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Resumo — Prochilodus costatus é uma espécie endémica do rio S&o Francisco que apresenta habitos
bentopelagicos e detritivoros, destacando-se na atividade pesqueira de subsisténcia e comercial.
Tais caracteristicas ressaltam a importancia ecoldgica e econémica desta espécie, cujas populagdes
estdo sendo impactadas pelas atividades antropicas, a exemplo da implementacdo das obras da
transposicdo do rio S&o Francisco, o que pode modificar a estrutura e diversidade genética destas
populacdes. Diante deste cenério, este estudo apresenta uma andlise preliminar da variabilidade
genética em populagdes de P. costatus mediante o uso de marcadores do tipo microssatélites a fim
de gerar informacdes eficazes para programas de conservacdo. O numero de 79 individuos foi
coletado em quatro Sub-bacias, descritas como pontos de monitoramento do PISF, sendo analisados
para um locus microssatélite (Pcosl4), descrito na literatura para a espécie. Os resultados
encontrados revelaram consideraveis niveis de diversidade alélica intrapopulacional para a espécie
P. costatus, indicando que o locus Pcos14 sera Util em estudos de estrutura genética populacional de
P. costatus nos recursos hidricos envolvidos no PISF.
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INTRODUCAO

Considerada uma espécie endémica da bacia do rio Sdo Francisco e migradora de longa
distancia, Prochilodus costatus (Prochilodontidae/Characiforme), conhecido na popularmente como
Curimatd-pioa, Curimatd ou Curimaté (Castro e Vari, 2003; Carvalho-Costa et al., 2006), destaca-se
na atividade pesqueira de subsisténcia e comercial (Barbosa e Soares; 2009; Melo et al, 2013).
Concomitantemente, apresenta um relevante papel ecolégico devido aos seus habitos
bentopeldgicos e detritivoros, desenvolvendo um papel fundamental na ciclagem de matéria
organica em ecossistemas limnicos, enfatizando assim a sua importante participacdo em programas
de conservacéo (Barroca, 2012).

As condicBes naturais dos rios tém sido constantemente alteradas por intervencoes
antropicas, a exemplo dos barramentos relacionados as construgdes de hidrelétricas, o
desmatamento da mata ciliar e a introducdo de espécies de outras regides [Relatério de Impacto
Ambiental — RIMA (2004)], podendo ocasionar alteragdes na composigdo da ictiofauna, inclusive
do curimatd. Nesta vertente, a implementacdo do PISF (Projeto de Integracdo do Rio Sdo Francisco
com Bacias Hidrogréaficas do Nordeste Setentrional), empreendimento de infraestrutura hidrica que
visa a transposicdo das aguas do rio Sdo Francisco dos reservatdrios de Sobradinho e Itaparica para
bacias receptoras distribuidas em Pernambuco, Ceard, Paraiba e Rio Grande do Norte (Kosminsky e
Zuffo, 2009), pode gerar impactos diretos e indiretos sobre a ictiofauna local, estimada em 250 a
300 espécies (Alves, 2005), sendo 214 e 76 nativas e endémicas da bacia do rio S&o Francisco,
respectivamente (Barbosa e Soares, 2009). Aliada a intensa pesca, tais intervencdes prejudicam a
manutencdo dos estoques naturais em toda a bacia podendo contribuir para a diminuicdo da
abundancia de certas espécies de peixes ou mesmo a extingdo de algumas delas (Barroca, 2012).

Espécies com habitos migratérios, como o P. costatus, sdo afetados pelas barreiras
estabelecidas pelas acBes antropicas, uma vez que estas alteram as caracteristicas quimicas e fisicas
dos rios e, consequentemente, modificam o habitat natural desses peixes. Além de promover a
alteracdo do sistema e modificar a estrutura das comunidades aquéticas, estas interferem no
comportamento e na composicao da ictiofauna induzindo novos regimes de selecdo as populactes
(Barbosa e Soares, 2009), bem como levar a conexdo de populacdes anteriormente isoladas. Por
consequéncia, modificacBes na estrutura e diversidade genética da ictiofauna local podem ocorrer;
tornando imprescindivel o conhecimento prévio da variabilidade genética dessas populacdes.

Os microssatélites ou SSRs (Simple Sequences Repeats; Repeticdes de Sequéncias Unicas)
tém sido um importante marcador molecular em estudos voltados a genética de populacdes e
biologia da conservacdo, principalmente por apresentarem um alto grau de polimorfismo, natureza
codominante, heranca mendeliana e distribuicdo aleat6ria nos genomas (Boris et al., 2011; Nagpure
et al., 2013). Em peixes, a analise de dindmica e estrutura genética-populacional mediante 0 uso
dos microssatélites permite avaliar a variabilidade genética intra e interpopulacional, estimar niveis
de fluxo génico, bem como inferir sobre o tempo de isolamento entre as popula¢Bes naturais
(Moreira et al., 2007) resultantes de alteracdes ambientais.

O presente trabalho apresenta uma anélise preliminar da diversidade genética em populagdes
da citada espécie, mediante a empregabilidade de um locus previamente descrito para P. costatus,
ocorrentes em Sub-bacias doadoras (Moxotd, Brigida, Terra Nova e Pajel) e receptora (Apodi) de
aguas para a transposicao do rio S&o Francisco.
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MATERIAL E METODOS

Um total de 79 individuos de P. costatus foram coletados em quatro pontos de
monitoramento do PISF: PM 11- Riacho do Mel (Arcoverde-PE), Sub-bacia do rio Moxotd (33
individuos); PM 16 - Riacho Brigida (Parnamirim-PE), Sub-bacia do rio Brigida (13 individuos);
PM 17- Acude Terra Nova (Terra Nova-PE), Sub-bacia do rio Terra Nova (cinco individuos); PM
22- Acude Santa Cruz (Apodi-RN), Sub-bacia do rio Apodi (26 individuos). O DNA genémico foi
extraido a partir de tecido muscular usando o método de fenol-cloroférmio (Pearson e Stirling,
2003). A gquantidade de DNA foi determinada usando o espectrofotdmetro (FEMTO Cirrus 80 MB),
enquanto que a qualidade foi visualizada em gel de agarose 1%.

As PCRs foram realizadas em termociclador (Amplitherm Thermal Cyclers Tx 96 Plus) para
verificar a temperatura de anelamento dos primers (Pcosl4; Carvalho-Costa et al., 2006).
Posteriormente, as PCRs foram preparadas para um volume final de 10 uL, contendo 100 ng de
DNA gendmico, 1X Buffer Green, 1,5 mM MgCI2, 0,2mM de dNTPs, 10 pmol/ uL de cada primer
e 1U de GoTaq polimerase (Promega). O termociclador foi programado para uma desnaturacéo
inicial de 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos constituidos de 30s a 94°C, 30s a 48,5°C, 30s a 72
°C e extensdo final a 72° C por 20 min. Os produtos de amplificacdo foram inicialmente analisados
em géis de agarose 1,5% em tampao 0,5 X TBE corados com brometo de etidio e visualizados em
transiluminador.

A genotipagem dos individuos foi realizada em gel desnaturante de poliacrilamida a 6% em
1 x TBE corado com nitrato de prata (Creste et al., 2001), enquanto que o tamanho dos fragmentos
foi determinado com auxilio do ladder 10 pb (Invitrogen). O nimero de alelos, as heterozigosidades
observada e esperada e indice de diferenciacdo populacional foram obtidos mediante o programa
Arlequin (v. 3.5.2.2) (Excoffier e Lincher, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises indicaram que o locus Pcosl4 apresenta-se altamente polimdrfico, sendo
encontrados 26 alelos entre as populagfes, cujos tamanhos de fragmentos e frequéncias variaram
entre 120 - 250 pb (Tabela 1) e 0,006 - 0,14 (Tabela 2), respectivamente.

Tabela 1: Locus, sequéncias dos primers, motivo de repeticdo, temperatura de
anelamento do primer (Ta), tamanho dos fragmentos gerados (TF), nimero de alelos
observados (N) para um locus de microssatélite em Prochilodus costatus.

Locus Sequéncia dos primers Motif | Ta(°®C) | TF(pb) | N

F: CGTGAATGTGCTTTATATGC
Pcosl4  R: AATGCCATTTCTGATTAAGG (TC)e 485 120-250 26

Legenda: pb (pares de bases)

Tabela 2: Frequéncia de cada alelo microssatélite em individuos de P. costatus.

Alelos (pb)

120 \ 136 \ 166 \ 176 \ 178 \ 180 \ 182 \ 184 \ 186 \ 188 \ 190 \ 192 \ 194

3
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Frequéncia
alélica 0,006 0,006 0,032 0,006 0,032 0032 0025 0,006 0044 0,089 0,05 0,083

0,032

196 198 \ 200 \ 202 \ 204 \ 206 \ 208 \ 210 \ 212 \ 216 \ 218 \ 222 \ 250

Frequéncia

alélica 0,044 0,214 0,083 0,006 0,064 0,044 0,064 0013 0,025 0006 0006 0,013

0,019

Os dados estatisticos mostraram que as popula¢fes dos PMs 22, 11, 16 e 17 apresentam alta
heterozigosidade alélica a nivel intrapopulacional, ressaltando assim a presenca de diversidade
genética (Tabela 3). Os altos valores para o pool de individuos analisados assemelham-se aos
descritos por Carvalho-Costa et al. (2006) para uma amostragem da bacia do rio S&o Francisco (21
alelos em uma amostragem de 47 individuos, Ho e He igual a 0,89 e 0,92, respectivamente).

Tabela 3: Indices de Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) para as
populagdes de P. costatus com nimero amostral consistente.

Ponto de monitoramento Ho He
do PISF
PM 22 0,884 0,924
PM 11 0,878 0,849
PM 16 1 0,852
PM 17 1 0,8

Estes autores sugerem alta variabilidade genética para a espécie, possivelmente associada a
um longo isolamento das populacOes. Este fato ndo pode ser confirmado para as populagdes
analisadas no presente trabalho; uma vez que o indice de diferenciacdo populacional (Fst) foi igual
a 0.009 sugerindo que estas populacOes estdo conectadas. No entanto, vale ressaltar que apenas um
locus foi utilizado para esse estudo, tornando necessario a analise comparativa de varios loci para
resultados mais precisos e robustos sobre diferencia¢éo populacional.

CONCLUSAO

O locus Pcos14 indicou natureza polimorfica para as populac@es analisadas de P. costatus,
tornando-o Gtil em estudos populacionais. Por outro lado, o presente estudo ndo revelou
diferenciacdo interpopulacional mediante o locus avaliado, tornando necessaria a inclusdo de outros
loci microssatélites para gerar informacGes mais robustas a serem utilizadas em programas de
monitoramento e conservagdo da espécie em questéo.
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