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Resumo

O pacamd (Lophiosilurus alexandri) é uma espécie de bagre endémico do rio S&o
Francisco pertencente a ordem dos Siluriformes. Trata-se de uma espécie muito apreciada nas
regides do rio Sdo Francisco pela auséncia de espinhos intramusculares e qualidade de seu
filé, se destacando também pelo grande potencial para a aquicultura. O pacama figura entre as
espécies mais ameacadas e programas de repovoamento nas diversas regides desta bacia vém
sendo desenvolvidos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver marcadores microssatélites
inéditos para 0 pacama que possam servir para estudos genéticos sobre essa espécie e suas
populacdes. Amostras de tecido foram coletadas de peixes adultos capturados pela pesca
artesanal entre os reservatorios de Sobradinho-BA e Itaparica-PE. Inicialmente, uma
biblioteca genémica de DNA foi realizada e um conjunto de microssatélites foi obtido. Apds a
genotipagem, o nimero de alelos variou de dois a nove e as heterozigosidades médias foram
de 0,659 (He) e de 0,603 (Ho), respectivamente. Apenas um marcador apresentou desvio do
EHW e presenca de alelos nulos. O coeficiente de endocruzamento total (Fis) foi de 0.091,
sugerindo a presenca de homozigotos, que pode ser em decorréncia de caracteristicas da
espécie. O conteddo de informacdo polimdrfica foi, na maioria dos casos, superior a 0,5,

atestando a eficiéncia desses marcadores para estudos genéticos futuros.

Palavras-chave: Lophiosilurus alexandri, diversidade genética, marcadores microssatélites.



Abstract

The pacama (Lophiosilurus alexandri) is a species of endemic catfish Sdo Francisco
river belonging to the order Siluriformes. It is a species very appreciated in the regions of the
Sdo Francisco River by the absence of intramuscular bones and quality of their steak, also
highlighting the great potential for aquaculture. The pacamd among the most endangered
species and restocking programs in the various regions of this basin have been developed. The
aim of this study was to develop novel microsatellite markers for pacama that can be used for
genetic studies of this species and their populations. Tissue samples were collected from adult
fish caught by artisanal fishing between the reservoirs of Sobradinho and Itaparica-BA-PE.
First, a genomic DNA library was performed and a set of microsatellite was obtained. After
genotyping, the number of alleles ranged from two to nine, and the average heterozygosity
were 0659 (He) and 0.603 (Ho), respectively. Only one marker showed deviation from HWE
and presence of null alleles. The overall coefficient of inbreeding (Fis) was 0.091, suggesting
the presence of homozygous, which may be due to species characteristics. Polymorphic
information content is, in most cases, greater than 0.5, confirming the efficiency of these

markers for genetic studies

Key words: Lophiosilurus alexandri, genetical diversity, microsatellite markers.
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1- Introducéao

A Bacia do rio Sdo Francisco ocupa aproximadamente 7% do territério nacional,
sendo considerada a quarta mais importante entre as bacias do pais. Abrange as regides
Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, cortando os Estados de Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Goiés e o Distrito Federal (PAIVA, 1982).

Suas &guas sdo utilizadas para diversos fins como agricultura, navegacéo,
irrigacdo, turismo, aquicultura e outros, sendo a geragéo de energia a principal atividade
econdmica realizada nessas aguas (ANA/GEF/PNUMA/OEA, 2004). Dentre as
principais usinas hidrelétricas construidas ao longo desse rio estdo: Trés Marias,
Sobradinho, Itaparica, Moxoto, o complexo de Paulo Afonso e Xingé (GODINHO e
GODINHO, 2003).

A interferéncia antropica para a construcao dessas usinas tem modificado o fluxo
natural destes ambientes, afetando a dindmica natural e interferindo principalmente na
reproducdo e perpetuacdo de varias espécies de peixes. Entre essas espécies encontra-se
o pacamd (Lophiosilurus alexandri), uma espécie endémica do rio Sdo Francisco
pertencente a ordem Siluriforme da qual fazem parte ainda o Pseudoplatystoma
fasciatum e o P. corruscans que também ocorrem nesse rio (BRITSKI, 1986; REIS et
al., 2003).

Pertence a familia Pseudopimelodidae, uma familia de bagres neotropicais de
agua doce, que ocorre apenas na América do Sul e é pouco estudada (BARROS et al.,
2007). O pacama é carnivoro e bastante apreciado pela populacdo regional em fungédo
do sabor da sua carne, estando entre as espécies de mais alto valor comercial (LUZ e

SANTQOS, 2008).
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Essa espécie assim como Vvérias outras necessitam de maior atengdo e habilidade
no exercicio da administracdo pesqueira do rio S&o Francisco, demandando estratégias
eficientes no estudo da bioecologia (FRID et al., 2000; RAMOS 2001).

Vérias ferramentas tém sido utilizadas para avaliar a diversidade genética, como
os marcadores de DNA que revelam polimorfismo em individuos de uma mesma
espécie, apresentando padrdes de heranca mendeliana. Tais marcadores podem ser
empregados em diversos fins, como filogenia molecular, ecologia, genética de
populacbes, mapeamento e analises de similaridade e distancia genética (LOPES et al.
2002). A aplicacdo de métodos genético-moleculares pode determinar espécies-chave
para a conservacdo, identificar espécies cripticas e avaliar o impacto das mudangas
ambientais sobre a variabilidade genética das espécies (RYMAN e UTTER, 1987).

Os marcadores do tipo microssatélites tém sido os mais utilizados para estudos de
genética populacional, por possuirem muitas vantagens como a codominéncia, alto
polimorfismo, distribuicdo aleatéria no genoma e facil identificacdo (POWELL et al.,
1996, COLLEVATTI et al., 1999). Para o uso desse tipo de marcador molecular, faz-se
necessario o desenvolvimento de primers especificos, que sdo sequéncias Unicas de
DNA que cercam os microssatélites no genoma das espécies. (OLIVEIRA, 2012).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar marcadores microssatélites
para Lophiosilurus alexandri em uma populacdo do Submédio Sdo Francisco,
compreendida entre os reservatorios de Sobradinho (BA) e Itaparica (PE), ja que até o
presente momento ndo ha registro de marcadores microssatélites especificos para essa

especie.
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2- Revisao de literatura

A Bacia do Séo Francisco

A bacia do rio S&o Francisco é considerada a terceira maior bacia hidrografica do
Brasil e a Unica inserida totalmente em territorio nacional (KOHLER, 2003; GABRIEL
NETO et al.,, 2007). Ela drena uma area de 640.000 km? e ocupa 8% do territdrio
nacional (ANDRADE 2002; GODIM FILHO et al., 2004). Na classificacdo mundial, o
rio Sdo Francisco € considerado o 34° rio de maior vazdo e o 31° em extensdo
(GODINHO e GODINHO, 2003). O rio nasce no Parque Nacional da Serra da Canastra,
no sudoeste do Estado de Minas Gerais, drenando &reas dos Estados de Minas Gerais,
Bahia, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e o Distrito Federal, além de cortar trés biomas:
Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (KOHLER, 2003).

A calha da Bacia est4 situada na depressdo S&o-Franciscana, entre 0s terrenos
cristalinos a leste (serra do Espinhaco, Chapada Diamantina e Planalto Nordeste) e os
planaltos sedimentares do Espigdo Mestre a oeste, conferindo diferencas quanto aos
tipos de aguas dos afluentes, onde os rios da margem direita, que nascem nos terrenos
cristalinos, possuem aguas mais claras, enquanto os da margem esquerda, terrenos
sedimentares, sdo mais turvos (GABRIEL NETO et al., 2007).

Situa-se entre as latitudes 21° e 7° Sul e longitudes 48° e 36° Oeste, sendo
dividida em quatro regides geogréaficas: Alto, Médio, Submédio e Baixo (Figura 1)
(ANA, 2010). No Alto, o trajeto do rio é caracterizado por aguas rapidas, frias e
oxigenadas; no Médio por ser rio de planalto, apresenta menor velocidade e esta sujeito
a grandes cheias, ja 0 Submédio esta praticamente barrado e o Baixo, por ser trecho de

planicie, € mais lento e sofre influéncia marinha (SATO e GODINHO, 1999).
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O Sao Francisco apresenta o padrdo de rios tropicais, com pulsos de inundagéo
(GOULDING, 1980), sendo perene, apesar de seus afluentes, localizado na regido da
caatinga, serem intermitentes (ROSA et al., 2003).

Em razdo de sua grande extensdo, a Bacia apresenta caracteristicas geograficas e
climéticas bastante variaveis, com média de precipitacdo variando de 350 a 1.500 mm
anuais (MEDEIROS, 2015). Seus usos atuais envolvem: geracdo de energia elétrica,
irrigacdo, abastecimentos urbano e industrial, navegacdo, pescas profissional e
esportiva, esgoto industrial e urbano e extracdo de pedras preciosas e de areia. A
descarga média anual é de 100 x 109 m®, o que da a vazdo média de 3.150 m%/s. Os
principais afluentes estdo no estado de Minas Gerais e fornecem cerca de 70% da agua

do rio (SATO e GODINHO, 1999).

Legenda

Hidrografia

B Ao sF
[ ern B medio sF
2 Kllgmetars LA
L — - Sub-medio SF

[ |BaxosF

Figura 1: Regifes do Rio Sdo Francisco. Elaborado por Torres et al. (2015).

by
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A ictiofauna presente é composta por aproximadamente 150 espécies de peixes
(TRAVASSOS 1960; BRITSKI et al., 1984; MENEZES, 1996; SATO e GODINHO,
1999) e acordo com Bazzoli (2003), o rio S&o Francisco tem sido um dos maiores
responsaveis por fornecer pescado no Brasil, principalmente para as comunidades

ribeirinhas.

Os represamentos

Dentre 0s principais impactos que alteram o ambiente aquético estdo os
barramentos dos rios para a construcdo de usinas hidrelétricas. A participacdo de
grandes agéncias federais e estaduais nessas atividades deu inicio ao desenvolvimento
da rede elétrica do pais (ROSA, 2007).

Murta (2009) relata que “a medida que o Brasil foi se desenvolvendo, houve uma
necessidade de investimento em geracdo de energia elétrica para suportar a demanda
que as empresas necessitavam. Devido a caracteristicas geogréaficas especificas do pais,
como um grande nimero de rios, foi priorizada a constru¢ao de usinas hidrelétricas.”

Cunha (2012) relata que apesar das vantagens como o0 aumento da oferta de
alimento advindo da irrigacdo, controle de enchentes, desenvolvimento
socioecondémico; 0s impactos negativos dos empreendimentos hidroelétricos serdo
sempre sentidos pelas comunidades localizadas nas proximidades de onde sé&o
construidas essas barragens

As reais vantagens serdo usufruidas nas cidades e regides desenvolvidas, ficando
para o ribeirinho apenas os impactos negativos. Ambientalistas citam ainda como
consequéncias dessas construcfes a dizimagdo de espécies, a inundacdo de pantanos,
florestas e terras agricolas, além de mudancas fisicas no ambiente e também o

deslocamento compulsoério de pessoas.
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Segundo Godinho e Godinho (1994), essas constru¢des sdo as principais causas
do declinio da pesca em rios de muitos paises no mundo. Além de modificacdo do
ambiente, essas construcdes, para a geracdo de energia ou para 0 armazenamento de
agua, alteram a hidrobiologia da bacia (Bugenyi, 1991; Diegues, 1994; Agostinho e
Zalewski, 1995; Araudjo, 1998) e interferem no comportamento das espécies de peixes
presentes naquele ambiente, alterando a interferindo na perpetuacdo e manutencdo de
espécie.

A construcdo de um reservatério provoca desequilibrios na estrutura das
comunidades, acarretando o desaparecimento ou proliferacdo de espécies, com
alteracdes na abundancia e composicdo da ictiofauna daquele local (Welcomme e Halls,
2004).

Fontes e Holanda (2002) relatam também algumas altera¢Ges causadas a pesca, ao
pescado e aos pescadores, como mudancas no calendario da pesca, na quantidade de
pescado, nas técnicas de pesca, na qualidade do pescado, ja que os grandes predadores
desaparecem e sobram apenas os forrageiros.

Dos quase 3.000.000 ha de reservatérios instalados em territério nacional,
aproximadamente 23% estdo localizados no rio S&o Francisco e as seis maiores usinas
hidrelétricas da bacia também estdo presentes nele, sendo elas: Trés Marias,
Sobradinho, Itaparica, Moxotd, Complexo Paulo Afonso e Xingdé (MARTELETO,

2011) (Figura 2).
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Figura 2: Mapa de localizagdo das Usinas Hidrelétricas do Rio S&o Francisco.

Modificado de Carolsfield et al. (2003).

De todas essas usinas distribuidas ao longo do rio, apenas a usina de Trés Marias
estd localizada no primeiro terco do rio, enquanto as demais estdo localizadas no terco
final (MARTELETO, 2011) sendo as regides do Submédio e Baixo as areas mais
impactadas por essas construcfes (Tabela 1). Algumas dessas usinas possuem mais de
30 anos e reduzem ha décadas as populacbes de peixes residentes, afetando

principalmente os peixes migratorios (MARTELETO, 2011).
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Tabela 1. Barragens localizadas no Rio S&o Francisco.
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Complexo

Trés Marias
Sobradinho

Luiz Gonzaga
Moxoto

Paulo Afonso |
Paulo Afonso Il
Paulo Afonso Il
Paulo Afonso IV

Xingo

Inauguracéo

1962

1979

1988

1977

1954

1961

1971

1979

1994

Regido
Alto
Médio
Submédio
Submédio
Submédio
Submédio
Submédio
Submédio

Baixo

Fonte: Martins et al. (2011).

Antigamente, a regido do Baixo S&o Francisco era conhecida pela sua abundancia

de peixes e crustaceos, sendo considerada a maior produtora do Vale (FONTES e

HOLANDA, 2002) Entretanto, atualmente, é juntamente com a regido do Submédio as

mais atingidas com os barramentos e os prejuizos ambientais.

Muitas populacbes de peixes que habitam os reservatorios oriundos de

represamentos sdo populacdes resultantes da reestruturacdo das comunidades que

ocupavam originalmente o rio antes dos barramentos (AGOSTINHO et al., 1999).

Na Bacia do rio S&o Francisco, parte dos estoques pesqueiros encontram-se sobre-

explorados, exigindo uma administracdo pesqueira adequada, estratégias eficientes no

estudo de bioecologia e identificacdo das espécies existentes em todas as regides ao

longo da bacia, servindo assim de base para acGes mitigadoras (FRID et al., 2000;

RAMOS 2001).
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Pacama (Lophiosilurus alexandri)

A ordem dos Siluriformes se caracteriza por apresentar a pele espessa ou coberta
por placas Osseas (total ou parcialmente) (BRITSKI et al., 1988). As nadadeiras sdo
raiadas e bem separadas, sendo o primeiro raio das nadadeiras peitorais e dorsal
portador de um aculeo forte e pungente. A nadadeira adiposa encontra-se presente, e é,
em geral, bem desenvolvida; ja a nadadeira caudal assume formato varidvel. Ha
geralmente trés pares de barbilhdes sensitivos (MEES, 1974).

Os géneros dessa ordem se subdividem em: Batrochoglanis, Cephalosilurus,
Lophiosilurus, Microglanis e Pseudopimelodus (SHIBATTA, 2003).

A familia Pseudopimelodidae compreende 26 espécies de peixes, distribuidas na
América do Sul, sendo uma grande parte delas consideradas raras, porém Ferraris

(2007) classifica 30 espécies pertencentes a essa familia.

Uma das principais espécies dessa familia é o pacama (Lophiosilurus alexandri),
um peixe nativo do rio Sdo Francisco (TENORIO et al., 2006) que apresenta
comportamento sedentario e predilecdo por ambientes Iénticos e fundos de areia ou com
pedras (TRAVASSOS, 1959) além de apresentar um grande potencial para a aquicultura

(SATO et al., 2003; SHIBATTA, 2003).

Sua cabeca ¢é achatada com mandibula ultrapassando a maxila superior e dentes da
mandibula fora da boca quando fechada (BRITSKI et al., 1986). Sua reproducdo ocorre
através de desova parcelada liberando seus ovos em substrato arenoso (SATO et al.,
2003) formando ninhos, sendo assim classificado como psamoéfila (R1ZZO; GODINHO,
2003).

Seus ninhos feitos em bancos de areia na parte rasa do rio apresentam de 40 a 50

cm de tamanho e uma profundidade de 8 a 10 cm (SATO et al., 2003). As fémeas dessa
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espécie apresentam desova parcelada, se reproduzindo durante quase todo o ano, menos
nos meses frios e os reprodutores apresentam cuidado parental com ovos e larvas.

Seus ovdcitos ndo hidratados sdo considerados os maiores em tamanho dentre as
espécies estudadas na Bacia do Sdo Francisco, com um didmetro de (3056,72 + 154,24
pm) e com larvas recém eclodidas variando de 8405,10 £+ 104,20 pm de tamanho contra
2876,01 £ 81,95 um do surubim, por exemplo (SATO et al., 2003).

Segundo Cardoso et al. (1996) um pacama em sua fase adulta pode atingir mais de
8kg. Luz et al. (2011) relatam que a espécie ndo apresenta dimorfismo sexual, 0 que
acaba dificultando realizacdo de trabalhos quanto a sua reproducao.

Essa espécie é bastante apreciada pela populagdo devido a auséncia de espinhos
intramusculares e sabor agradavel (LUZ e SANTQOS, 2008), sendo uma espécie de alto
valor na regido (TENORIO, 2003; PEDREIRA et al., 2008).

Melo et al. (2006) relata em trabalho realizado na regido do sertdo do Séo
Francisco (Juazeiro, BA e Petrolina, PE) que 15% dos consumidores, entre as classes
baixa, média ou alta, procuram a carne de pacama, porém sua presenca em feiras livres
vem sendo reduzida ao longo dos anos.

Luz e Santos (2008) também relatam a dificuldade de se encontrar o pacama nédo
sO para ser utilizado como peixe ornamental, mas principalmente para 0 consumo de sua
carne, ja que existe uma grande caréncia de criatérios com producdo em escala
comercial, sendo grande parte do pescado encontrado advindo da pesca extrativa.

Ao longo dos anos a ocorréncia do pacamé tem sido reduzida consideravelmente
ao longo do rio Séo Francisco, ja tendo sido classificada ha alguns anos como uma
espéecie ameacada de extin¢do por alguns autores (MEURER et al., 2010; SATO et al.,

2003), presumivelmente ameacada de extingdo (LINS et al., 1997) e atualmente o
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Instituto Chico Mendes a classificou como espécie Vulneravel (VU) a extin¢do de
acordo com a Portaria MMA n° 43/2014 (ICMBio, 2014).

Ao mesmo tempo em que a espécie em ambiente selvagem encontra-se
prejudicada por diversos fatores, Sato et al. (2003) relatam que a mesma tem despertado
crescente interesse devido aos seus resultados favoraveis na aquicultura (SATO et al.,
2003) como adaptabilidade a varias densidades (LUZ e SANTOS, 2008) e ao alimento
inerte (LUZ et al.,, 2007), possibilitando seu uso em programas de repovoamento
(SATO e SAMPAIO, 2005).

Vaérios estudos tem sido realizados com o objetivo de aumentar o conhecimento
sobre esta espécie em relacdo ao seu potencial na aquicultura (CARDOSO et al., 1996;
SATO et al.,, 2003; BARROS et al., 2007; GODINHO, 2007) porém ainda sao
necessarios estudos para dar subsidio a manutencdo dos estoques desta espécie em
estacOes de piscicultura com producéo de alevinos e juvenis para repor estoques naturais

(MEURER et al., 2010).

Marcadores Microssatélites

O uso de marcadores moleculares em estudos genético-populacionais e
filogeograficos é importante no auxilio da implementacdo de programas para a
conservacao das espécies, uma vez que o objetivo central da genética da conservacéo é
0 estudo da variabilidade genética nas populacfes naturais das espécies sob impacto
antropogénico (FRANKHAM et al., 2002).

Os marcadores microssatélites sdo sequéncias presentes no DNA que possuem de
um a seis nucleotideos repetidos consecutivamente, raramente excedem 200 pares de
base no comprimento total, estdo distribuidos ao acaso no genoma, possuem expressao

co-dominante, sdo multialélicos, sdo encontrados com alta frequéncia nos genomas de
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eucariotos, apresentando o maior contetdo informativo por loco génico entre todas as
classes de marcadores moleculares disponiveis (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER,
1999).

As diferencas nas quantidades de unidades de repeticdo, resultantes da adigéo ou
reducdo de uma ou mais unidades, revelam o alto grau de polimorfismo presentes
nesses loci em todos os organismos eucariéticos (MENOTTI-RAYMOND e O'BRIEN,
1995).

RegiGes de microssatélites podem se mostrar altamente varidveis quanto a
composicdo da sequéncia repetida, sendo classificadas como: perfeitas, imperfeitas,
interrompidas ou compostas (WEBER, 1990; OLIVEIRA et al., 2006).

As microssatélites perfeitas sdo caracterizadas por ndo apresentarem bases de
interrupcdo (ex: TATATATATATATATA), as regides imperfeitas sdo aquelas que
possuem um par de bases diferente entre 0os motivos que se repetem (ex:
TATATATACTATATA), as regibes interrompidas possuem uma sequéncia diferente
dentro do motivo que se repete (ex: TATATACGTGTATATATATA), ja as
microssatélites compostas sdo as regides que apresentam duas sequéncias que se
repetem (ex: TATATATATAGTGTGTGTGT) (WEBER, 1990; OLIVEIRA et al.,
2006).

Essas regides sdo altamente informativas, o que permite aos microssatélites serem
utilizados em estudos de conservagdo, na investigagdo de processos microevolutivos
que ocorrem nas populacdes (HEYWOOD e IRIONDO, 2003), utilizados para estimar
parentescos, hibridizacdo (GUICHOUX et al., 2011), em estudos de acasalamento em
especies de dificil comportamento reprodutivo (COLBOURNE et al., 1996) e podem
ainda identificar diferentes espécies, independente do estagio de vida do animal

(FERGUNSOM, 1995) sendo de acordo com Goldstein e Schlotterer (1999) e
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Schlotterer et al., 2004 o marcador molecular mais usado em estudos de ecologia e
genética desde a década de 90.

Kazazian (2004) explica a ocorréncia dessas regides pela dispersdo dessas
sequéncias repetitivas pelo genoma por elementos transponiveis, possuindo assim locais
com uma possivel predisposicdo a formacgao dessas microssatélites, estando presente em
alta frequéncia no genoma nuclear da maioria dos organismos existentes (AVISE, 2004)

Segundo Jehle e Arntzen (2002), a répida taxa mutacional apresentada por esses
marcadores microssatélites favorece o0 seu uso em estudos de avaliacdo entre
subespécies e populacdes proximas, podendo diferenciar populacfes, quantificar a
extensdo e o fluxo génico, as proximidades genéticas e relacdo com a populagdo de
origem mais provavel.

Chistiakov et al. (2006) cita a utilidade desses marcadores para 0 usO nha
aquicultura, como sendo ferramentas importantes para caracterizar populagdes,
selecionar geracGes, mapear genes com caracteristicas importantes fisicamente e
economicamente e a aplicacdo dessas regides do DNA em programas de criagdo
assistidos por marcadores.

Todavia, ainda ndo ha na literatura loci microssatélites para a maioria das espécies
que compdem a diversidade da ictiofauna neotropical (SILVA e HILSDORF, 2011) e
ha um déficit ainda menor de trabalhos sobre espécies pequenas e sedentarias
(MOESER e BERMINGHAM, 2005; MOYSES et al., 2005; TELLES et al., 2010).

Porém, ao longo dos anos a tecnologia de sequenciamento de DNA tem avancado
suas pesquisas resultando em métodos mais eficientes e producdo de marcadores
moleculares com um menor custo para espécies ainda ndo estudadas (CASTOE et al.,

2012; LANCE et al., 2013).
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Resumo

O pacama (Lophiosilurus alexandri) é uma espécie de bagre endémico do rio Sdo
Francisco pertencente a ordem dos Siluriformes. Trata-se de uma espécie muito
apreciada nas regides do rio Sdo Francisco pela auséncia de espinhos intramusculares e
qualidade de seu filé, se destacando também pelo grande potencial para a aquicultura. O
pacama figura entre as espécies mais ameacadas e programas de repovoamento nas
diversas regides desta bacia vém sendo desenvolvidos. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver marcadores microssatélites inéditos para 0 pacama que possam servir para
estudos genéticos sobre essa espécie e suas populacfes. Amostras de tecido foram
coletadas de peixes adultos capturados pela pesca artesanal entre 0s reservatorios de
Sobradinho-BA e Itaparica-PE. Inicialmente, uma biblioteca gendmica de DNA foi
realizada e um conjunto de microssatélites foi obtido. Apds a genotipagem, o numero de
alelos variou de dois a nove e as heterozigosidades médias foram de 0.659 (Hc) e de
0,416 (Ho), respectivamente. Apenas um marcador apresentou desvio do EHW e
presenca de alelos nulos. O coeficiente de endocruzamento total (Fis) foi de 0,091,
sugerindo a presenca de homozigotos, que pode ser em decorréncia de caracteristicas da
espécie. O contetdo de informacéo polimorfica foi, na maioria dos casos, superior a 0,5,

atestando a eficiéncia desses marcadores para estudos genéticos futuros.
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Introducéo

A Bacia do rio Sdo Francisco ocupa aproximadamente 7% do territério brasileiro,
abrangendo as regies Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (Paiva, 1982). Suas aguas sao
utilizadas para diversos fins como agricultura, navegacao, irrigacdo, turismo,
aquicultura e outros, sendo a geracdo de energia a principal atividade econdmica
realizada nessas aguas (Ana/Gef/Pnuma/Oea, 2004).

A interferéncia antrdpica para a construcao de usinas hidrelétricas tem interferido
no fluxo natural destes ambientes, afetando a dindmica e influenciando de forma direta
0s habitos alimentares e reprodutivos dos peixes daquele local.

Dentre 0s peixes mais impactados encontra-se o pacamd (Lophiosilurus
alexandri), uma espécie endémica do rio Sdo Francisco que pertencente a ordem
Siluriforme e a familia Pseudopimelodidae, uma familia pouco estudada de bagres
neotropicais de dgua doce, que ocorre apenas na América do Sul (Barros et al., 2007) e
que apresentam olhos reduzidos e boca grande, sugerindo uma pequena dependéncia da
visdo, atividade noturna e habitos predatorios (Shibatta, 2013).

E carnivoro e bastante apreciado pela populacdo local pelo sabor da sua carne,
estando entre as especies regionais de mais alto valor comercial (Luz & Santos, 2008).
Possui grande potencial econdmico para a aquicultura e uso internacional em aquarios
ornamentais (Santos & Luz, 2009), porém varios impactos ambientais tem reduzido
seus estoques naturais (Mello et al. 2015).

Essa espécie assim como vérias outras carecem de maior atengdo e habilidade no
exercicio da administracdo pesqueira do rio Sdo Francisco, necessitando de estratégias
eficientes no estudo da bioecologia, identificacdo e diversidade das espécies distribuidas
no Alto, Médio, Submédio e Baixo Séo Francisco (Frid et al., 2000; Ramos, 2001).

Para avaliar a diversidade genética de peixes, varias ferramentas geneticas tém
sido utilizadas, como os marcadores de DNA que revelam polimorfismo em individuos
geneticamente relacionados. Tais marcadores podem ser empregados em diversos fins,
como filogenia molecular, ecologia, genética de populacdes, mapeamento e anélises de
similaridade e distancia genética (Lopes et al., 2002).

Os marcadores moleculares do tipo microssatélite sdo altamente polimdrficos,
com larga distribuicdo no genoma e facilidade de identificacdo, possibilitando a
avaliacdo da diversidade genética (Powell et al., 1996, Collevatti et al., 1999), a

estruturacdo de populagbes, a conservacdo de espécies (Tavares et al., 2013), a
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endogamia, os indices de diferenciacdo de populacbes e variabilidade de estoques
(Yue et al., 2009; Patel et al., 2010.

Para 0 uso desse tipo de marcador molecular, faz-se necessario o desenvolvimento
de primers especificos, que sdo sequéncias Unicas de DNA que cercam o0s
microssatélites no genoma das espécies (Oliveira, 2012).

Ateé o presente momento ndo ha registro de marcadores microssatélites especificos
para o pacama, tampouco qualquer avaliacdo da diversidade genética da espécie foi feita
nesta Bacia. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar marcadores
microssatélites para Lophiosilurus alexandri em uma populacdo do Submédio S&o
Francisco, coletada entre os reservatorios de Sobradinho (BA) e Itaparica (PE),
disponibilizando assim ferramentas para que estudos genéticos sobre essa espécie

possam ser realizados.

Material e Métodos

Amostragem

Foram coletadas amostras de tecido de uma populacdo de L. alexandri selvagem
(32 individuos) capturados na regido do Submedio S&o Francisco, entre 0s reservatorios
de Sobradinho (BA) e Itaparica (PE) entre os meses de marco e abril de 2015. As
amostras teciduais da nadadeira caudal de todos os individuos foram preservadas em
etanol 95% e armazenadas no Laboratorio de Genética Aplicada da Universidade

Federal Rural de Pernambuco.

Extracdo do DNA genémico das populac6es de L. alexandri

O DNA total das 32 amostras de L. alexandri foi extraido seguindo o protocolo
padrdo de Fenol/Cloroférmio/Alcool lsoamilico (FCI), com poucas modificacoes
(Sambrook et al., 1989). Em cada amostra foram adicionados 700uL de tampdo de
extragdo (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, 1% SDS) e 30uL de Proteinase K (10pug/mL). Em
seguida as amostras foram incubadas a 50°C por 2 horas e depois a 37°C por 12 horas.
Posteriormente o DNA foi purificado sucessivamente com FCI (25:24:1), cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) e centrifugado a cada etapa a 10.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi precipitado com 1 mL de etanol absoluto gelado, seguido de
centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos. Para a remocdo final do excesso de sal e

etanol o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol a 70% e brevemente centrifugado
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(10.000 g por 5 min). O DNA foi re-suspendido em TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM pH 8,0) e armazenado em freezer a -20°C. Para a quantificacdo do DNA
foi utilizado um fluorimetro (QuantiFluor/Promega) e a integridade foi avaliada em

eletroforese em gel de agarose a 1%.

Construcdo de biblioteca gendmica parcial enriquecida para microssatélites

A biblioteca gendmica foi construida com motivos di, tri e tetranucleotidicos de
acordo com o protocolo de Glenn & Schable (2005), com algumas modificacdes. Foi
extraido o DNA gendmico de um unico individuo utilizando fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico de acordo com o protocolo padrdo de Sambrook et al. (1989). Em seguida, o
DNA total foi quantificado e diluido para a concentracdo de 100 ng/uL. Foi realizada
uma reacao de digestdo enzimatica a 37°C por 16h seguida de inativacao a 65°C por 20
minutos, para avaliar a eficiéncia das enzimas de restricdo Rsa I, Hae Ill, Dra |, Bstu | e
Hinc I11. A enzima Rsa | foi a que melhor digeriu 0 DNA. Apos a digestdo o DNA foi
purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega),
desfosforilado para evitar a autoligacdo, e purificado novamente com o mesmo Kit.
Apbés a purificacdo, o DNA foi ligado aos adaptadores SNX-F (5-
GTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC-3") e SNX-R (5°-
PGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAACAAAA-3’) na presenga da enzima Xmn | para
evitar a formacdo de dimeros de adaptadores.

Posteriormente, uma PCR assimétrica foi feita com o adaptador SNX-F para
restabelecimento das fitas duplas de DNA. As amplificacGes foram feitas com um
volume de reacdo de 50 uL, contendo: 100 ng DNA, 1 X Tampéo de Thermopol®, 2
mM de MgSO4, 8 mM de dNTP’s, 0,5 U de Taq Thermopol® e 10 pmoles de adaptador
SNX-F; nas seguintes condi¢des: 72°C durante 5 min, 95°C durante 5 min, seguido de
25 ciclos (95°C durante 45 s, 62°C durante 1 min e 72°C durante 2 min) e uma extenséo
final de 72°C durante 10 min.

Os fragmentos gerados pela PCR assimétrica foram ligados aos adaptadores e
hibridizados com sondas biotiniladas de motivos dinucleotideos (AG)12, (TG)12 e
(AC)12, trinucleotideos (AAG)s, (AAT)12, (AAC)s e (ATC)s e tetranucleotideos
(GACA)s e (GATA)7. Os fragmentos hibridizados foram capturados com nanoesferas
magnéticas com auxilio de um concentrador magnético de particulas.

O DNA enriquecido foi amplificado e purificado com o kit QIAquick (QlAgen).

A clonagem dos fragmentos foi feita utilizando o kit pGEM-T Easy Vector Systems
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(Promega), que consistiu na ligacdo dos fragmentos de DNA ao vetor, seguido da
transformacdo por choque térmico em células competentes de Escherichia coli JM109
(Promega). Em seguida as células foram cultivadas em meio solido InMedia AmpBlue a
37°C por 16h, um segundo cultivo foi feito a partir das col6nias positivas no meio LB a
37°C, durante 16h a 200 rpm. Ao final do processo de clonagem, foi extraido o DNA
plasmidial, seguindo o protocolo padréo.

A biblioteca gendmica gerou um total de 186 clones positivos onde todos foram
sequenciados no Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems). Trinta e nove clones
com tamanho compativel para discriminacdo de alelos em poliacrilamida foram
selecionados, dos quais 24 apresentaram repeticdes dinucleotidicas, quatro foram
trinucleotidicas, nove apresentaram  repetices tetranucleotidicas e duas

pentanucleotidicas. Todas as repeticdes foram classificadas como perfeitas (Tabela 2).

Tabela 2. Clones de microssatélites de pacamd@ com respectivos tamanhos e motivos.

Clone  Tamanho (pb) Repetices Clone  Tamanho (pb) Repeticdes Clone Tamanho (pb) Repetices
Lale01 135 (CA)11 Lalel4 220 (AGTA)8 Lale27 149 (TA)6
Lale02 140 (GM11 Lalel5 232 (CA)S5 Lale28 205 (TA)5
Lale03 310 (CTAT)17  Lalel6 235 (TAA)7 Lale29 188 (TG)9
Lale04 210 (CA)11 Lale17 235 (TATT)11  Lale30 168 (TA)5
Lale05 130 (CA)9 Lalel8 211 (TTCC)5 Lale31 125 (CA)9
Lale06 208 (GT)6 Lale19 211 (ATGG)6 Lale32 218 (TTCA)7
Lale07 237 (CA)6 Lale20 230 (TTA)S5 Lale33 218 (ATAAT)6
Lale08 162 (AC)6 Lale21 232 (TG)6 Lale34 263 (AG)5
Lale09 209 (GA)19 Lale22 238 (AATG)5 Lale35 136 (AG)5
Lale10 199 (CA)S Lale23 244 (TATT)15  Lale36 153 (TG)12
Lalell 195 (TAA)16 Lale24 170 (TAA) Lale37 194 (AC)5
Lale12 217 (AAAT)6 Lale25 156 (TA)8 Lale38 236 (AT)5
Lalel3 218 (TTATT)5 Lale26 156 (GA)5 Lale39 278 (TG)13

Em seguida as sequéncias dos clones selecionadas foram editadas e inspecionadas
no software BioEdit v.7.1.9 (Hall, 1999) e os primers de microssatélites, desenhados
através dos softwares GeneRunner v.3.01 (Hastings Software, 1994) e WebSat (Martins
et al., 2009).
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Otimizacao, amplificacdo e genotipagem dos marcadores microssateélite

Todos os primers foram otimizados via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
e as reagdes foram conduzidas utilizando-se as seguintes condigdes: desnaturacdo a
94°C por 4 min; 35 ciclos sucessivos de desnaturacdo a 94°C por 30s, anelamento por
45s, extensdo a 72° C por 1 min e extensdo final a 72°C por 10 min. Cada reacédo
continha 1U de Taq polimerase, 200 uM de cada dNTP, 10 mM de Tris-HCL (pH 8,3),
50 mM de KCI, 2,5mM de MgCl,, 1uM de cada primer e 100ng de DNA para um
volume final de 10 pL.

Em seguida os produtos gerados pelas PCRs foram separados por eletroforese
em gel de poliacrilamida vertical a 4% ou 5%, dependendo do tamanho do fragmento
esperado. A eletroforese durou em média 1 hora e 30 minutos a 2000 V, 60 MA e 55 W.
Ao término da corrida, o gel de poliacrilamida foi fixado com &cido acético a 10%,
seguido de coloracdo com nitrato de prata a 0,1% e revelado com carbonato de sddio. O
registro da imagem foi feito em um scanner. Ao final do processo de otimizag&o, sete
pares de primers polimoérficos (Tabela 3) foram selecionados de acordo com a definicéo
dos amplicons e reprodutibilidade.

Posteriormente, os sete marcadores foram utilizados para amplificar a populacao
de pacamd via PCR e seus produtos foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Um marcador de peso molecular de 10 pb (Invitrogen) foi utilizado para
estimar o tamanho dos alelos. Para a avaliacdo do tamanho esperado do genoétipo de
cada individuo foi utilizado o programa Molecular Imaging Software Version 4.0
(©1994-2005 EASTMAN KODAK COMPANY, Rochester, New York, (USA).

Tabela 3. Marcadores microssatélites para L. alexandri.

Loci Primers (5°- 3") T° anelamento Tamanho pb
Lale01 F: CTAGAGATGGTTGTGTGTGA 550 310
R: GTGGATGAGTAAATGTGGA
Lale02 F: AGCCGTTTCCATGGTTTCCA 65° 217
R: GGAGTTCCGTGCGTTATTGC
Lale03 F: GCGGCTGACTAAATACCCCA 65° 235
R: TTGGTTGCCCTGGACTGATC
Lale04 F: GGAGCAGAGGCATTGCAAAG 62° 188
R: TGCCCTTTCTGACCTTGTGG
Lale05 F: GGCCATGCATGCACACTTTA 61° 218

R: CCCCGACCCTATTCAGGAA
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Lale06 F: GACATCCCACCCAGCAAGAA 60° 218
R: CCGCAATAGCACCTTTCAGC
Lale07 F: ATTGGCGCATGGGTTGGAC 63° 162

R: CTCGGGCAAGAACTGTGAGATAG

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do software GENEPOP 4.0
(Raymond & Rousset, 1995), onde parametros, tais como numero de alelos (Na),
heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (He), desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e coeficiente de endocruzamento (Fis) foram calculados. Para estimar
o0 desvio do EHW foi aplicado o método da cadeia de Markov usando 0s seguintes
parametros: desmemoriza¢do = 1000, nimero de séries = 100, e nimero de iteracbes =
1000. O Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC) de cada marcador foi calculado
através do Microsatellite Toolkit 3.3.1 (Park, 2001).

Os alelos nulos sdo alelos ndo amplificados, que podem ocorrer devido a
substituicdes, insercdes ou dele¢des no sitio de anelamento dos primers (Callen et al.,
1993) resultando em um falso homozigoto. Podem aparecer quando ocorrem mutacoes
nas regides flanqueadoras impedindo que um ou os dois primers se liguem (Tavares,
2007) e a sua frequéncia em marcadores microssatélites ja foi relatada por alguns
autores (Bruford & Wayne, 1993; Li et al., 2003; Karlsson & Mork, 2005).

O software Micro-checker (Oosterhout et al., 2006) foi utilizado para verificar a
ocorréncia desses alelos (An). O nimero de alelos efetivos (Ae), ou seja, aqueles que
efetivamente passardo a geracdo seguinte e o nimero de alelos privados (Np), Unicos de
cada populacao, foram obtidos pelo programa GenAlEx 6.1 (Peakall & Smouse, 2006).
A significancia de mdltiplos testes foi corrigida pelo método de Bonferroni (Rice,
1989).

O tamanho efetivo populacional (Ne), ou seja, 0 numero de individuos capaz de
reter a variabilidade genética de uma populacdo e passar para a proxima geracao, foi
obtido pelo método indireto baseado no desequilibrio de ligacdo através do software
Ne-Estimator (Ovenden et al., 2007).
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Resultados

A variabilidade genética da populacdo de pacamd@ estd descrita na tabela 4,
considerando os genotipos de 32 individuos. Um total de 39 alelos foi encontrado para todos
os loci com uma média de 5,5 alelos, sendo o Lale06 o que apresentou 0 maior nimero de
alelos. Nenhum dos sete loci estava em desequilibrio de ligag&o.

A média das heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) foi de 0,603 e 0,659,
respectivamente. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi significativo apenas para o
locus Lale04 (Tabela 4).

Tabela 4. Diversidade genética de L. alexandri no rio S8o Francisco para sete marcadores
microssatélites. N, nimero de individuos; Na, nimero de alelos; Ae, nimero de alelos efetivos; Ho,
heterosigosidade observada; He, heterosigosidade esperada; Na, ocorréncia de alelos nulos; Np,
alelos privados; Fis, coeficiente de consanguinidade; desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), ns (ndo significativo), * p <0,05.

Populacéo Lale01 Lale02 Lale03 Lale04 Lale05 Lale06 Lale07 Média
N 29 24 29 30 25 31 32 -
Na 7 4 8 5 4 9 2 5,571
Ae 5,881 2,043 6,094 2,219 2,148 4,491 1,098 3,553
Ho 0,827 0,500 0,758 0,400 0,720 0,741 0,281 0,603
He 0,844 0,521 0,850 0,558 0,545 0,790 0,507 0,659
Na Nao Nao Nao Sim Nao Nao Sim -
Np 1 3 5 5 4 8 - -
Fis 0,020 0,041 0,109 0,287 -0,329 0,061 0,449 0,091

PIC 0,807 0,469 0,814 0,509 0,458 0,745 0,375 -
HWE ns ns ns * ns ns ns -

Em relagdo ao coeficiente de endogamia (Fis) a populacéo apresentou média de 0,091 (Tabela
4) e o contetdo de informagdo polimorfica (PIC) variou de 0,375 a 0,814 (Tabela 4). Os loci
Lale0O4 e Lale07 foram os unicos que apresentaram alelos nulos e o tamanho efetivo da
populacéo (Ne) foi menor que 100.
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Tabela 5. Tamanho efetivo da populagdo (Ne)*

Submédio
Desequilibrio de ligacao 73,8
IC 95% 20,8 -

*NeEstimator v1,3; IC 95% = intervalo de confianca

Discussao

Os marcadores microssatélites tém sido bastante utilizados para o monitoramento
genético, principalmente através da avaliagdo de sistema de cruzamento, fluxo génico e
estrutura genética dos estoques de varias espécies de peixes (Yue & Orban, 2002). Apesar de
o0 Brasil possuir uma grande diversidade de peixes de dgua doce, com interesse para o cultivo
e pesca extrativa, ainda existe uma reduzida quantidade de trabalhos utilizando marcadores
genéticos para a avaliacdo dessas populacdes (Oliveira et al. 2009).

Os loci microssatélites desenvolvidos para o L. alexandri demonstraram um alto grau
de polimorfismo. Porém, esse valor é menor ao encontrado para outras espécies de
siluriformes, como é o caso do Pseudoplatystoma corruscans (Dantas et al. 2013) que
também ocorre no rio S&o Francisco.

O estudo sugere que essa baixa quantidade de alelos seja explicada como um reflexo
da reducdo da populacdo, que provavelmente sofre ao longo dos anos com o0s Varios
barramentos do rio Sdo Francisco para a construcdo de usinas hidrelétricas, ou pelo fato de
que espécies ndo migradoras podem apresentar menor variabilidade genética que espécies
migradoras (Ward et al., 1992; Lassala & Renesto, 2007).

Com relacéo ao contetdo de informacdo polimdrfica (PIC), a maioria dos marcadores
desenvolvidos apresentou-se altamente informativo, podendo ser utilizados para estudos sobre
estruturacdo populacional, diversidade genética e outros de grande relevancia para a espécie.

Uma medida fundamental para avaliar a diversidade genética em populacdes é a
heterozigosidade, que determina a variagdo por loco em uma populacdo e ¢ uma medida
importante para validar marcadores.

No presente estudo os valores de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He)
foram semelhantes e apenas um dos marcadores desenvolvidos apresentou desvio

significativo do EHW, o que parece ter sido ocasionado pela presenca de alelos nulos e a sua
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ocorréncia € um problema comum em marcadores microssatélites (Callen et al., 1993;
O’Connell & Wright, 1997).

Benites (2008) estudando P. corruscans encontrou desvios de EHW em todas as
populacdes analisadas através de marcadores microssatélites e encontrou também alelos nulos
na maioria dos casos em que ocorriam os desvios. Os valores encontrados para o Coeficiente
de Endogamia (Fis) foram, em sua maioria, positivos sugerindo a presenca de homozigotos
nas amostras, o que pode ser explicado pelo fato de que esta espécie costuma se agrupar
enterrando-se sob a areia e ndo realiza grandes movimentos (Athié Guerra, comunicacao
pessoal), podendo favorecer o cruzamentos entre individuos aparentados.

Kincaid (1976) relata ao estudar truta arco-iris que os altos indices de endogamia
resultaram em alta incidéncia de deformacdo morfoldgica, na reducdo da taxa de
sobrevivéncia e diminuicao significativa no peso médio dos juvenis. Alguns autores ao avaliar
guppies (Poecilia reticulata) evidenciaram que a endogamia reduziu notavelmente a
tolerancia desses animais a salinidade e a temperatura (Fujio & Nakajima, 1992; Nakajima &
Taniguchi, 2001; Shikano et al., 2001a, b), enquanto Cena et al. (2006) constataram uma
relacdo negativa entre a endogamia e o crescimento de Sander vitreus.

Alguns autores como Guttman & Berg (1998); Oliveira et al. (2002); Lopera-Barrero
et al. (2006) e Povh et al. (2008) citam a reducdo da variabilidade genética como um dos
principais fatores que influenciam diretamente a susceptibilidade desses animais a variagdes
ambientais, podendo resultar na extingdo de espécies. Segundo Moreira (2001) e Porta et al.
(2006) essa reducdo pode afetar também o crescimento e até mesmo a reproducdo das
espécies.

Com relacdo ao numero efetivo populacional (Ne) que descreve quantos individuos
daquela populacdo sdo capazes de carregar a diversidade genética da populacdo (Wright,
1931), o valor obtido foi de 73,8 sugerindo, segundo Frankham (1996) que essa espécie
enfrenta uma redugdo em seu potencial evolutivo. Franklin & Frankham (1998) relatam ainda
valores referéncia entre 500 e 1.000 para que o potencial evolutivo das populacGes ameacadas
possam ser mantidas. J& Lynch & Lande (1998) recomendam valores de referéncia entre
1.000 e 5.000 para manter (a longo prazo) a seguranca genética dessas espécies.

Valores reduzidos de Ne em uma populacdo podem resultar em altas taxas de
endogamia, gerando descendentes aparentados (Eldridge et al., 1999; Lynch, 1996; Slate et
al., 2000) e esse & um dos critérios utilizados pela IUCN para inserir espécies na lista
vermelha de animais ameacados (Frankham, 2014).

O reduzido valor de Ne encontrado pode sugerir que com o tempo o0s descendentes dessa

populacdo venham a sofrer com altas taxas de endogamia e problemas resultantes, como: o
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acumulo de genes recessivos deletérios, reducdo da fecundidade, aumento da mortalidade,
retardo no crescimento, defeitos no desenvolvimento, aumento na susceptibilidade a doencas
e reducdo da plasticidade (Lacy, 1997).

Uma baixa diversidade e o aumento da consanguinidade podem resultar na
vulnerabilidade de espécies a extingdo (Lacy, 1997; Lynch, 1996). Alguns autores relatam que
os tamanhos ideais para evitar a fixacdo de genes deletérios é de 1000 individuos e para
proteger a populagdo de variacdo genética adaptativa seria de 10.000 adultos (Lynch, 1996)
porém em espécies vulneraveis a extin¢do e populacdes impactadas pelas acdes antropicas,
esse tamanho populacional é praticamente impossivel de ser alcangado.

No presente estudo foram desenvolvidos marcadores moleculares para a espécie
Lophiosilurus alexandri que serdo um legado permanente para espécie. Espera-se que essas
ferramentas possam servir de base para futuros estudos sobre a conservacdo, manejo da

espécie em seu ambiente natural e monitormaneto dos programas de repovoamento.
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