; RPX = Rio do Peixe

Localidade Fgr P
RSF x SAM -0,0048 0,28333
RSF x RPX 0,0401 0,25000
SAM x RPX 0,0914 0,01667*

*diferenca significativa (a = 0,01667)

A partir da exclusido dos locos Sfra 05, Sfra 10 e Sfra 13, os quais se mostraram em
desequilibrio de Hardy-Weinberg, para andlise da estrutura populacional de Salminus hilarii,
o indice de fixacdo Fst apresentou probabilidade, representada pelo valor de P, significativa
de evidéncias de estruturacdo populacional entre duas outras populacdes (RSF x RPX)
(Tabela 8). Porém, ha uma grande probabilidade de existéncia de uma tnica populacio
genética entre as populacdes de S. hilarii, de acordo com o programa Structure 2.2. A Figura
10 € a representacdo grafica da estrutura populacional resultante dessa andlise, indicando a
existéncia de um unico cluster como mostrado no grafico de barras, assumindo k=3, a
probabilidade dos individuos pertencerem a populacdo 1, 2 ou 3 € semelhante. O valor de
nimero de migrantes (Nm) entre as populagdes continuou sendo elevado (Nm = 4,39),
indicando alto fluxo génico. Confirmando essa informagdo, o nimero de popula¢des mais

provavel estimado foi igual a 1 (Figura 11).

100
0.g0
060
040

020

0.0a

Figura 10. Estrutura bar plot representando a atribui¢do dos gendtipos para cada populagdo, apds a retirada dos
locos em desequilibrio de Hardy-Weinberg. As cores representam cada populagao.

Tabela 8. Valores de Fsr e valores de P entre trés amostragens de S. hilarii, ap6s a retirada dos locos em
desequilibrio de Hardy-Weinberg . RSF = Rio Sdo Francisco; SAM = Rio Samburd; RPX = Rio do Peixe

Localidade Fgr P
RSF x SAM 0,0008 0,46667
RSF x RPX 0,0671 0,01667*
SAM x RPX 0,1294 0,03333

*diferenca significativa (a = 0,01667)
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FIGURA 11. (a) Resultados das estimativas de Ln (P(X/K) versus o nimero de populacdes (K), analisados no

Structure 3.3 (b) Estimativa do nimero de populacdes de acordo com o método de Evanno et al., 2005.

Considerando a presenca de uma unica populagdo, nenhum dos pares de locos
analisados demonstrou estar em desequilibrio de ligacdo apds a corre¢do sequencial de

Bonferroni (Tabela 9).
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Tabela 9. Probabilidade da ocorréncia de desequilibrio de ligagdo (P) entre os nove locos, considerando as trés

amostragens conjuntamente, ajustados pela correcio sequencial de Bonferroni (P <0,001389).

Loco#1 Loco#2 P

Sfra 02 Sfra 03 0,833567
Sfra 02 Sfra 04 0,151546
Sfra 03 Sfra 04 0,029347
Sfra 02 Sfra 05 0,920602
Sfra 03 Sfra 05 0,581802
Sfra 04 Sfra 05 0,503971
Sfra 02 Sfra 10 0,934763
Sfra 03 Sfra 10 0,178395
Sfra 04 Sfra 10 0,033756
Sfra 05 Sfra 10 0,524661
Sfra 02 Sfra 13 0,449205
Sfra 03 Sfra 13 0,122548
Sfra 04 Sfra 13 0,253514
Sfra 05 Sfra 13 0,028252
Sfra 10 Sfra 13 0,637359
Sfra 02 Sfra 14 0,525471
Sfra 03 Sfra 14 0,329972
Sfra 04 Sfra 14 0,807113
Sfra 05 Sfra 14 0,331063
Sfra 10 Sfra 14 0,293269
Sfra 13 Sfra 14 0,864033
Sfra 02 Sfra 15 1,000000
Sfra 03 Sfra 15 0,142103
Sfra 04 Sfra 15 0,219441
Sfra 05 Sfra 15 0,286609
Sfra 10 Sfra 15 0,368667
Sfra 13 Sfra 15 0,418368
Sfra 14 Sfra 15 0,790440
Sfra 02 Sfra 18 0,402224
Sfra 03 Sfra 18 0,399598
Sfra 04 Sfra 18 0,895305
Sfra 05 Sfra 18 0,135971
Sfra 10 Sfra 18 0,538967
Sfra 13 Sfra 18 0,556262
Sfra 14 Sfra 18 0,007416
Sfra 15 Sfra 18 0,344080
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6. DISCUSSAO

6.1. Isolamento e caracterizaciao dos locos de microssatélites

Embora os microssatélites sejam marcadores amplamente utilizados para anélises
populacionais, diversas espécies ainda ndo foram submetidas a estudos para isolamento desses
marcadores. Nem sempre a transferibilidade é possivel, ja que muitas vezes é necessario que
sejam espécies relativamente proximas para uma amplificacio favordvel. Além disso, € dificil
prever se um determinado conjunto de primers terd sucesso na amplificacdo e serd
polimérfico em diferentes espécies (PRIMMER et al., 2005). Deste modo, o presente trabalho
utilizou um conjunto de locos de microssatélites polimoérficos obtidos para uma espécie de
peixe em que ndo havia nenhum loco descrito até o momento e os usou para verificar a
variacdo genética de outra espécie do mesmo género.

O método de isolamento de microssatélites baseado na construcdo de uma biblioteca
genOmica parcial, com o enriquecimento através de sondas biotiniladas e captura por meio de
beads magnéticos (HAMILTON et al., 1999), mostrou-se eficiente em recuperar as
sequéncias que continham os microssatélites na amostra analisada de Salminus franciscanus.
Dos 192 clones positivos, 96 foram seqiienciados. Desta parcela, 41 (42,7%) possuiam
microssatélites e 38 (39,5%) apresentaram a possibilidade de desenhar primers nas regides
flanqueadoras dos microssatélites. Dessas tultimas sequéncias, 16 (42,1%) foram utilizadas
para construir os primers, dos quais 10 (26,3%) apresentaram-se polimérficos. Resultados
semelhantes foram encontrados por Barbosa et al. (2008), descrevendo novos locos de
microssatélites de Prochilodus argenteus, mencionaram que, de 96 clones sequenciados, 51
(53%) continham microssatélites, desenhando 31 (32,3%) pares de primers dos quais 15
(15,6%) foram amplificados com éxito. Revaldaves et al. (2005) isolaram microssatélites no
bagre Pseudoplatystoma corruscans e encontraram em 81 clones positivos, 22 (27%)
sequéncias com microssatélites, dentre as quais foram construidos 16 (20%) pares de primers,
sendo cinco (6,2%) altamente polimérficos. De acordo com os dados apresentados acima, é
possivel evidenciar uma propor¢ao semelhante de locos polimérficos identificados no
presente estudo.

Os valores encontrados nesse trabalho foram superiores aos resultados apresentados na
revisdo de Zane et al. (2002), onde os autores citam que a porcentagem média de

microssatélites encontrados em peixes € de 3,1%, variando entre 0,066% e 8,92%.Essas
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maiores porcentagens encontradas podem ser explicadas pelas técnicas de isolamento de
microssatélites que vém sendo melhoradas, tanto na sua eficiéncia, quanto em relacdo ao
custo nesses ultimos anos.

Para a caracterizacdo dos dez locos de microssatélites polimoérficos isolados no
presente trabalho foi utilizado um total de 25 individuos de Salminus franciscanus. Onde, o
nimero de alelos por loco teve média de 10,6. Os valores médios da heterozigosidade
observada e esperada foram de 0,6 e 0,71, respectivamente. O valor encontrado de
heterozigosidade média esperada foi maior do que o valor (0,46) citado por De Woody e
Avise (2000) para outras espécies de peixes de dgua doce. No entanto, sdo similares aos
grupos de peixes estudados por Revaldaves et al. (2005), Sanches e Galetti Jr. (2006),
Carvalho-Costa et al. (2006) e Mohindra et al. (2008)

Em relacdo as expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg, somente o loco Sfra 14
apresentou desvio significativo do equilibrio. Sanches (2007) menciona que o déficit de
heterozigotos, a ocorréncia de alelos nulos, o efeito de Whalund, o cruzamento nédo-aleatério
ou o erro amostral podem ser os possiveis responsdveis para casos como estes
(REVALDAVES et al., 2005; BARBOSA et al., 2008; PAIVA; KALAPOTHAKIS, 2008) O
programa Micro-checker apontou presencga de alelos nulos para esse loco.

Os locos microssatélites isolados e caracterizados neste trabalho poderdo ser de grande
utilidade para estudar a variacdo genética nas populagdes de Salminus franciscanus e em
outras espécies relacionadas, constituindo-se em importantes ferramentas para estudos
populacionais e avaliacdes relacionadas a conservacdo e manejo de espécies nativas, assim

como para o desenvolvimento de programas voltados para a aquicultura.

6.2. Transferibilidade dos locos de microssatélites

A amplificacdo heter6loga desses locos mostrou que todos os locos testados
amplificaram em Salminus hilarii. Resultados similares aos encontrados aqui também foram
obtidos por Carrillo-Avila et al. (2009), que estudaram altos niveis de amplifica¢do heteréloga
entre espécies da mesma familia Pimelodidae quando foram usados locos microssatélites
isolados para Zungaro jahu. No entanto, Revaldaves er al. (2005), usando locos
microssatélites isolados para o bagre Pseudoplatystoma corruscans, relatam que poucos locos
amplificaram quando usados em espécies de outras familias de peixes.

Barbard et al. (2007), em uma andlise de trabalhos que reportavam amplifica¢des

heter6loga em varios grupos, concluiram que a transferibilidade dos marcadores



42

microssatélites entre espécies € desigualmente distribuida entre os faxa. O sucesso da
transferibilidade € avaliado em termos de seu polimorfismo. Testes positivos de
transferibilidade de marcadores podem ser esperados para muitos grupos entre e dentro dos
géneros e até mesmo entre diferentes familias em alguns casos. Podendo ser encontrado mais
de 80% de sucesso de transferéncia entre espécies do mesmo género em mamiferos; cerca de
70% em peixes; e cerca de 90% em aves). Neste mesmo trabalho, os autores destacam a
porcentagem de marcadores polimdrficos encontrados, descrevendo, para espécies dentro do
mesmo género, cerca de 70% de marcadores polimérficos para mamiferos e peixes, e quase
100% em aves.

Zane et al (2002) afirmam que € possivel obter 50% de sucesso na taxa de amplificacdo
heter6loga para a detec¢do de polimorfismo em espécies de aves e bovinos que divergiram de

10 a 20 milhoes de anos.

6.3. Diversidade e estrutura genética em Salminus hilarii

Os locos de microssatélites isolados no presente estudo forneceram uma consideravel
variacdo genética nas amostras de Salminus hilarii. Esse resultado, juntamente com outras
caracteristicas previamente citadas, destaca como € importante a utilizacdo desses marcadores
em estudos sobre a avaliagdo da variabilidade genética de populagdes naturais de peixes
(O'CONNEL; WRIGHT, 1997; O'REILLY et al., 2000).

A variagdo genética populacional deve ser funcdo de alguns fatores. Um deles é a
diversidade genética disponivel originalmente para a espécie; 0 outro Sa0 OS Processos
contemporaneos como selecdo, fluxo génico, sistema de cruzamento, entre outros. Essa
variacdo € posteriormente dividida dentro e entre as populacdes (AVISE, 2004).

A avaliacdo dos nove locos microssatélites permitiu a identificacdo de 98 alelos
diferentes, variando de 5 (Sfra 04 e Sfra 05) a 23 (Sfra 15) alelos, média de 10,8 por loco.
Esse valor encontra-se acima do observado para peixes de dgua doce (9,1 alelos por loco)
(DEWOODY;AVISE, 2000). Valores superiores a média de alelos observados em peixes de
dgua doce também foram encontrados por Carvalho-Costa et al (2006) para Prochilodus
costatus, com média de 11 alelos por loco. Embora o menor valor de heterozigosidade
observada (Hp) encontrado seja baixo (Hp = 0,166 para o loco Sfra 10 no RPX) o maior valor
¢ relativamente alto (Hp = 1,000 para o locos Sfra 15 no RSF; Sfra 05, Sfra 13 e Sfra 15 no
SAM; Sfra 03 e Sfra 15 no RPX).
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De uma maneira geral, os valores de heterozigosidade e de quantidade de alelos sdo
semelhantes aqueles encontrados para peixes de dgua doce. Em uma populacdo de Brycon
hilarii, Sanches e Galetti Jr (2006) encontraram ndmero de alelos por loco variando de 3 a 8 e
a Hp entre 0,270 e 0,830. Xu et al (2009) encontraram de 2 a 11 alelos por locos, com Hp
variando de 0,15 a 0,88 em Rhinogobio ventralis.

Aparentemente, o pequeno nimero amostral ndo influenciou os nimeros de diversidade
genética, uma vez que as duas localidades de menor amostragem (SAM e RPX) apresentaram
niveis de diversidade semelhantes ao da drea de maior amostragem (RSF).

Os locos Sfra 05, Sfra 10 e Sfra 13 desviaram-se das expectativas de Hardy-Weinberg na
localidade RSF, apresentando nos locos Sfra 10 e Sfra 13 significativos déficits de
heterozigotos, conforme demonstrado pelos valores de Fis. Estes resultados foram
confirmados pela correcdo sequencial de Bonferroni dos valores de P (P < 0,0055). A
presenca de alelos nulos também pode ser uma das causas do desvio no loco Sfra 13, tal como
sugerido pela andlise no programa Micro-Checker 2.2.1. O efeito de Wahlund, o cruzamento
nao aleatdrio ou o erro amostral poderiam ser responsaveis pelo déficit de heterozigotos nos
locos Sfra 05 e Sfra 10 (DE LEON et al., 1997; XU et al., 2001). Os locos Sfra 02, Sfra 04 e
Sfra 13 (RSF) que apresentaram coeficientes de endocruzamento significativos (Fjs), podem
ser explicados pelo déficit de heterozigotos (P < 0,0055).

Dakin e Avise (2004) definem alelos nulos como um alelo em um microssatélite que
consistentemente falha na amplificacdo a niveis detectados através da PCR. Uma causa
potencial do surgimento dos alelos nulos é o pobre anelamento do primer devido a
divergéncia na sequéncia de nucleotideos (por exemplo, mutacdes pontuais ou indels) em um,
ou ambos primers flanqueadores. Observa-se que mutacdes na extremindade 3’, onde comeca
a extensdo, sdo especialmente prejudiciais para a amplificagdo via PCR. Outro modo de
ocorrer alelos nulos envolve a falha na PCR devido a inconsisténcia na qualidade do DNA.

Para a interpretacdo dos valores de Fgy, valores na faixa de 0 a 0,05 indicam fraca
diferenciacao genética; valores entre 0,05 a 0,25, diferenciacdo moderada; e valores acima de
0,25 indicam uma forte diferenciacdo genética (WRIGHT, 1978). Esses sdo parametros
amplamente utilizados para descrever estrutura populacional NAGYLAKI, 1997). De acordo
com esse critério, o valor de Fsr encontrado indica uma diferenciacdo genética moderada
entre as localidades SAM e RPX (Fst=0,0914).

Fsr € definido como a correlac@o entre gametas amostrados aleatoriamente de dentro de
alguma subpopulacdo em relacdo a populagdo total. Esta diretamente relacionado a variancia

na frequéncia alélica entre populacdes e, inversamente, ao grau de semelhanca entre
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individuos dentro de populacdes (HOLSINGER; WEIR, 2009). Para efetuar o calculo desse
indice, é necessario que se defina o nimero de populagdes a priori. No caso deste trabalho,
definimos trés subpopulag¢des de acordo com os pontos de coleta amostrados.

Apds as novas andlises excluindo os locos que se desviaram do equilibrio de Hardy-
Weinberg, o valor de Fst entre as localidades SAM e RPX (Fst = 0,1294) ainda indica uma
diferenciacdo genética moderada, apesar da probabilidade (P = 0,0333) ndo ter sido
significativa. Vale destacar que a exclusdo dos locos em desequilibrio visa uma maior
confiabilidade dos resultados finais. No entanto, para essas novas andlises, entre as
localidades RSF e RPX o valor de Fsr encontrado indica uma diferenciacdo genética
moderada (Fst=0,0671), evidenciando uma estruturagdo populacional, confirmado pelo valor
de P significativo. E importante ressaltar que esse resultado deve ser visto com limitacdes ja
que o tamanho amostral de RSF e RPX € bastante reduzido. O assignment test nao confirmou
os resultados do Fgr, sugerindo auséncia de estruturacdo de populagdo entre essas populacdes,
mesmo apods a exclusdo dos locos em desequilibrio.

O resultado obtido pela andlise no Structure também nos dd subsidios para excluir uma
das possiveis causas para os desvios no HWE: o efeito Wahlund. Esse se resume no excesso
de homozigotos causados pela sobreposi¢do de populacdes. Entretanto, como a andlise de
agrupamento bayesiana indicou a presenca de apenas uma populacdo, concluimos que o
excesso de homozigotos ndo se deve a esse efeito.

O fluxo génico é um relevante fator de influéncia na estrutura populacional e ele
determina até que ponto uma populacdo local pode ser considerada uma unidade evolutiva
independente (SLATKIN, 1995). O valor que indica a existéncia de fluxo génico, que ¢é
equivalente ao nimero de migrantes por geracdo, pode ser considerado alto (Nm = 4,4629).
Segundo Wrigth (1978) valores de Nm acima de 1 indicam que o fluxo génico é um fator
atuante contra a diferencia¢do genética entre as populacoes.

Espécies com altas taxas de dispersdo ou que ocupam habitats livres de barreiras
geograficas tendem a exibir baixos niveis de estruturacdo populacional. J4 aquelas que
possuem pequena capacidade de dispersdo ou estdo submetidas a separagdo imposta por

barreiras fisicas e comportamentais acentuadas apresentam um alto grau de divergéncia intra-

populacional (GRAVES, 1998).
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6.4. Implicacoes para a conservacio

Segundo Frankham et al. (2008), a IUCN reconhece a necessidade de conservar a
diversidade genética como uma das trés prioridades globais para conservacdao da
biodiversidade. A conservacdo da diversidade genética é essencial, pois sua perda reduz a
habilidade de uma populagdo se adaptar as mudangas ambientais via selecdo natural e
aumenta a probabilidade de extin¢cdo. Na maioria das vezes, a viabilidade genética da espécie
sO0 pode ser mantida com a conservacdo da paisagem em que se insere, para que 0S processos
ecoldgicos sejam minimamente mantidos.

Apesar da tabarana ndo constar no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de
Extincdo (MMA - Ministério do Meio Ambiente), a condi¢do do ecossistema pode acarretar
em uma possivel reducdo populacional e perdas significativas em sua diversidade genética.
Assim, a conservagdo dos tributdrios do Alto Sdo Francisco é de extrema importancia, pois
esses possibilitam a manutengdo da alta diversidade genética na espécie.

Como consequéncia dos diversos impactos antrépicos sobre a ictiofauna, temos a ruptura
dos padrdes migratérios de determinadas espécies nativas e o comprometimento de atividades
pesqueiras. Um dos problemas que isso pode ocasionar em populagdes naturais de peixes sem
manejo sustentado € a diminui¢do do tamanho populacional. Essa redu¢do pode acarretar em
um processo de deriva genética, consequente endogamia e perda de heterozigose (AVISE,
1994).

O entendimento da estrutura genética de populacdes naturais € indispensavel na tomada
de decisdes prudentes para o manejo e conservacdo dos recursos genéticos disponiveis
(LAIKRE et al., 2005). E importante salientar que os estudos de genética populacional sdo
fundamentais para o manejo futuro de peixes neotropicais, pois permitirdo avaliar € monitorar
as futuras modifica¢des genéticas que as espécies deste grupo apresentem.

Considerando a importancia ecoldgica de Salminus hilarii e a falta de estudos genéticos
populacionais para esta espécie, os dados apresentados neste trabalho sdo particularmente
importantes para ser levados em consideragdo tanto na implantacao de programas de manejo e
conservacdo desta espécie, quanto na geracdo de subsidios para tomadores de decisdo
relacionados aos recursos hidricos e conservacado da biodiversidade da regido estudada.

Os resultados obtidos claramente indicam a existéncia de fluxo génico entre as
subpopulagdes estudadas, distribuindo a variacdo genética igualmente nesses tributdrios. Por
conta disso, infere-se que o estado de conservacdo desses ambientes permite a manutencao de

uma populagdo genética homogénea nessa regido do Alto Sao Francisco.



46

7. CONCLUSOES

% Os locos de microssatélites prospectados em Salminus franciscanus foram eficientes
na amplificacdo e verificagdo de polimorfismo nessa espécie e mostraram ainda

amplificacdo positiva para nove locos em Salminus hilarii.

+ Os niveis de variagdo genética observados sdo compardveis a outras espécies de peixes
estudadas e ndo se observou estruturagdo de populacdes em Salminus hilarii na area

abordada no presente estudo.

% O estudo produziu ferramentas genéticas importantes para trabalhos que visam
compreender a diversidade genética da espécie S.hilarii e, possivelmente, de grupos
proximos, capazes de contribuir com dados relevantes para programas de manejo e

conservacgdo da biodiversidade.
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