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Resumo

O rio Sao Francisco abriga cerca de 160 espécies de peixes, das quais cerca de 10% estdo ameacadas
de extingdo. Dentre essas, uma das mais criticas ¢ o bagre endémico, pacama (Lophiosilurus
alexandri), que foi incluido em 2015 no PAN Sao Francisco. Programas de repovoamento vém sendo
desenvolvidos para diversas espécies nos ultimos 30 anos por agéncias publicas e privadas.
Entretanto, estes sdo conduzidos sem critérios genéticos, o que pode comprometer a diversidade e o
potencial evolutivo das populacdes repovoadas. Diante da importancia ecoldgica e potencial
econdmico do L. alexandri, o presente trabalho visou avaliar a situagdo das Estagdes de Piscicultura
que repovoam o pacama ao longo do Sao Francisco com relagdo aos selvagens. Foram coletadas
amostras de tecido da nadadeira caudal de 55 reprodutores, marcados com Pit Tags, provenientes de
trés estacdes de piscicultura responsaveis pelo repovoamento desta espécie no submédio e baixo Sao
Francisco (Bebedouro, Paulo Afonso e Ititba). Também foram amostrados 54 animais selvagens,
sendo 30 coletados no submédio Sao Francisco, entre o reservatdrio de Sobradinho (BA) e o de
Itaparica (PE) e 24 na regido de Trés Marias (MG) no alto Sdo Francisco. Dentre 52 marcadores
microssatélites testados, apenas sete foram validados com um numero reduzido de alelos, de dois a
oito. Paralelamente, a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial foi sequenciada e 36 haplétipos
foram detectados, revelando uma perda importante da diversidade nas amostras de cativeiro em
relacdo aos selvagens, possivelmente atrelada ao manejo empregado sem renovagao de reprodutores.
Tanto as microssatélites como o D-loop foram capazes de separar as amostragens em dois grupos,
selvagens e cativeiro. No entanto, entre as estacdes, a rede de haplétipos do D-loop ¢ a diferenciagio
genética (Psr) mostraram uma maior semelhanca entre Bebedouro e Paulo Afonso, enquanto as
diferengas genéticas obtidas com as microssatélites (Fsre Rs7) revelaram uma semelhanga maior entre
Ititiba e Paulo Afonso. A diferencga encontrada entre as estagdes de piscicultura e os animais selvagens
indicam a urgente necessidade de renovacao dos plantéis, bem como a inser¢ao de novas estratégias,
a fim de manter a diversidade genética semelhante a populagao natural.

Palavras-chave: Caracterizacio genética; pacamid; marcadores moleculares; genética da
conservacao.
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Abstract

The Sao Francisco River basin is home to about 160 species of fish, around 10% of which are
threatened with extinction. Among these, one of the most critical is the endemic catfish pacama
(Lophiosilurus alexandri), which was included in 2015 in the PAN Sao Francisco. Restocking
programs have been developed for several species in the last 30 years by public and private agencies.
However, these are conducted without genetic criteria, which may compromise the diversity and
evolutionary potential of restocked populations. Due to the ecological importance and economic
potential of L. alexandri, the present work aimed to evaluate the situation of the fisheries stations
responsible for the restocking programs of pacama along the Sao Francisco river in relation to the
wild. Tissue samples were collected from the caudal fin of 55 breeders, tagged with Pit Tags, from
three fisheries stations responsible for restocking this specie in the lower and submiddle Sao
Francisco (Bebedouro, Paulo Afonso and Itiiba). Also, fifty-four samples from wild animals, 30 of
wich were collected in the submiddle Sao Francisco between the Sobradinho (BA) and Itaparica (PE)
reservoirs and 24 samples from the upper Sdo Francisco, in the Trés Marias (MG). Out of the 52
microsatellite markers tested, only seven were validated with a reduced number of alleles (from two
to eight). At the same time, the control region (D-loop) of the mitochondrial DNA was sequenced for
all samples and 36 haplotypes were detected, revealing a significant loss of diversity in the captive
samples compared to the wild, possibly linked to the management used without renewal of breeders.
Both the microsatellites and the D-loop were able to separate the samplings into two groups, wild and
captive. However, among the stations, the D-loop haplotype network showed a greater similarity
between Bebedouro and Paulo Afonso, while the genetic differences obtained with the microsatellites
(Fsrand Rsy7) revealed a similarity between Itiaba and Paulo Afonso. The difference found between
captive and wild animals indicates the urgent need for renewal of the broodstocks, as well as the
insertion of new strategies, to maintain genetic diversity similar to the natural population.

Key words: genetic characterization; pacama; molecular markers; conservation genetics.
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1- Introducio

O rio Sdo Francisco é um dos principais corpos d’agua do pais, com uma area de 640 mil km?
e extensao em torno de 2700 km, ocupando 8% do territério nacional (KOHLER, 2003; TENORIO,
2003). Possui sua nascente no Parque Nacional da Serra da Canastra em Minas Gerais € no sentido
sul-norte, percorre os estados da Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe (GODINHO ¢ GODINHO,
2003). Devido a sua grande extensdo ¢ subdividido em quatro regides, associado ao relevo da calha
do rio, nomeadas como alto, médio, submédio e baixo Sao Francisco (DANTAS et al., 2013). Em
toda a sua extensdo o rio abrange trés biomas: cerrado, caatinga e mata atlantica (GODINHO e
GODINHO, 2003).

Toda essa diversidade também ¢ vista na abundancia de peixes, que contabiliza cerca de 160
espécies em toda a bacia do Sao Francisco (SATO e GODINHO, 1999; ALVES e POMPEU, 2001).
Entretanto, diversas a¢des antropicas contribuiram para que boa parte dessas espécies se encontrem
sob ameacga de extingdo. Dentre esses danos ambientais destacam-se a sobrepesca, degradacao de
mata ciliar, assoreamento, transposicao, uso insustentavel da dgua para irrigacdo e, principalmente,
os impactos ambientais causados pela instalagao de usinas hidrelétricas, que promovem o aumento
da profundidade da coluna e o barramento do rio, desta forma impedindo a migracao dos peixes que
realizam piracema para reproduzir (MANETA et al, 2009; ICMBIO, 2018). Por possuirem um maior
numero de usinas hidrelétricas, oito de um total de nove dispostas ao longo de todo o Sao Francisco,
as regides do submédio e baixo sdo as mais afetadas (LIMA, 2016).

Visando amenizar os impactos gerados pelas hidrelétricas a ictiofauna das bacias
hidrograficas brasileiras, medidas mitigadoras foram criadas. No Cddigo de Pesca, o decreto-lei n°
794/1938 define em seu Artigo 68 que “as represas dos rios, ribeirdes ou corregos devem ter como
complemento obrigatorio obras que permitam a conservagao da fauna fluvial, seja facilitando a
passagem dos peixes, seja instalando Estagdes de Piscicultura”. Como ndo h4a mecanismos de
transposi¢ao de peixes nas nove hidrelétricas do Sdo Francisco, foram estabelecidas diversas Estacdes
de Piscicultura ao longo da bacia hidrografica, as quais sdo responsaveis pelo repovoamento de
espécies nativas na regido. E o caso da Esta¢do de Piscicultura da Companhia Hidrelétrica do Sio
Francisco (Chesf) em Paulo Afonso (EPPA) e de mais cinco Estagdes de Piscicultura da Companhia
de Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e Parnaiba (Codevasf), que desenvolvem agdes de
repovoamento ha mais de 20 anos (DANTAS, 2010; LOPES et al., 2013).

Mais recentemente, como forma de atenuar os danos causados e restaurar a ictiofauna
autdctone, foi desenvolvido pelo Instituto Chico Mendes (ICMBio) o Plano de A¢ao Nacional para
Conservacao das Espécies Ameagadas de Extingdo da Fauna Aquatica da Bacia do Rio Sao Francisco

(PAN Sao Francisco) (DOU, Maio 2015). O plano tem duracdo de 5 anos e visa aprimorar o
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conhecimento sobre as espécies ameagadas e mitigar as atividades impactantes, promovendo a
conservagao e a recuperagdo da fauna aquatica da bacia do rio Sao Francisco (ICMBIO, 2015).

Oito espécies de peixes ameagados de extingdao sao contempladas pelo PAN Sao Francisco,
as quais sao classificadas nas categorias CR (Criticamente em Perigo), EN (Em Perigo) ¢ VU
(Vulneravel): Bagropsis reinhardti (LUTKEN, 1874) (VU); Brycon nattereri (GUNTHER, 1864)
(VU); Conorhynchos conirostris (VALENCIENNES, 1840) (EN); Kolpotocheirodon theloura
(MALABARBA E WEITZMAN, 2000) (VU); Lophiosilurus alexandri (STEINDACHNER, 1876)
(VU); Pareiorhaphis mutuca (OLIVEIRA ¢ OYAKAWA, 1999) (EN); Pamphorichthys pertapeh
(FIGUEIREDO, 2008) (CR) e Trichomycterus novalimensis (BARBOSA e COSTA, 2010) (EN)
(ICMBIO, 2015).

Dentre essas espécies, destaca-se o Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876),
popularmente conhecido como niquim ou pacama. Trata-se de um bagre endémico da bacia do rio
Sao Francisco, pertencente a ordem Siluriformes e familia Pseudopimelodidae (BUCKUP et al.,
2007; CARVALHO et al., 2016). L. alexandri ¢ uma espécie bentonica, sedentaria, carnivora e de
habito noturno e que apresenta cuidado parental com a prole realizado pelos machos (SATO et al.,
2003; SANTOS e LUZ, 2009). O pacama apresenta um grande potencial econdmico para a
aquicultura, pois possui uma carne firme, avermelhada, com alto rendimento de fil¢ e livre de
espinhos intramusculares, além de ser bastante apreciado como peixe ornamental (TENORIO et al.,
2003; LUZ e SANTOS, 2008). Por conseguinte, pesquisas estdo sendo realizadas para aumentar o
conhecimento sobre a espécie (SANTOS et al., 2016; MELILLO FILHO et al., 2016; CARVALHO
etal., 2016; BECKER et al., 2017; MATTIOLI et al., 2017; NAVARRO et al., 2017; MELLO et al.,
2019; RIBEIRO et al., 2019) de forma, principalmente, a se obter um pacote tecnologico para a
utilizacdo na aquicultura e também aplica-lo em acdes voltadas para a conservagao da espécie.

Devido ao seu habito bentonico e preferéncia por ambientes Iénticos, em regides de fundo
arenoso ou pedregoso onde formam ninhos no periodo reprodutivo, a espécie tem sido extremamente
afetada pelas grandes profundidades geradas pelos barramentos ao longo do rio, pois as profundidades
podem atingir até 100 m, como ¢ ocaso do reservatoério de Xingo, no baixo Sdo Francisco (TENORIO,
2003). Desta forma, o pacama que ja foi uma das espécies mais representativas do Sao Francisco,
sofreu uma dréstica reducdo na sua abundancia nas regides do submédio e baixo Sao Francisco e por
isso vem sendo inserida em programas de repovoamento, como ¢ o caso da Chesf que trabalha com
o repovoamento da espécie desde 1995 (TENORIO, 2003).

O repovoamento ¢ uma estratégia de conservacdo da biodiversidade que consiste em
restabelecer populagdes naturais a partir da liberacdo de formas jovens, obtidos através da reproducao
de exemplares selvagens em cativeiro (LOPERA-BARRERO et al., 2007). Apesar de ser uma pratica

bastante comum, o repovoamento pode aumentar o impacto ambiental e, em muitos casos, ser
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ineficiente (POVH et al., 2008). Uma dificuldade dos programas de repovoamento ¢ dispor, por
muitas vezes, de um plantel com individuos em numero suficiente para evitar a consanguinidade.
Inevitavelmente, um baixo numero de reprodutores sem renovagdo de plantel resulta no uso de
reprodutores aparentados que acabam por acasalar entre si. Sem nenhum monitoramento genético
sobre eles, ha uma perda na variabilidade genética e um aumento da consanguinidade (MOREIRA et
al., 2007; POVH et al., 2009; RIBEIRO et al., 2016). Esta reducao pode levar ao comprometimento
do potencial adaptativo da espécie, ocasionando a diminui¢do da resisténcia a doengas, redugao da
fertilidade e um menor crescimento (TANIGUCHI, 2003; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2010
LOPERA-BARRERO et al., 2015). Logo, maximizar a diversidade genética do plantel de
reprodutores torna-se um fator crucial para o sucesso de um programa de repovoamento (COIMBRA
etal., 2017).

O conhecimento da diversidade genética de uma espécie e como ela se distribui dentro e entre
as populagdes ¢ essencial para fornecer os parametros necessdrios para entender os aspectos
evolutivos, e para o desenvolvimento de a¢cdes de manejo e programas de repovoamento, como parte
integrante na formacao, manutencdo e uso correto dos reprodutores (LOPERA-BARRERO, 2009;
MUNEER et al., 2011; ALLENDOREF et al. 2012). Estudos tém revelado que a formagao de plantéis
de reprodutores com baixa variabilidade genética pode causar dificuldades relacionadas a capacidade
de adaptacdo e sobrevivéncia das proles (LOPERA-BARRERO et al., 2010; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2010; LOPERA-BARRERO et al., 2015), além de afetar o potencial genético
da espécie (MOREIRA et al., 2007).

A diversidade genética pode ser avaliada por diversos tipos de marcadores moleculares. Esses
marcadores podem ser descritos como um fenotipo molecular qualquer, que pode corresponder a um
gene, expresso ou ndo, ou at¢ mesmo a um determinado segmento de DNA, onde sua sequéncia de
nucleotideos pode ou ndo ser conhecida (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995; ROJAS, 2008). Os
marcadores sdo bastante empregados na caracterizagdo de estoques para repovoamento e de
populacdes naturais (FERREIRA et al., 2015; RIBEIRO, 2016).

Entre os inimeros marcadores moleculares utilizados, destacam-se as regides de
microssatélites no DNA nuclear e algumas do DNA mitocondrial. Os microssatélites, também
conhecidos como Sequéncias Simples Repetidas (SSR), sdo marcadores de tamanho relativamente
pequeno de até seis nucleotideos, repetidos lado a lado, seletivamente neutros, com niveis elevados
de alelos polimorficos, além de serem facilmente amplificados via PCR (CHISTIAKOV et al., 2006).
Neste método, as regides contendo SSR sdo amplificadas individualmente através de PCR utilizando-
se um par de primers especificos complementares as sequéncias que flanqueiam a microssatélite

(CHISTIAKOV et al., 2006).
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A regido controle ou D-loop do DNA mitocondrial (mtDNA), possui heranga uniparental
haploide e auséncia de recombinacdo genética (AVISE, 2004), assim ¢é capaz de fornecer informagdes
complementares aos encontrados no genoma nuclear. Em peixes, o D-loop pode ser de quatro a cinco
vezes mais varidvel do que outras regides do mtDNA em vertebrados (HORAI e HAYASAKA,
1990), tornando possivel estimar a variabilidade e estruturacdo genética entre individuos de uma
populagdo através de unidades finais, chamadas de haplétipos, que correspondem a um conjunto de
bases identificadas no segmento de DNA. Na aquicultura, essas técnicas t€ém sido bastante utilizadas
para caracterizacdo de estoques genéticos, selecdo de reprodutores, aplicagdo em programas de
repovoamento assistido e para estudos de genética de populagdes (DANTAS et at., 2013; FERREIRA
etal., 2015; COIMBRA ¢t al., 2017).

Diante da importancia ecoldgica e potencial econdmico do L. alexandri, o presente projeto
visa avaliar se os plantéis de reprodutores das Estacdes de Piscicultura que desenvolvem programas
de repovoamento do pacama ao longo do Sdo Francisco em relacdo a diversidade genética da

populagao selvagem.
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1.2-  Objetivos do trabalho

Objetivo Geral

Estimar a diversidade genética dos plantéis de reprodutores de pacama (Lophiosilurus
alexandri) utilizados para o repovoamento do rio Sdo Francisco, pertencentes as unidades da
Codevasf (Estagcdoes de Piscicultura de Bebedouro, Betume e Itiiba) e da Chesf (Estacdo de

Piscicultura de Paulo Afonso).

Objetivos Especificos

. Estimar a diversidade haplotipica da regido controle do mtDNA nos reprodutores de cada uma

das unidades de repovoamento do submédio e baixo Sao Francisco, utilizando mtDNA (D-

loop);

o Validar microssatélites nos lotes de reprodutores das unidades de repovoamento do submédio

e baixo Sao Francisco;

° Estimar a diversidade e estruturagdo genética das estagdes com base nos microssatélites.
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2- Artigo Cientifico

AVALIACAO DO PERFIL GENETICO DOS REPRODUTORES DE PACAMA
(Lophiosilurus alexandri STEINDACHNER, 1876) DESTINADOS AO REPOVOAMENTO
DO SAO FRANCISCO

RESUMO

O pacama (Lophiosilurus alexandri) ¢ um bagre endémico da bacia do Rio Sao Francisco, bastante
apreciado pelas comunidades ribeirinhas, mas se encontra em estado vulneravel. Varias Estagdes de
Piscicultura trabalham com o repovoamento do pacama hé quase trés décadas, ao longo de todo o Sao
Francisco. O presente trabalho objetivou avaliar a diversidade genética de trés plantéis de
reprodutores de pacama utilizados em programas de repovoamento no submédio e baixo Sao
Francisco com relagdo a uma amostragem de individuos selvagens. De um total de 52 marcadores
microssatélites, sete foram polimorficos com um nimero médio de alelos variando de 2,29 a 3,14.
Adicionalmente, a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial também foi sequenciada e 36
haplotipos, detectados. Uma perda de pelo menos 50% da diversidade haplotipica foi encontrada entre
as estagoes quando comparada aos selvagens, entretanto, as microssatélites ndo foram capazes de
evidencia-la, devido ao baixo nimero de alelos presentes em todas as amostras. Quanto a estruturacao
genética, uma diferenca significante foi encontrada entre os animais selvagens e os de cativeiro, como
também entre as estagdes, tanto pela rede de hapldtipos como pelo coeficiente de diferenciagao (Fsr
e Rsr). Essa estruturacdo entre cativeiro e selvagem esta atrelada ao manejo empregado nas estagoes,
que sdo aqui discutidos. A baixa diversidade genética encontrada nas microssatélites pode estar
relacionada ao pequeno nimero de repeti¢des, ou ainda ao comportamento da espécie que apresenta
cuidado parental e deslocamentos pequenos que limitam o fluxo génico. Esses resultados ressaltam a
necessidade urgente de reformulacdo desses programas.

Palavras-chave: Diversidade genética; espécie ameacada; microssatélites; D-loop;

programas de repovoamento.

ABSTRACT

Pacama (Lophiosilurus alexandri) is an endemic threatened catfish species of the Sao Francisco River
basin, which is very appreciated by the riverside communities because of meat quality. Several
fisheries stations have worked with the restocking of the pacama for almost three decades throughout
the Sdo Francisco river. The present work aimed to evaluate the genetic diversity of three broodstocks
of pacama used in restocking programs in sub-middle and lower Sao Francisco river in relation to a
sample of wild individuals. Out of 52 microsatellite markers, seven were polymorphic with an
average number of alleles ranging from 2.29 to 3.14. In addition, the control region (D-loop) of the
mitochondrial DNA was also sequenced and 30 haplotypes were detected. A loss of at least 50% of
the haplotype diversity was found among the fisheries stations when compared to the wild
conspecifics, however, the microsatellites were not able to evidence it, perhaps due to the low number
of alleles present in all the samples. Regarding the genetic structuring, a significant difference was
found between wild and captive animals and between stations, both by the haplotype network and by
the genetic differentiation coefficient (Fsrand Rsr). The genetic differences found between captive
broodstock and wild individuals is probably associated to the management used in the stations, which
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are discussed. The low genetic diversity found in the microsatellites may be related to the small
number of repetitions, or to the behavior of the species that presents parental care and short
displacements, limiting the gene flow. These results highlight the urgent need to reformulate these
programs.

Key words: Genetic diversity; threatened species; microsatellite; D-loop; restocking

programs.

INTRODUCAO

O Brasil tem uma das maiores diversidades de peixes de aguas continentais e um dos seus
corpos d’agua mais importantes € a bacia do rio Sao Francisco, que ocupa 8% do territorio nacional
(KOHLER, 2003; TENORIO, 2003) e, abriga pouco mais de 160 espécies de peixes (SATO e
GODINHO, 1999; ALVES e POMPEU, 2001). Entretanto, fatores como a sobrepesca, degradacao
de mata ciliar, assoreamento, transposi¢ao, uso insustentavel da dgua para irrigacao e, principalmente,
os impactos ambientais causados pela instalagdo de usinas hidrelétricas, que promovem o aumento
da profundidade da coluna e o barramento do rio, tem impactado a ictiofauna local e cerca de 10%
dessas espécies se encontram sob ameaga de extingdo (MANETA et al, 2009; ICMBIO, 2018).

Dentre as espécies ameacadas, encontra-se o pacama Lophiosilurus alexandri (Steindachner,
1876), um bagre endémico da bacia do rio Sao Francisco, pertencente a ordem Siluriformes e familia
Pseudopimelodidae (CARVALHO et al., 2016). L. alexandri ¢ uma espécie sedentdria, carnivora, de
héabito noturno e que apresenta cuidado parental com a prole realizado pelo macho (SATO et al.,
2003; SANTOS e LUZ, 2009). Devido ao seu habito bentdnico e preferéncia por ambientes I€nticos,
a espécie tem sido extremamente afetada pelas grandes profundidades geradas pelos barramentos ao
longo do rio (TENORIO, 2003). Desta forma, o pacamd que ja foi uma das espécies mais
representativas do Sao Francisco, sofreu uma drastica reducdo na sua abundancia nas regides do
submédio e baixo Sao Francisco e vem sendo inserida em programas de repovoamento (TENORIO,
2003).

Apesar de ser uma pratica bastante comum, o repovoamento pode aumentar o impacto
ambiental, e em muitos casos ser ineficiente, se a selecdo dos reprodutores utilizados causar a
diminui¢do da variabilidade genética das geracdes seguintes (POVH et al., 2008). Esta redugao pode
levar ao comprometimento do potencial adaptativo da espécie, ocasionando a perda de resisténcia a
doencas, diminui¢do de fertilidade e menor crescimento (TANIGUCHI, 2003; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2010; LOPERA-BARRERO et al., 2015), dessa forma diminuindo as chances
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de sobrevivéncia desses animais quando sdo liberados em ambiente natural. Assim, 0 monitoramento
genético dos plantéis de reprodutores, das proles repovoadas e das populagdes naturais ¢ fundamental
para assegurar a viabilidade dos programas de repovoamento de peixes e para evitar efeitos adversos
na ictiofauna (LOPERA-BARRERO et al., 2006; SIROL ¢ BRITTO, 2006; POVH et al., 2008).

Para espécies vulneraveis ou ameagadas de extingdo, aumentar ou manter o tamanho efetivo
populacional (Ne) e, assim, manter os niveis de diversidade genética ¢ considerado criticamente
importante (SCHULTZ et al., 2009). Isso porque populagdes com baixos niveis de diversidade
genética podem ser menos resistentes a estressores ambientais, como patogenos (HAWLEY et al.,
2005) e mudangas climaticas (ALLENDORF et al., 2012). Uma estratégia sugerida para evitar a perda
de variagdo genética ¢ adicionar individuos de outras localidades, quando ndo houver estruturagio
genética (TALLMON et al., 2004). Assim, o manejo de espécies ameagadas requer informacdes sobre
a diversidade genética dentro das populacdes e os niveis de divergéncia genética entre as populacdes
(HUGHES et al., 2005).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas importantes para o monitoramento genético
(POVH et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009), sendo as microssatélites e a regido controle (D-loop),
SNP bastante utilizados para esse proposito (DANTAS et al., 2013; LOPERA-BARRERO et al.,
2014; FERREIA et al., 2015; COIMBRA et al., 2017; SICCHA-RAMIREZ et al., 2018).

Diante da wvulnerabilidade do L. alexandri, o presente trabalho objetivou avaliar a
variabilidade genética de trés plantéis de reprodutores de pacama utilizados em programas de

repovoamento no submédio e baixo Sdo Francisco.

MATERIAIS E METODOS
Amostragem e coleta de material biologico

Foram coletadas amostras de tecido da nadadeira caudal de um total de 55 pacamas
(Lophiosilurus alexandri) dos plantéis de reprodutores de trés Estacdes de Piscicultura do submédio
e baixo Sao Francisco, sendo 20 pacamads da Estacdo de Piscicultura da Chesf (Companhia
Hidrelétrica do Sao Francisco) em Paulo Afonso (BA) (-9.39343, -38.20837), 23 reprodutores da
Codevasf (Companhia de Desenvolvimento dos Vales Sdo Francisco e do Parnaiba) em Bebedouro
(PE) (-9.11424, -40.31181) e 12 pacamas das Estagdes da Codevasf em Ititiba (AL) (-10.21052, -
36.83433) e Betume (SE) (-10.35038, -36.67414), as quais compartilham o mesmo plantel de
reprodutores. Os animais de Paulo Afonso e Bebedouro foram marcados com Passive Integrated
Transponder (PIT) tags. Foram utilizadas amostras de 30 animais selvagens coletados em 2015 na
regido do submédio Sao Francisco, entre os reservatdrios de Sobradinho (BA) (-9.73404, -41.72082)
e Itaparica (PE) (-9.14388, -38.31333) e que foram conservadas a -80°C. Além disso, foram
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analisadas 24 amostras de pacamas selvagens provenientes do alto Sao Francisco (Trés Marias, MQG)
que foram coletadas e cedidas pelo Laboratorio de Genética da Conservacao da PUC/Minas. Apos as
coletas, todas as amostras foram conservadas em etanol 95% ¢ armazenadas no Laboratoério de

Genética Aplicada da Universidade Federal Rural de Pernambuco (LAGA-UFRPE), Recife, Brasil.

Extracao do DNA

As amostras de tecido foram digeridas por duas horas a 50° C e 37° C por doze horas em
solucao tampao (100mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 100mM de EDTA), com uma
concentragdo de 0,05% de Dodecil sulfato de sédio (SDS) e 100 pg/mL de proteinase K.
Posteriormente, a fase aquosa foi extraida uma vez com fenol, uma vez com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico e uma vez com cloroférmio. O DNA foi precipitado com etanol absoluto e lavado com
etanol 70% seguido de centrifugagdo a 14000 rpm. Posteriormente foi ressuspendido em Tris-
HCIEDTA (TE) (10 mM Tris-HCI pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0). As amostras de DNA foram
quantificadas por fluorimetro (Quantus - Promega) e tiveram sua qualidade e integridade avaliadas

por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

Microssatélites

Um conjunto de 178 loci de microssatélites potencialmente amplificaveis (PALs) foram
descritos para o Lophiosilurus alexandri pelo Laboratorio de Genética da Conservagdo da
PUC/Minas. Desse conjunto, 52 loci foram, inicialmente, avaliados com as amostras dos pacamas
selvagens e apenas os loci que apresentaram polimorfismo foram, posteriormente, analisados nos
animais do cativeiro. Os loci foram nomeados com a abreviagao do nome da espécie “Lalex” seguida
de um niimero. Os motivos de repeticao testados foram variados, sendo 42 loci dinucleotidicos com
oito repeti¢des, oito loci com motivos trinucleotidicas e seis repetigdes e dois loci com cinco
repeticdes tetranucleotidicas (Apéndice 1). Os primers forward receberam a inser¢do da cauda M13
(5>-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) na extremidade 5°. As amplificagdes seguiram o protocolo de
Schuelke (2000) modificado, com um volume final de 10 pl, sendo 50 ng de DNA, 10 mM de Tris-
HCI pH 8.4, 50 mM de KCl, 2,5 mM de MgCI2, 2 uM do primer forward, 8 uM do primer reverse,
8 uM do fluorocromo (FAM, NED, PET ou VIC), 200 uM de cada dNTP e 1U de 7ag DNA
polimerase. As reacdes foram incubadas no termociclador e submetidas as seguintes condi¢oes de
amplificacdo: 94° C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94° C por 30 segundos, 56° C por 45
segundos e 72° C por 45 segundos, acompanhados de mais oito ciclos de 94° C por 30 segundos, 53°

C por 45 segundos e 72° C por 45 segundos, acrescido de extensdo final a 72° C por 10 minutos.
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Os produtos de PCR foram separados por eletroforese capilar no ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) utilizando o GeneScan 600 LIZ v2.0 (Applied Biosystems) como marcador de

peso molecular.

Regido controle (D-loop)

A regido controle do mtDNA foi amplificada com o protocolo e os primers descritos por
PEREIRA (2015) modificado, nomeados como D-loop LAlex F (5’ATGTTTCCTTGCGTGATTTG-
3’) e D-loop LAlex R (TGCAACTTGGCCTGGTTTAG) que foi modificado para “D-loop LAlex
R1” (3’'TCGAACTTGGCCTGGTTTAG-5"). A reagao teve um volume final de 10 pl, contendo 50
ng de DNA, 1x PCR Buffer; 2,5 uM de cada primer, 200 uM de cada dNTP ¢ 1U de Tag DNA
polimerase, 2,5 mM de MgClx. As reagdes foram incubadas a 94° C por 3 minutos, seguidos de 35
ciclos (94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto e 72°C por 90 segundos), e extensdo final de 7 minutos
a 72°C.

Os produtos das reagdes foram purificados com EXOI/SAP (New England Biolabs) e
submetidos a uma amplificacdio com um volume final de 10 pl, contendo 10 ng do produto do DNA
amplificado, 0,5 pl de BigDye terminator v3.1, 1,75 pl de tampao 5X, 10 uM do primer forward. A
amplificagdo seguiu as seguintes condigdes: desnaturacdo inicial por 2 minutos a 94°C, seguidos de
40 ciclos 94° C por 10 segundos, 55°C por 10 segundos e 4 minutos a 60°C.

Os amplicons foram purificados por meio de precipitagio com NaOAC 3M pH 5,8, EDTA
125 mM pH 8 e etanol absoluto. As amostras foram sequenciadas utilizando o sequenciador

automatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Analise dos dados genéticos

Microssatélites

Andlises estatisticas foram feitas para cada um dos locais de amostragem. Para os dados de
microssatélite, utilizou-se o Software GENEPOP v4.0 (RAYMOND e ROUSSET, 1995), para obter
o numero de alelos (N,), heterozigosidades observadas (H,) e esperadas (H.), desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE), desequilibrio de ligagdo, frequéncia alélica, e coeficiente de endogamia
(Fis). O método da cadeia de Markov foi aplicado para estimar a probabilidade de desvio significativo
de HWE, utilizando os seguintes parametros: nimero de dememoriza¢do = 1000, niimero de lotes =
100 e niimero de iteragdes por lote = 1000. A significancia do desvio de HWE foi corrigida usando
Bonferroni (RICE, 1989). O conteudo de informag¢ao de polimorfismo (PIC) foi calculado com o

programa CERVUS v3.0.7 (KALINOWSKI et al., 2007).
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A identificacdo de alelos nulos (A,) foi feita com o Micro-checker v2.2.3 (OOSTERHOUT et
al., 2006). A diferenciacdo genética (Fsr e Rsr) entre populagdes e sua significancia por analise de
variancia molecular (AMOVA), foram estimadas usando Arlequin v3.01 (EXCOFFIER et al., 2005).
A estrutura genética da populagdo foi investigada com uma abordagem bayesiana no STRUCTURE
v2.3.4, sob 0 modelo de mistura, o qual assume que os individuos podem possuir diferentes ancestrais,
com contribui¢des genotipicas de diferentes populagoes (PRITCHARD et al., 2000). Utilizou-se um
periodo de burn-in de 10.000 interagdes, Markov Chain Monte Carlo (MCMC) com 100.000 réplicas
e quatro repetigoes para cada valor hipotético de k (k = 1-10).

O software STRUCTURE coloca os individuos em K subgrupos que possuem frequéncias
aleatérias distintas sem informagdes prévias da populacdo. O programa Structure Harvester v0.6.7
(EARL e VON, 2012) foi utilizado para coordenar os resultados e inferir o nimero mais provavel de
K (ntimero de clusters — grupos genéticos), que ¢ estimado através do log-verossimilhanca dos dados
(In (P (X/K)) (FALUSH etal., 2003) e o melhor AK foi baseado na taxa de mudanga na probabilidade
log dos dados (EVANNO et al., 2005).

Regido controle (D-loop)

Os dados de sequenciamento do D-loop foram alinhados utilizando o método clustalW do
MEGA v.7 (KUMAR et al., 2016), usando como referéncia a sequéncia KJ494387 do GenBank.
Também com o MEGA v.7, foi obtido um dendrograma utilizando o método de associagdo média
(UPGMA), no qual os grupos sdo ligados pela média de similaridade entre seus elementos. Para a
construcdo desse dendograma de similaridade, uma sequéncia do GenBank do Ictalurus punctatus
(EF139164) foi adicionada ao alinhamento, para comprovar que todos os animais analisados eram
Lophiosilurus alexandri. A fim de analisar a diversidade nucleotidica e haplotipica, nimero de
haplétipos, distribuicdo de individuos por haplotipo e diferencas nucleotidicas dentre e entre
populagdes, foi utilizado o DnaSP v6.10.04 (ROZAS et al., 2017). No programa Arlequin v3.5.22
(EXCOFFIER et al., 2005) foram realizadas a analise de varidncia molecular (AMOVA), total de
sitios polimorficos e frequéncia por grupos, além do @Psr, que € analogo a Fsr de Wright (1978), que
indica a diferenciagdo genética entre populagdes (SLATKIN, 1993). O software Network v4.6.1.1
(BANDELT e DRESS, 1992) foi usado para a construgao de uma rede de hapldtipos das sequéncias
da regido controle baseado no método Median-Joining (BANDELT et al., 1999).
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RESULTADOS
Microssatélites

Dos 52 loci microssatélites analisados, sete apresentaram polimorfismo, 41 foram
monomorficos e 4 nao amplificaram. Todos com motivos dinucleotidicos e oito repetigdes. O nimero
de alelos, nos testes iniciais com os animais selvagens, variou de 2 (Lalex5 e Lalex19) a 6 (Lalex30)
(Tabela 1). Os valores de contetido de informagao de polimorfismo (PIC) variaram de 0,202 a 0,675
(média: 0,461) (Tabela 1). Segundo Botstein et al. 1980, valores de PIC maiores que 0,5 indicam
marcadores altamente informativos, valores entre 0,25 e 0,5 sdo razoavelmente informativos, e
valores menores que 0,25 indicam marcadores ligeiramente informativos. Dos sete loci validados nas
amostragens de pacama selvagens do submédio e alto Sao Francisco, quatro se mostraram altamente
informativos (Lalex1, Lalex9, Lalex15 e Lalex30), dois foram razoavelmente informativos (Lalex19
e Lalex25), e um se mostrou ligeiramente informativo (Lalex5). Valores semelhantes de PIC foram
encontrados quando se incluiu os animais do cativeiro na analise, variando de 0,117 a 0,645 (média:
0,464). Quatros loci se mostraram altamente informativos (Lalex1, Lalex9, Lalax25 e Lalax30) dois
foram razoavelmente informativos (Lalex15 e Lalex19), e apenas um se mostrou ligeiramente

informativo (Lalex5), com valor de PIC igual a 0,117.

Tabela 1. Caracteristicas dos sete microssatélites polimorficos e as sequéncias de primers utilizados.
Motivo Variagao do

Locus  Sequéncias dos primers (5' - 3') de tamanhodo N, PIC Ta°C
repeticao alelo (pb)

Lalex] F: GGACGTCATACCTTCTCTGTCC (AT)8 119-125 3 0,506 60
R: CTGAACACACTCAGAGGAAAGC

Lalex5 F: CCGTAACAGGCTCGGTTTT (CT)8 135-139 20,202 60
R: AGAGACAGGTCTGGGGAACA

Lalex9 F: CTATTACGGCTGTTTCCTTGG (CT)8 132 - 146 5 0,675 60
R: CTCATCTTGAGGAAACGTTGG

Lalex15 F: CACTTCATGGTCTGGCTTTG (AC)8 146 - 164 5 0,604 60
R: CACTGAAAGCACTATTGACAGCA

Lalex19 F: GAAATGAAACAGGCCAGGAA (TC)8 194 - 200 2 0,293 60
R: TGTAGAAGAGTAGACCACGAACTGA

Lalex25 F: AGACATGTTGCTGCCCTCCA (TG)8 184 - 286 4 0279 60
R: CTATAGAAACAGAAGCGCTAA

Lalex30 F: CACCGATTCAGAAACTGAAGG (CG)8 177 - 203 6 0,668 60

R: ATGCAGAAAAATCGCAAACA
N, niimero de alelos; PIC - conteudo de informacao de polimorfismo; Ta °C temperatura de
anelamento dos primers.

A variabilidade genética para os sete loci microssatélites em cada uma das cinco amostragens

estao apresentados na Tabela 2. Um total de 34 alelos foram encontrados, com um numero de alelos



FARIAS, R.S. Avaliagao do perfil genético dos reprodutores de pacama (Lophiosilurus alexandri ... 22

variando entre dois e oito e o nimero médio de alelos por amostragem entre 2,29¢ 3,14. Um total de
12 alelos foram considerados privados, dos quais seis foram exclusivos da amostragem dos Selvagens
do alto SF, dois dos Selvagens do submédio SF, dois da Estacdo de Bebedouro e um na Estacao de
Paulo Afonso e de Itiiba. Alelos nulos foram encontrados nos Lalex25 e Lalex30 apenas para os
animais Selvagens do alto SF. Nenhum desequilibrio de ligagdo foi observado entre os sete loci
avaliados.

A média das heterozigosidades observadas (H,) e esperadas (H.) variaram entre 0,321 e 0,548
e entre 0,346 ¢ 0,464, respectivamente. Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram
significativos depois da corre¢do de Bonferroni para o Lalex1 (Bebedouro e Selvagens do submédio
SF), Lalex9 (Selvagens do alto SF), Lalex25 (Selvagens do alto SF) e Lalex30 (Bebedouro), mas
nenhum dos loci desviou sistematicamente do HWE. Entre as 35 estimativas (7 loci x 5 grupos) de
desvio, apenas cinco foram significantes.

Quanto a consanguinidade (Fis), 16/35 estimativas mostram-se positivas (Tabela 2), com

valores médios entre -0,156 ¢ 0,235.

Tabela 2. Diversidade genética para sete microssatélites estimados para o L. alexandri amostrado em
trés Estacdes de Piscicultura e dois trechos do Sao Francisco (alto e submédio).

Grupos Lalex] Lalex5 Lalex9 Lalex1S Lalex19 Lalex25 Lalex30 Mdédias
Bebedouro

N 23 23 23 23 23 23 23 23
Nq 3 1 2 1 2 3 5 2,43
A, Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao -
H. 0,598 0 0,322 0 0,476 0,544 0,653 0,370
Ho 0,913 0 0,391 0 0,391 0,565 0,609 0,410
Fus -0,545 1 -0,222 1 0,182 -0,040 0,070 0,206
HWE * ns ns ns ns ns * -
Paulo Afonso

N 19 20 20 20 20 20 20 19,9
N. 3 2 5 1 2 4 2 2,71
A, Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao -
H. 0,679 0,050 0,660 0 0,262 0,664 0,549 0,409
Ho 0,684 0,050 0,550 0 0,300 0,550 0,300 0,348
Fus -0,009 0,000 0,171 1 -0,152 0,176 0,460 0,235
HWE ns ns ns ns ns ns ns -
Itiaba

N 12 12 12 12 12 12 12 12
Nq 3 2 2 2 2 3 2 2,29
A, Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao -
H. 0,627 0,083 0,344 0,228 0,228 0,685 0,228 0,346
Ho 0,917 0,083 0,250 0,250 0,250 0,417 0,083 0,321

Fis -0,494 0,000 0,283 -0,100 -0,100 0,402 0,645 0,091
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HWE ns ns ns ns ns ns ns

Selvagens - submédio SF

N 19 21 21 21 21 21 21 20,7
Nq 3 2 3 2 2 2 4 2,57
A, Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao -
H. 0,605 0,251 0,361 0,136 0,438 0,251 0,696 0,391
H, 0,947 0,286 0,286 0,143 0,238 0,286 0,619 0,401
Fus -0,592  -0,143 0,213 -0,053 0,462 -0,143 0,113 -0,020
HWE * ns ns ns ns ns ns -
Selvagens - alto SF

N 17 21 21 21 20 21 20 20,1
N, 3 2 3 3 2 4 5 3,14
A, Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim -
H. 0,599 0,215 0,553 0,535 0,262 0,336 0,747 0,464
H, 0,941 0,238 0,952 0,810 0,300 0,095 0,500 0,548
Fus -0,600 -0,111 -0,754  -0,532 -0,152 0,721 0,337 -0,156
HWE ns ns * ns ns * ns -

N ntmero de individuos, N, nimero de alelos, A, alelos nulos, He heterozigosidade esperada, H,
heterozigosidade observada; Fjs, coeficiente de endogamia, HWE desvio do equilibrio de Hardy—
Weinberg, ns ndo significativo, * p <0,05, ajustado pela correcao de Bonferroni, K = 35.

A diferenciacdo genética Fsrtotal entre as Estacdes de Piscicultura foi de 0,15 e as estimativas
par a par entre elas variaram de 0,05 e 0,24 (p <0,05). O Ry total foi de 0,31 com as estimativas par
a par variando de 0,02 a 0,67 (Tabela 3). Os resultados da AMOVA (apenas para as Estagodes)
mostraram que a maior parte da variagdo (82,45%) encontrada pode ser explicada por diferencas

dentro das Estacdes e ndo entre elas (15,06%) (p <0,01).

Tabela 3. Valores de Fsr par a par (diagonal abaixo) e R sr par a par (diagonal acima) estimados para
o L. alexandri amostrado em trés Estagdes de Piscicultura e dois trechos do Sdo Francisco (alto e
submédio) .

Selvagens - Selvagens -
Bebedouro Paulo Afonso Itinba submédio SF alto SF
Bebedouro - 0,323 0,594 0,197 0,022
Paulo Afonso 0,199%* - 0,034 0,423 0,185
Itiaba 0,240%* 0,058%* - 0,675 0,401
Selvagens - submédio SF 0,407* 0,353* 0,388* - 0,100
Selvagens - alto SF 0,380* 0,230%* 0,324%* 0,344%* -

* nivel de significancia p <0,05.

Na analise bayesiana, o maior valor de probabilidade encontrado foi K = 2, sugerindo a
presenca de dois grupos genéticos (Figura 1). Todos os grupos sugeridos estdo presentes nas cinco
amostragens, entretanto em propor¢des distintas. O grupo 1 (vermelho), foi predominante entre os

animais selvagens, com 96,7% nos selvagens do submédio e 96,8% nos selvagens do alto SF. No
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cativeiro o grupo 2 (verde) foi mais expressivo, com 97% na Esta¢cdo de Bebedouro, 89,1% em Paulo

Afonso e 92,2% em Itiuba (Figura 2).
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Figura 1. Valor de K estimado através do log-verossimilhanca dos dados de exemplares de L.
alexandri oriundos trés Estacdes de Piscicultura e de dois trechos do Sao Francisco (alto e submédio).
Eixo Y para os valores de delta (K) e eixo X para os diferentes valores de K testados.
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Figura 2. Atribui¢des dos genotipos de L. alexandri amostrados em trés Esta¢des de Piscicultura e
dois trechos do Sdo Francisco (alto e submédio). Cada barra vertical representa um individuo
diferente e a cor do comprimento ¢ proporcional ao grupo inferido.

Regido controle (D-loop)

Apos a edicao e o alinhamento das sequéncias da regido controle do mtDNA foram obtidas
109 sequéncias, sendo 55 dos animais das trés Estacdes de Piscicultura e 54 de animais selvagens. O
fragmento do D-loop apresentou 424pb. Foram encontrados 36 sitios polimorficos (mutagdes), dos
quais sete foram singletons e 29 parcimoniosamente informativos, todos com duas variantes.

Nas amostragens analisadas, as diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica () variaram

entre 0 e 0,955, e entre 0 € 0,01156, respectivamente (Tabela 4). J4 as distancias genéticas (Psr) entre
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amostragens variaram entre 0,044 e 0,635 (Tabela 5). Os valores da AMOVA (apenas para as
Estagdes) indicaram que a variacdo genética encontrada ¢ explicada tanto por diferengas dentro

(53,28%) como entre (46,72%) as Estagdes de Piscicultura (p <0,01).

Tabela 4. Diversidade haplotipica e nucleotidica estimados para o L. alexandri amostrado em trés

Estagdes de Piscicultura e dois trechos do Sao Francisco (alto e submédio) .

Numero de Numero de Diversidade Diversidade
Populacdes espécimes haplotipos haplotipica (Hd) nucleotidica ()
Selvagens - alto SF 24 11 0,862 + 0,053 0,00912 + 0,00067
Selvagens - submédio SF 30 18 0,943 £ 0,026 0,01156 +0,00181
Ititiba 12 9 0,955 + 0,047 0,00513 £ 0,00058
Paulo Afonso 20 4 0,363+ 0,131 0,00182 + 0,00079
Bebedouro 23 1 0,000 + 0,000 0,00000 + 0,00000
Total 109 36 0,839 + 0,033 0,00762 + 0,00076

Tabela 5. Diferenciagdo genética @sr par a par estimada para o L. alexandri amostrado em trés

Estagdes de Piscicultura e dois trechos do Sao Francisco (alto e submédio).

Selvagens -  Selvagens -
Est. Bebedouro Est. Paulo Afonso Est. Ititba submédio SF alto SF
Est. Bebedouro -

Est. Paulo Afonso 0,04434%* -

Est. Itiuba 0,63578* 0,50739%* -

Selvagens - submédio SF  0,09746* 0,09882* 0,22265* -

Selvagens - alto SF 0,26051* 0,17819%* 0,34711* 0,12152* -

* nivel de significancia p < 0,05.

Foram reconhecidos 36 haplotipos mitocondriais, 18 deles encontrados nos Selvagens do
submédio Sao Francisco, 11 nos Selvagens do alto Sao Francisco, nove em Itiuba e quatro em Paulo
Afonso (Tabela 4). Um dos haplotipos englobou 38,5% dos animais analisados e incluiu todos os 23
reprodutores de Bebedouro, 16 animais de Paulo Afonso, dois individuos de Itiiba e um Selvagem
do submédio Sao Francisco. Na rede de haplotipos baseada no método median-joining, o nimero de

mutacdes entre os hapldtipos variou de um a nove (Figura 3).
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. Paulo Afonso . Ttitiba O Bebedouro . KJ1494387 @ Selvagens - submédio SF @ Selvagens - alto SF

Figura 3. Rede de haplotipos baseada no método de Median-Joining para exemplares do L. alexandri
amostrados em trés Estacdes de Piscicultura (Paulo Afonso, Ititba e Bebedouro) e dois trechos do
Sao Francisco (alto e submédio). Os diferentes circulos coloridos correspondem aos grupos
amostrados, os tamanhos sdo proporcionais as frequéncias dos haplotipos e os nimeros em vermelho

representam a quantidade de mutagdes entre os haplotipos.

DISCUSSAO

Diversidade Genética

Esse estudo € o primeiro a utilizar marcadores microssatélites para examinar a diversidade
genética de grupos de pacama. Dos 52 loci microssatélites analisados, apenas 13,5% foram
polimérficos. Entre os sete microssatélites polimorficos no L. alexandri, o nimero de alelos foi baixo
(dois a oito), bem como as heterozigosidades esperada (Hc) (0,346 a 0,464). Esses valores se
mostraram bem inferiores aos encontrados por Martinez et al. (2018), que compararam a diversidade
genética de microssatélites entre peixes de agua doce, marinhos e anddromos e encontraram valores

médios de He = 0,61 e nimero médio de alelos por locus de 14,81 para peixes de agua doce.
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Em outros Siluriformes, a porcentagem de microssatélites polimoérficas € maior. Shibata et al
(2013) descreveram 13 loci microssatélites para a Microglanis cottoides (Siluriformes,
Pseudopimelodidae), sendo 11 (84,6%) polimorficos, com altos niveis de variabilidade, com o
numero de alelos variando de 2 a 20, média de 8,3 alelos por locus e Hc variando entre 0,119 ¢ 0,931.
Para o Zungaro jahu (Siluriformes, Pimelodidae), um outro bagre migrador, foram encontrados oito
(57,1%) loci microssatélites polimorficos, de um total de 14 testados. Com uma variabilidade de 3 a
10 alelos, uma média de 6,7 alelos por locus e H entre 0,3298 ¢ 0,8670 (CARRILLO-AVILA et al.,
2009). Semelhantemente, num estudo com Pseudoplatystoma corruscans (Siluriformes,
Pimelodidae) foram encontrados 5 loci polimoérficos de 16 testados, os quais apresentaram uma
variabilidade de 7 a 23 alelos e H. entre 0,500 a 0,615 (REVALDAVES et al, 2005). Saulo-Machado
et al. (2011), encontraram polimorfismo em todos os 15 loci analisados para o Pseudoplatystoma
punctifer (Siluriformes, Pimelodidae), um bagre amazonico migrador (BUITRAGO-SUAREZ e
BURR, 2007), com um ntimero de alelos entre 2 e 18 ¢ H, entre 0,025 ¢ 0,931.

A baixa quantidade de loci polimoérficos ndo € uma exclusividade do pacama. HUGHES et al.
(2015) estudou o peixe pulmonado australiano Neoceratodus forsteri (Sarcopterygii,
Neoceratodontidae), que possui habito sedentario e cuidado parental, e encontrou 11 microssatélites
polimorficas em meio a 115 avaliadas e uma H. variando entre 0,203 e 0,602, com 2 a 6 alelos por
locus.

Durante muito tempo, acreditou-se que microssatélites com repetigdes dinucleotidicas
deveriam ter um niimero minimo de repeti¢des e que o nivel de polimorfismo estava diretamente
relacionado com o comprimento total da microssatélite (SMULDERS et al., 1997; ELLEGREN,
2004). Weber (1990) comparou microssatélites do genoma humano e concluiu que um nimero
minimo de seis repeticdes era necessario para aumentar a taxa de mutacao em nivel suficiente para
desenvolver polimorfismo. Mais recentemente, Tang et al. (2008) compararam microssatélites
extraidas de ESTs (Expressed Sequence tags) em diversos organismos e concluiu que motivos
dinucleotidicos curtos com um maximo de cinco repetigdes eram mais eficientes em mostrar
polimorfismo do que os motivos longos com mais de 10 repeti¢oes.

Todos os sete marcadores microssatélites utilizados no presente estudo eram compostos de
motivos dinucleotidicos perfeitos com um nimero de oito repeti¢cdes, contudo, apesar do baixo
numero de alelos encontrados, foi possivel observar uma leve diminui¢ao do nimero médio de alelos
presentes nos animais do cativeiro quando comparado com os animais selvagens, principalmente com
os selvagens do alto Sdo Francisco. Coimbra et al. (2017) detectaram uma perda significativa no
nimero de alelos entre curimatds-pacu Prochilodus argenteus selvagens e de cativeiro usando
microssatélites de repeticdes di, tri e tetranucleotidicas de diversas naturezas (imperfeitas, perfeitas,

compostas) com repeticdes entre 5 ¢ 18. Semelhantemente, Matsumoto e Hilsdorf (2009) avaliando
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a diversidade genética do Brycon insignis com microssatélites dinucleotidicas perfeitas com
repetigdes entre 11 e 45, observaram a reduc¢do na riqueza de alelos de 28 a 57% entre animais do
cativeiro e selvagens. Santos et al. (2016) utilizando um conjunto de microssatélites dinucleotidicas
com repeticoes variando de 15 a 28, foram capazes de detectar a diminui¢do no nimero de alelos
entre 39 e 56% em individuos de Colossoma macropomum selvagens e de cativeiro.

Na analise do genoma mitocondrial, 36 haplétipos foram encontrados nas cinco amostragens,
sendo 29 foram encontrados nos 54 selvagens (29/54). J4 nas amostragens do cativeiro, o nimero de
haplétipos foi muito inferior, variando de um (Estacdo de Bebedouro) a nove (Estagdo de Itiuba).
Proporgoes similares foram encontradas por Pereira (2015), que detectou 24 haplotipos de D-loop em
45 pacamas (24/45) selvagens do alto Sao Francisco. Quando Pereira (2015) utilizou esses selvagens
como reprodutores, também observou uma diminuicdo do niimero de hapldtipos para seis ja na Fy,
concluindo que a contribuicdo desigual das matrizes tem um forte efeito na reducdo da diversidade
genética. Em programas de repovoamento na China com ciprinideos, Li et al (2016) constataram uma
perda no nimero de haplotipos equivalente a 50% entre Percocypris pingi selvagens e de cativeiro,
enquanto Zhao et al (2017) detectaram uma redu¢do da ordem de 70% entre os peixes selvagens e os
de cativeiro de um programa destinado a recuperacdo do também ciprinideo Tanichthys albonubes,
que figura como “extinto na natureza”.

Em relacao a diversidade haplotipica e nucleotidica, os valores variaram entre 0,862 e 0,943
de Hd e & entre 0,00912 e 0,01156 para os Selvagens do alto SF e submédio SF, respectivamente. O
D-loop mostrou uma menor diversidade para a Estacdo de Bebedouro, que apresentou valores de Hd
e T iguais a zero, uma vez que um unico hapldtipo ocorreu naquele grupo. Num estudo com
Geophagus brasiliensis, um peixe sedentario que apresenta cuidado parental, Ferreira et al. (2015)
encontraram valores de Hd entre 0 e 0,653 e w ente 0 e 0,013 para populacdes de diferentes pontos
do rio Laranjinha. Os valores de zero para Hd e m na Estacdo de Bebedouro, sugerem um possivel
efeito “gargalo” nesse plantel. Gargalos aceleram o acumulo de endogamia e sua prevengao,
especialmente durante a formacdo dos plantéis, pode ser um dos aspectos mais importantes no
gerenciamento de estoques de reprodutores (TAVE, 1999).

A possibilidade de que a baixa variabilidade genética seja uma caracteristica natural das
populacdes de pacamas, associada ao seu comportamento sedentario com cuidado parental, ndo pode
ser descartada. Alguns estudos sugerem que peixes neotropicais de dgua doce nao migradores e que
apresentam algum tipo de cuidado parental ou fecundagdo interna, possuem uma menor variabilidade
genética (ZAWADZKI et al., 2005; LASSALA e RENESTO, 2007), uma vez que essas espécies sao
aparentemente, mais propensas a deriva genética e endogamia. E também esperado que estes animais
apresentem uma distribui¢do mais heterogénea da diversidade ao longo dos diferentes trechos de um

rio ou bacia ao qual pertengam (SOFIA et al., 2008).
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Uma das maiores preocupagdes para a conservacao da biodiversidade ¢ a diversidade genética
¢, pois pode afetar negativamente a viabilidade de uma espécie, podendo reduzir a adaptabilidade e a
persisténcia da populagdo (FRANKHAM et al., 2010; ALLENDOREF et al., 2012). Os peixes de agua
doce sdo mais propensos a perda de biodiversidade, pois frequentemente suas populagdes sao
pequenas e fragmentadas, tornando-as mais suscetiveis a degradacdo de habitat, a poluicdo e a
introdugao de espécies exoticas (HUGHES et al. 2012).

A baixa diversidade genética encontrada nas Estacdes de Piscicultura voltadas ao
repovoamento do rio Sao Francisco fica mais evidente para os dados do sequenciamento do D-loop,
que claramente mostra uma reducgao de pelo menos 50% no namero de haplétipos entre os animais
selvagens e de cativeiro. A situacdo mais critica ¢ a da Estacdo de Bebedouro que apresentou um
unico haplétipo do D-loop. Segundo o gerente da Estacdo de Piscicultura de Bebedouro (Rozzano
Figueiredo, comunicagdo pessoal), durante uma obra de ampliagdo daquela Estagdo em 2007, todos
os reprodutores foram perdidos apdés um incidente com o tanque onde eram mantidos e,
aparentemente, alevinos oriundos de uma mesma fémea reprodutora foram engordados para
reconstruir o plantel de reprodutores, o que explica a ocorréncia de um tnico haplétipo.

Em uma revisdo realizada por Araki e Schmid (2010), foram analisados 32 trabalhos que
comparavam o nivel de diversidade genética entre os estoques do cativeiro e estoques selvagens.
Vinte e um desses trabalhos relataram um menor nimero de alelos encontrados nos animais de
cativeiro, quando comparados aos selvagens. Uma reducdo na heterozigosidade também foi
encontrada em varios casos, mas ndo tao frequentemente quanto a redu¢dao do nlimero de alelos.

Quaisquer que sejam os fatores determinantes dessa perda, essa fragilidade genética € motivo
de preocupacdo, uma vez que impactos ambientais futuros (como a seca, dejetos da mineracao,
poluicao urbana, novas hidroelétricas, etc.) podem reduzir ainda mais a diversidade dessas
populacdes, ameacando sua viabilidade (VITORINO et al., 2017), podendo chegar a extin¢ao
(MARKERT et al., 2010).

Como as microssatélites, aqui utilizadas, mostraram um baixo polimorfismo em termos de
numero de alelos (de dois a oito), € importante destacar que seria necessario um nimero muito maior
delas para se estimar com maior precisdo as diferengas de diversidade entre o cativeiro e os animais
selvagens. Contudo, os resultados das microssatélites quando analisados em conjunto com os dados
de sequenciamento do D-loop, sdo capazes de mostrar a perda de diversidade genética dos cativeiros
de pacama e deve ser usado sempre que possivel para complementar andlises envolvendo outros

marcadores, como os SNPs, por exemplo.

Estruturagdo genética e Programas de repovoamento
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A andlise bayesiana do Structure (Figura 2) evidencia uma diferencia¢ao entre os animais do
cativeiro e os selvagens. Quando analisados apenas os dados do cativeiro, os calculos dos Fsr, Rsr
mostraram uma maior semelhanca entre as Estacoes de Paulo Afonso e Itiuba. Por outro lado, os
dados de @srpar a par, como também o compartilhamento dos haplétipos, mostraram que as Estagdes
da Paulo Afonso ¢ Bebedouro sio mais semelhantes entre si do que a de Ititba. A Estagdo de
Bebedouro forneceu alevinos para recompor os plantéis de reprodutores tanto de Paulo Afonso como
de Itiuba, em 2011 e 2012, respectivamente. Aparentemente, essa introgressao foi maior em Paulo
Afonso do que em Itiuba, ja que 16 dos 20 individuos coletados em Paulo Afonso compartilhavam o
mesmo unico haplétipo de Bebedouro, enquanto que essa fracao foi de apenas 2/12 em Ititiba.

Segundo o gerente da Estagdo de Piscicultura de Paulo Afonso (Miguel Arcanjo dos Santos
Neto, comunicagao pessoal), cerca de 500 alevinos oriundos de uma Estagdo de Piscicultura do alto
Sao Francisco, em Trés Marias pertencente também a Codevasf, foram doados em 2007 a Estagao de
Paulo Afonso com o intuito de aumentar o plantel de reprodutores desta tltima. Isto explica porque
essa Estacdo compartilha o haplotipo 9 encontrado entre selvagens do alto Sao Francisco. Contudo,
segundo ele, a maior parte destes animais trazidos ndo sobreviveram e nova doag@o ocorreu em 2012,
desta vez por parte de Bebedouro.

Apesar do baixo numero de animais amostrados na Estacdo de Itiuba, esta apresentou o
maior numero de haplotipos entre todas as estagdes. Essa Estagdo teve seu plantel de
reprodutores construido a partir de individuos selvagens coletados no baixo Sdo Francisco e sé sofreu
nova injecdo em 2012, sendo possivel a presenga de animais remanescentes de origem selvagem neste
plantel.

As informacgdes obtidas com o sequenciamento do D-loop retratam a historia de formagao
desses plantéis mais fielmente do que aquela obtida com os microssatélites. Esse fato deixa clara a
necessidade de se aumentar o nimero de marcadores microssatélite com alto polimorfismo ou de se
investir em outros marcadores, como os SNPs, que ocorrem em maior numero, uma vez que
sabidamente os marcadores de origem nuclear sdo mais apropriados para analises dessa natureza do
que os mitocondriais (ARAKI e SCHMID, 2010).

A diferenciacdo encontrada entre os selvagens e os animais do cativeiro pode ser resultante
do manejo de reprodutores empregado pelas Estacdes de Piscicultura. A maior parte delas ndo
dispdem de recursos e pessoal qualificado para capturar reprodutores periodicamente (capture based
restocking), dificultando a renovagdo de seus plantéis, tampouco para marcarem seus animais com
PIT tags. Além disso, o pacama ja ndo € uma espécie de frequente ocorréncia e, portanto, sua captura
ndo ¢ um processo trivial. Frente a essa dificuldade, as Estacdes sdo levadas a utilizar as proles,
oriundas dos cruzamentos, como futuros reprodutores (culture based restocking). Quando nao se tem

o controle efetivo das relagcdes de parentesco entre reprodutores, € provavel que cruzamentos sejam
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conduzidos entre individuos aparentados, como irmaos-completos ou meio-irmaos. Adotando-se esse
método, pode-se ter uma reducdo dramatica da diversidade genética em poucas geragdes, a exemplo
do que se registrou na Estacdo de Bebedouro, quando um unico haplotipo foi encontrado dentre 23
individuos amostrados, contrastando com os 29 haplétipos detectados entre 54 selvagens.

A adocdo do método “culture based restocking” requer uma estratégia sofisticada
fundamentada na utilizacdo de um nimero minimo de animais para a formagao do plantel fundador,
na marcacao fisica de todos os individuos e no conhecimento de suas relagdes de parentesco.
Machado-Schiaffno et al, (2007) relataram as perdas de diversidade em juvenis de salmdo do
Atlantico (Salmo salar L.), provenientes de programas de repovoamento, quando comparados a
individuos selvagens, provavelmente devido ao efeito gargalo causado pelo nimero reduzido de
reprodutores utilizados nos cruzamentos.

A Estacdo de Xique-xique (BA), que ndo fez parte das amostragens desse estudo, obteve a
primeira desova de pacama em 2017 (CODEVASF, 2017), mas todas as outras estagdes ja trabalham
com o repovoamento do pacami ha mais de duas décadas (TENORIO, 2003). A Estacdo de Trés
Marias (MG), que também ndo foi analisada nesse estudo, ¢ a Uinica que tem utilizado a estratégia de
renovacao dos reprodutores a cada novo periodo reprodutivo. Todas as outras estagdes utilizam o
mesmo plantel durante anos, substituindo os animais que morrem com as proles descendentes. Além
disso, os reprodutores ndo possuem nenhum tipo de identificacio/marcagdo e, geralmente, sdo
mantidos em grandes tanques com propor¢des desiguais entre machos e fémeas, impossibilitando
saber o nimero da populagao efetiva e se todos os animais estdo deixando descendestes.

Segundo Miller e Kapuscinski (2003), ndo existe um niimero minimo universal ideal para
compor um plantel de reprodutores, embora comumente seja recomendado pela literatura o uso de 50
animais, como estratégia para diminuir a perda de alelos entre geragdes e prevenir os efeitos da
endogamia (FRANKEL e SOULE, 1981), além da preservagio do fitness a curto prazo (FAO, 1980).
Para espécies raras e ameacadas de extingdo, Ortega-Villaizan et al. (2011), recomendam a utilizacao
do modelo de minimo parentesco (MK- Minimal Kinship), que utiliza dados de microssatélites e se
baseia na propor¢ao média de compartilhamento de alelos, sendo o mais recomendado para diminuir
a perda de variacdo genética relacionada ao efeito fundador e a deriva genética, em populacdes de
cativeiro. Eles afirmam que um nimero efetivo de parentais contribuintes de pelo menos 150, seria o
ideal para preservar cerca de 80% do numero de alelos e 100% da heterozigosidade esperada durante
trinta geragoes.

Outros métodos baseados em marcadores co-dominantes, também sdo usados para identificar
a relacdo de parentesco entre animais, como Ritland (1996), Lynch e Ritland (1999) e Queller e

Goodnight (1989). Apesar da variedade de estimadores existentes, o ideal ¢ que testes sejam
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conduzidos com diferentes estimadores e grupos com grau de parentesco conhecido, afim de se
identificar qual é o melhor para uma dada espécie (ORTEGA-VILLAIZAN et al., 2011).

Um outro fator importante a ser considerado ¢ a propor¢ao sexual utilizada nos cruzamentos,
através de selecdao e acasalamento, entre individuos geneticamente importantes, diferentemente do
que ocorre quando se efetua acasalamentos ao acaso (BALLOU e LACY 1995; SEKINO et al., 2004).
Num estudo com pacu (Piaractus mesopotamicus) Lopera-Barrero et al. (2007) avaliou dois tipos de
cruzamentos (1:1 e 2:1, macho:fémea) em sistemas de reproducao semi-natural e encontrou uma
perda de variabilidade genética no sistema que utilizou dois machos para cada fémea (2:1).
Semelhantemente, Lopera-Barrero et al (2010) utilizaram um pequeno plantel de 24 animais, e
conseguiram estabilizar a variabilidade genética utilizando a propor¢ao de parentais (1:1) um macho
para cada fémea de Brycon orbignyanus. Para o repovoamento do esturjdo, Pierre (1996) recomendou
a utilizacdo de pelo menos seis animais selvagens, numa propor¢do de (1:1) e que deveriam ser
utilizados apenas por um periodo reprodutivo, além de evitar a mistura de esperma de multiplos
doadores em caso de fertilizagao artificial.

A escolha por reprodutores selvagens ¢ corroborada por Christie et al. (2014), que ao
compilarem trabalhos sobre reprodugdo de quatro espécies de salmao em cativeiro, concluiram que
os animais gerados no cativeiro apresentam apenas metade do sucesso reprodutivo quando comparado
aos animais de origem selvagem, além disso sugeriram que os machos sdo mais suscetiveis a
mudangas genéticas e ambientais causadas pela reprodug@o no cativeiro. Recomenda-se a utiliza¢ao
do maior numero efetivo de reprodutores possivel, preferivelmente de animais ndo aparentados, e
realizar cruzamentos com igual propor¢do sexual, a fim de manter o potencial genético das proles
produzidas (BROWN et al., 2005; FROST et al., 2006).

O manejo das progénies também pode influenciar na diversidade genética dos programas de
repovoamento. Rodriguez-Rodriguez et al (2010) sugeriram que as progénies destinadas ao
repovoamento deveriam passar por uma primeira analise genética no estagio larval (3 dias apos
eclosdo), o que proporcionaria uma visao geral da nova geragao genética. Entdo, com 60 ou 90 dias,
dependendo das condi¢des do cativeiro, uma segunda andlise poderia ser feita para determinar
objetivamente a variabilidade genética final com a qual os individuos seriam liberados no rio.
Segundo Lopera-Barrero et al (2008), estas andlises devem ser realizadas para determinar quais
individuos deverao ser liberados e determinar a verdadeira viabilidade de repovoamento, impedindo
a introdu¢ao de material genético com alta diferenciagdo genética em relagdo a populagdo selvagem.

Hé muitos elementos capazes de comprometer o sucesso de um programa de repovoamento,
pois além da diversidade genética, aspectos ecoldgicos relacionados a soltura dos alevinos também
interferem sobre o sucesso do repovoamento no que diz respeito ao recrutamento, tais como o

tamanho de soltura, local de soltura, presenga de predadores, disponibilidade de alimento no local de
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soltura, etc (STOTTRUP e SPARREVOHN, 2007; PERSAT et al., 2016). Dados de sobrevivéncia,
principais causas de mortalidade, contribui¢cdes dos animais repovoados para as geragdes futuras e
seus possiveis impactos no ambiente podem ser usados como parametros para mensurar o sucesso de
programas de repovoamento. Complementarmente, ¢ importante determinar se os animais
introduzidos estdo chegando a idade adulta e se apresentam sucesso reprodutivo.

Segundo LOPES et al., 2013, a Chesf sozinha foi responsavel pelo repovoamento de 347.181
alevinos de pacama em todo o Sao Francisco entre 1995 e 2012. Contudo, relatorios da Chesf para o
monitoramento da pesca artesanal no submédio e baixo Sao Francisco, durante o periodo de junho de
2017 a abril de 2018, revelam uma média de captura mensal para o pacama de 52,69 kg, 783,5 kg de
curimata e 2861,3 kg de pacu (CHESF, 2017, 2018). O que mostra que a disponibilidade de L.
alexandri no ambiente selvagem ainda ¢ muito pequena, mesmo com tantos anos de repovoamento
para a espécie.

Dadas as potenciais ameagas de estocar individuos altamente divergentes ou geneticamente
enfraquecidos (MEFFE, 1990; HUEY et al., 2013) e o baixo indice de sucesso do modelo atual
adotado pelo programas de repovoamento, deve-se considerar a possibilidade de se investir em
estratégias que adotem o modelo de repovoamento baseado em capturas, que pode demandar algum
investimento na aquisi¢ao de exemplares selvagens, mas que garantiria a manuten¢ao da diversidade

genética, diminuindo as diferencas entre repovoados e selvagens.

CONCLUSAO

O niimero de haplétipos da regido controle do mtDNA nos reprodutores das trés Estacdes de
Piscicultura avaliadas, foi de um para Bebedouro, quarto em Paulo Afonso e nove em Ititba. De um
total de 52 marcadores microssatélites avaliados, sete foram validados em dois grupos de animais
selvagens amostrados no submédio e no alto Sdo Francisco e em trés Estacdes de Piscicultura nas
regides do submédio e baixo Sdo Francisco. A diversidade genética dos animais do cativeiro ndo
representa a diversidade presente na populacdo selvagem do submédio Sao Francisco, portanto,
recomenda-se a renovagdo desses plantéis e a insercdo de novas estratégias como marcacao, desovas
individualizadas, propor¢ao igual de machos e fémeas, avaliacdo do grau de parentesco, cruzas
geneticamente direcionadas, etc, para que o animais que venham a ser repovoados possuam uma
variabilidade genética semelhante & populacdo natural.

Alternativamente, deve-se considerar a possibilidade de se adotar o modelo de repovoamento
baseado em capturas, ainda que isso demande alteragdes na logistica dessas estagdes de piscicultura.

Futuros estudos para identificacdo dos melhores locais de estocagem e identificacdo do melhor
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tamanho de soltura, de maneira que o animais ndo sejam domesticados sdo também essenciais para o

sucesso dos programas de repovoamento do pacama.
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3- Consideracgdes finais

- Este primeiro entendimento sobre a estrutura genética da populagdo de L. alexandri é crucial para

monitorar a diversidade genética, o manejo e a conservacao de sua populagio;

- Os baixos niveis de diversidade genética encontrados nesta espécie destacam a importancia de uma
melhor compreensdo dos processos que potencialmente ameacam a viabilidade de suas populagdes.
A baixa diversidade genética do pacama pode estar relacionada ao seu comportamento sedentario e
de cuidado parental, e deve, portanto, ser considerada em medidas de conservacao para esta espécie

e outras com comportamentos semelhantes;

- Como as microssatélites ndo se mostraram tdo informativas, seria interessante o teste com
marcadores mais robustos, como € o caso dos SNPs ou a construc¢ao de bibliotecas de microssatélites
com motivos mais longos. A constru¢do de um painel de SNPs poderia ser uma alternativa para a
identificacdo rapida da diversidade genética dos animais a serem usados para a formagao dos plantéis
de reprodutores, além de ser possivel sua utilizagdo para identificacdo da procedéncia dos animais

em ambientes naturais (se selvagem ou se de cativeiro);

- E urgente retomar a estatistica pesqueira, de modo que as proprias empresas que impactam o rio
(hidrelétricas, mineradoras e outras) a financiem de forma a identificar se o repovoamento esta

surtindo efeito.

- E importante a adocdo de metodologia de repovoamento mais seguras como o repovoamento
baseado em captura, o que garantiria a manutencao da diversidade genética sem tantas restrigoes do

ponto de vista genético.
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Apéndice 1. Tamanho dos alelos e suas frequéncias em todos os locais amostrados. Os alelos privados

estdo em negrito.

Locus Alelos
Lalex1

119 121 125
Bebedouro 0,109 0,391 0,500
Paulo Afonso 0,395 0,289 0,316
Itiuba 0,125 0,458 0,417
Selvagens - Submédio 0,132 0,342 0,526
Selvagens - Alto 0,118 0,353 0,529
Lalex5

135 139
Bebedouro 1,000 -
Paulo Afonso 0,975 0,025
Itiuba 0,958 0,042
Selvagens - Submédio 0,857 0,143
Selvagens - Alto 0,881 0,119
Lalex9

132 136 138 140 142 146
Bebedouro - - 0,804 - 0,196 -
Paulo Afonso 0,075 0,100 0,500 0,025 0,300 -
Itiuba - - 0,792 - 0,208 -
Selvagens - Submédio - - 0,786 0,048 0,167 -
Selvagens - Alto - 0,524 - 0,048 - 0,429
Lalex15

146 154 156 158 160 164
Bebedouro - - 1,000 - - -
Paulo Afonso - - 1,000 - - -
Itiuba 0,125 - 0,875 - - -
Selvagens - Submédio - - - 0,929 0,071 -
Selvagens - Alto - 0,024 0,500 - - 0,476
Lalex19

194 200
Bebedouro 0,630 0,370
Paulo Afonso 0,150 0,850
Itiuba 0,125 0,875
Selvagens - Submédio 0,310 0,690
Selvagens - Alto 0,150 0,850
Lalex25

184 200 254 264 266 268 286
Bebedouro - - 0,543 - 0,413 - 0,043
Paulo Afonso 0,325 0,075 0,125 - 0,475 - -
Itiuba 0,375 0,250 - - 0,375 - -
Selvagens - Submédio - - - - 0,857 0,143 -
Selvagens - Alto 0,119 - - 0,048 0,810 0,024 -
Lalex30

177 179 181 183 185 187 197 203
Bebedouro 0,348 - - - 0,478 0,043 0,043 0,087
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Paulo Afonso

Ititiba

Selvagens - Submédio
Selvagens - Alto

0,119

0,100

0,143
0,250

0,025

0,550
0,875
0,286
0,275

0,400
0,125
0,452
0,350

51

0,050
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Apéndice 2. Todos os primers testados com locus, motivo de repeti¢do, sequéncia, tamanho (pb), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e

contetido de informacgao de polimorfismo (PIC).

Locus  Motivo de Sequéncias dos primers (5' - 3") Ta°C MgCh (mM) Faixadetamanhodo N, H, He PIC
repeticdo alelo (pb)
Lalex1 (AT)8  F: GGACGTCATACCTTCTCTGTCC 60 2,5 119 -125 3 0944 0,594 0,506

: CTGAACACACTCAGAGGAAAGC

: CGAATAGGCATAGAACAGGTCA 60 2,5 101 1 Mono Mono 0
: TCCCTCTCATCCTGCTTACTG

: ACAGCCTCTCTTCCTTTCCA 60 2,5 122 1  Mono Mono 0
: GAGCCTTTCACAGACCCAAG

: CCTACCTGCATGTTTCAGCA 60 2,5 123 1 Mono Mono 0
: TGGGTTAAATGCAGGGGTTA

: CCGTAACAGGCTCGGTTTT 60 2,5 135-139 2 0264 0,230 0,202
: AGAGACAGGTCTGGGGAACA

: AAGGGTTAGCAATTTCAGTTTAACA 60 2,5 117 1 Mono Mono 0
: AAACCATCATGCGTGTGAGA

R

Lalex2 (GA)8 F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

Lalex7 (TA)8 F: GGAGCCAAGAGGAATTAGGG 60 1,5 117 1 Mono Mono 0
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

Lalex3 (GA)8
Lalex4 (AT)8
Lalex5 (CT)8

Lalex6 (AT)8

: AACCGACTGTTCACTTGCTG

: GACAGTCAGAATTAGGACCAGACA 60 2,5 125 1  Mono Mono 0
: TGTGAACACAATCGTGAGTCTT

: CTATTACGGCTGTTTCCTTGG 60 2,5 132 - 146 5 0,619 0,731 0,675
: CTCATCTTGAGGAAACGTTGG

: AGCAAGAAACTAGGTCAGTAGC 60 2,5 137 1  Mono Mono 0
: GCACAAAACACTGTGCCATA

: TCTTCTGTACGTCCCACTGCT 60 2,5 129 1  Mono Mono 0
: CAGTCAATTGTTTGGATTTAATAACA

: TTTCACATCTTCAGGGTCCA 60 2,5 189 1  Mono Mono 0
: TGAAAAGAACAGATCAAGTGAATG

Lalex8 (AC)8
Lalex9 (CT)8
Lalex10 (CA)8
Lalex11 (TG)8

Lalex12 (AT)8



Lalex13

Lalex14

Lalex15

Lalex16

Lalex17

Lalex18

Lalex19

Lalex20

Lalex21

Lalex22

Lalex23

Lalex24

Lalex25

Lalex26

Lalex27

(CA)8
(AG)8
(AC)8
(GA)8
(TC)8
(CA)8
(TC)8
(TA)8

(CAG)6
(TA)8
(CA)8
(CT)8
(TG)8
(CA)8

(TC)8

AOTATAITIAITATIRIITIATIINTIRTATITIRT AT ITRT
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: CGGGGGAGTGTTTAATCAGA

: CCAGCTAGCACTCGACACCT

: TGTGCTTGGTCTTCTAACCA

: GGGGGTTTATAAGTTCTTTACGC

CACTTCATGGTCTGGCTTTG

: CACTGAAAGCACTATTGACAGCA

GGAGATACGGAGCACGAATG

: AGAGCCAGGTCTCATGTTCC

TTAGACATCCTCGAGCACCA

: AAATCTATACAATTCATTGCCATT

GCAGTGCATGCCGATTAAA

: GACTGCCTCTCAAATGTGCTC

GAAATGAAACAGGCCAGGAA

: TGTAGAAGAGTAGACCACGAACTGA

CGAATGTGTACCCTAGCCTGT

: CAACATGGCAGCTTGGATTA

GAGACAGGTCCTTGGCTTTG

: ACTCTGGGCCAGGCGTTTAT

GACAAACACGCATACACAAAA

: TCTCATCAACTTTAGGTGCAGAA

GTCCACGTGAGGGTCGTAAT

: CGCGTGTGTTTAGCAGTTTG

CTCTGTCACTCTCTCACCCTCA

: AAGAGATGGGGGCATAAAGC

AGACATGTTGCTGCCCTCCA

: CTATAGAAACAGAAGCGCTAA

CACACTTCTCCTAAGCCGAAT

: TCAGGCATGATATGCTTTGG
: ACAGCTGCTTCTGTCCTCCA
: GTGGATGCCTCTGTTCTCGT

60

60

60

60

60

60

60

60

NA

60

60

60

60

60

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

NA

2,5

2,5

2,5

2,5

2,5

195

187

146 - 164

207

150

105

194 - 200

NA

145

153

143

233

184 - 286

250

250

53

Mono

Mono

0,476

Mono

Mono

Mono

0,268

Mono

Mono

Mono

Mono

0,190

Mono

Mono

Mono

Mono

0,672

Mono

Mono

Mono

0,360

Mono

Mono

Mono

Mono

0,298

Mono

Mono
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Lalex28 (AG)8 GGAGCCCACGCACTATAAAC NA

: TTTCATTCCACAATGGAAACAG

GTGACCCCAAGCCAATAGAA 60 2,5 148 1 Mono Mono
: CATTGCTAGCTTGAAGAATGTCA

CACCGATTCAGAAACTGAAGG 60 2,5 177 - 203 6 0,561 0,724
: ATGCAGAAAAATCGCAAACA

GTCCTTCCTGAGGGAAAAGC 62 2 186 1 Mono Mono
: GAATCCGTCACGGGTAAAGA

CACATTTCCCACACAGACGA 62 2 256 1 Mono Mono
: CAGACCCGAAAACTGTAGCA

TCTCAACCATTCCCACATTT NA

: ATTGTGGCTGGGAATCAAAG

AAAGGGCAGACGTAATGGTG 60 2,5 297 1 Mono Mono
: CCCAGCTTGTGTCTAAAATTGG

GGCTGGCACAGATTTACACC 60 2,5 298 1 Mono Mono
: CTGTGGCAAACGTGAGAAGA

GGCTGATCAATGCATAAGCTG 60 2,5 299 1 Mono Mono
: GCATTGTCCACATGTCAGGA

CAGGTCTGAACGAAGGCTTTT NA

: CAGCTTCCTGCATAACGTTTC

TATGACCGACTCCAGCATCA 60 2,5 284 1 Mono Mono
: CGAACAGAGAGACTGCGAGA

AACTGACCTCGTCCACATCC 60 2,5 114 1 Mono Mono
: AGAGGCAGCCAGGTTTCAGT

AGCTGGGTCACTGTCAGACC 60 2,5 266 1 Mono Mono
: TGCAGCTGCTTCAGACAAGT

ACAGGCTTCGGACGTTCTTA 60 2,5 259 1 Mono Mono
: CTTCACAGGTCAAAGCTGAAG

: CAAAGGAACCAGAACTGGAAA 60 2,5 125 1 Mono Mono
: CCACAGAGTTGTTGCAATCG

Lalex29 (TA)8
Lalex30 (CG)8
Lalex36 (CAG)6
Lalex39 (TG)8
Lalex40 (AG)8
Lalex41 (AT)8
Lalex42 (AG)8
Lalex43 (TA)8
Lalex44 (AC)8
Lalex45 (AG)8
Lalex46 (CAC)6
Lalex47 (AC)8
Lalex48 (AGG)6

Lalex49  (CCT)6

AOTATAITIAITATIRIITIATIINTIRTATITIRT AT ITRT
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Lalex50  (CGTG)S F: TGATGTCCCTAAACCCCGTA 60 2,5 261 1 Mono Mono
R: GAGAATGGATCATGCGCTTC

Lalex51 (TAG)6  F: AACACGCATTAAGTGGACCTG 60 2,5 290 1 Mono Mono
R: CACGTATGAACTCACGTCTGC

Lalex52 (GT)8  F: TGTATTTACGCAAAGGTGAAGG 58 3 256 1 Mono Mono
R: TGATTTTACCACCCTTTCTCG

Lalex53 (GGA)6 F: ATCGGCCAATTACACAAAGC 60 2,5 204 1 Mono Mono
R: TTCAGATCACCGCAGAGAGTT

Lalex54 (GT)8 F: CAGGCTCTGTTCTGTGTGGA 60 2,5 147 1  Mono Mono
R: GCACCACCATATTGTTGATGAT

Lalex55 (CT)8  F: CCCTAATGAACAAATCCAATGC 60 2,5 158 1 Mono Mono
R: CAGCTTCCATGCTGTCTGTT

Lalex56 (AGCT)5 F: CCGTTACCTCTGCAAGCTAGT 60 2,5 173 1  Mono Mono
R: TGCTATAGGGCGTTTTCCTC

Lalex57 (CAA)6 F: TCATGCATCCAAACATCTCC 60 2,5 157 1  Mono Mono
R: GTTGTGAATGAGCCAGCAAA

Lalex59 (AC)8  F: GGAGAGAGGACCTGCACAAC 60 2,5 161 1 Mono Mono
R: GATGGTCACTATGCCGATCA

Lalex60 (AC)8  F: ATCTTCTCCGTCCTCCGAGT 60 2,5 137 1  Mono Mono
R: CACAGCTACAGCTACCGTTTTG
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Apéndice 3. Dendrograma de similaridade entre os animais que compdem os plantéis de reprodutores das trés Estacdes de Piscicultura, os exemplares

selvagens (alto e submédio Sdo Francisco), uma sequéncia referéncia do GenBank (KJ494387) do Lophiosilurus alexandri e uma sequéncia do GenBank

do Ictalurus punctatus (EF139164), utilizando o Método de associagcao Média (UPGMA).
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Ictalurus punctatus (EF139164); <« sequéncia referéncia do GenBank (KJ494387); ®selvagens - alto SF; © selvagens - submédio SF; ®Ititba; » Paulo Afonso; ® Bebedouro.



