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RESUMO

O conhecimento da variabilidade genética é um pré-requisito importante tanto para uso
de estudo sustentavel como em programas de cruzamento visando o melhoramento de
organismos vegetal e animal para fins de producdo. O estudo da variabilidade de
populacbes tem sido possivel pelo desenvolvimento de varios marcadores moleculares.
Entre esses marcadores tem-se utilizado os microssatélites, usado para acessar a
variabilidade genética das populacdes por ter alto grau de polimorfismo. Os peixes de
agua doce constituem o maior grupo dos vertebrados das espécies classificadas. Apesar
da diversidade de peixes, ainda pouco se conhece sobre as caracteristicas bioldgicas,
ecologicas e genéticas de grande parte das espécies com possibilidades de uso na
producdo animal. Os peixes do género Brycon estdo entre 0s mais importantes na pesca
amadora e profissional e algumas espécies tém potencial zootécnico. Brycon falcatus,
uma espécie de médio porte, é encontrada nas bacias dos rios Amazonas e Tocantins,
principalmente em corregos tributarios de aguas claras. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a estrutura e os niveis de diversidade genética de populac6es naturais de
Brycon falcatus. Foram coletadas trés populacdes pertencentes a rios tributérios da bacia
do rio Araguaia e duas populacdes pertencentes a rios da bacia do Guaporé. Foram
retirados pequenos fragmentos da nadadeira caudal de cada individuo. Os locos foram
amplificados por PCR e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. O
gel foi corado com nitrato de prata e foto documentado. O tamanho dos fragmentos foi
estimado por comparacdo com marcador Ladder de 50 pb. Os tamanhos dos alelos
obtidos foram organizados para a montagem das matrizes de dados que foram
submetidas aos programas computacionais para verificar a variabilidade genética nas
populacdes. Os parametros que permitiram a determinacdo da diversidade genética intra

e interpopulacional foram o nimero de alelos por loco, riqueza alélica, heterozigosidade



xii

observada e esperada, equilibrio de Hardy Weinberg, indices Fst, anélise de variancia
molecular (Amova), indice de fixacdo, desequilibrio de ligagdo e o numero de
migrantes. Um dendrograma foi gerado a partir da matriz de distancia baseada nos
valores de distancia de Nei, 1978. Os locos foram polimorficos (média 10,4). O valor de
Fsr foi 0,32 e Amova 67,49% mostraram-se altamente significativo (P<0,05). As
populacbes bem definidas foram identificadas, indicando que h& estruturacdo das

populacdes na area estudada.

Palavras-chave: Estruturacdo genética, microssatélites, variabilidade



ABSTRACT

The knowledge of the genetic variability is an important prerequisite for sustainable
study as well as for crossbreeding studies that intend to improve plant and animal
organisms for production. The study of the population variability has been possible by
the development of many molecular markers, one of which is the microsatellite, which
has been used to access the genetic variability of the population for having a high level
of polymorphism. Freshwater fish form the biggest group of vertebrates of the classified
species. Despite the fish diversity, still there is lower knowledge about the biological,
ecological and genetic characteristics of much of the species with possibilities to use in
animal production. Brycon genus fish are some of the most important in amateur and
professional fishing, and some of the species have farm production potential. Brycon
falcatus is a medium sized species and is found in the basin of Amazon and Tocantins
Rivers, especially in tributary clear water streams. This paper has the objective of
evaluating the structure and the levels of genetic diversity of the natural population of
the Brycon falcatus. There have been collected three populations from the tributary
rivers of Araguaia River and two populations from the Guaporé Basin Rivers. Tiny
fragments were removed from the fin of each individual. These areas were amplified
with PCR and subjected to electrophorese in 10% polyacrylamide gel. The gel was dyed
in silver nitrate and was then photographed. The size of the fragments was estimated, by
comparison with the Ladder marker, of 50 pb (Invitrogen). The obtained allele sizes
were organized for the assembly of matrices of data that were submitted to computer
programs for verification of genetic varieties within the populations. The parameters
that allowed for the determination of the intra- and inter-population genetic diversity
were: Number of alleles per area, allelic richness, observed and expected heterozygoses,

Hardy Weinberg equilibrium, Fst indexes, molecular variation analyses (Amova),
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fixation indexes, linkage disequilibrium and number of migrants. The dendogram was
generated from the matrix of distance based in the Nei values of distance, 1978. Loci
were polymorphic (average 10.4). The Fst value was about 0.32 and Amova was
67.49% indicating to be highly significant (P<0.05).The well-defined populations were
identified, indicating that there is populations structure in the study area.

Keywords: Genetic structuring, microssatellites, variability
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Os peixes constituem o maior grupo dos vertebrados, com mais de 31.000
espécies classificadas, sendo que cerca da metade dessas espécies € de agua doce.
(Eschmeyer et al. 2010).

Apesar da diversidade de espécies de peixes, ainda pouco se conhece sobre as
caracteristicas biologicas, ecologicas e genéticas de grande parte das espécies com
possibilidades de uso na producdo animal. Na aquicultura, a formacao de estoques de
matrizes para a reproducdo, por exemplo, ainda depende de populagdes naturais;
portanto, o desenvolvimento de planos de manejo dessas populacdes é essencial para a
manutencdo da variabilidade genética dentro e entre populacdes selvagens, € necessaria
para a conservacdo das espécies (Lopera-Barerro 2007).

Varios tém sido os fatores identificados como causadores do declinio da
diversidade de peixes nos ecossistemas aquaticos do planeta, que vdo desde a
deterioracdo dos ambientes aquaticos por poluicdo, assoreamento e barramento de rios,
pesca predatdria e até a introducdo de espécies exdticas (Agostinho et al. 2005). A perda
da biodiversidade em ambientes aquaticos estd entre os mais sérios problemas
enfrentados pelos paises ao redor do mundo (Moyle & Leidy 1992), que comprometem
o funcionamento dos ecossistemas, sendo a sua conservacdo vital para os setores
econbmicos que utilizam os recursos aquaticos (Ehrlich & Echrlich 1992).

O estudo da variabilidade genética populacional e especifica tem sido possivel
pelo desenvolvimento de varios marcadores moleculares. Os microssatélites séo
marcadores considerados adequados aos estudos de variabilidade genética, pois
apresentam alto grau de polimorfismo e, atualmente, sdo muito utilizados nos estudos

de genética de populacGes (Henriques et al. 2007).



Os peixes do género Brycon, importantes na pesca amadora e profissional de
agua doce da América do Sul, séo reofilicos, habitam rios de &guas limpas e de alta
oxigenacdo, onivoros, atingem até cerca de 8 kg e varias espécies deste género vem
sendo criadas em cativeiro (Lima 2003).

Na implantacdo de uma piscicultura ou de programas de repovoamento €
importante verificar a variabilidade genética dos estoques e a estrutura genética das
populacdes naturais, a fim de selecionar aqueles individuos que efetivamente possam

contribuir na formacao destes estoques (Lopera-Barrero 2007).

1.1 Bacia Tocantins-Araguaia e Guaporé

O Estado de Mato Grosso possui em seu territorio as principais nascentes de trés
grandes regides hidrogréficas brasileiras: Amazonica (592.382 km?), Paraguai (363.447
km?) e Araguaia-Tocantins (132.238 km?), sendo essa a maior bacia localizada
inteiramente em territorio brasileiro e seus principais rios sdao o Tocantins e 0 Araguaia
(SEMA 2010).

O rio Araguaia, um dos sistemas fluviais de grande importancia da América do
Sul, percorre dois importantes biomas: a Floresta Amazonica, na por¢do norte/noroeste
(35% da area total), e o Cerrado (65%); nasce na serra do Caiap6 no paralelo 18°, na
divisa do Estado de Goias com o Estado de Mato Grosso a uma altitude de 850 m e
percorre uma extensdo de 2.115 km, forma a ilha do Bananal e vai confluir com o rio
Tocantins na divisa dos Estados de Tocantins com o do Pard; é formada pelo rio
Araguaia e afluentes, como os rios Forquilha, Cristalino, Piabas e das Gargas. A regido
drenada por esta sub-bacia abriga areas de ocupacdo antiga e consolidada, cujas origens
estdo vinculadas a exploracdo de diamantes. Atualmente, as atividades econdmicas
predominantes sdo a pecudria e o cultivo de soja (SEMA 2010).

A bacia Tocantins-Araguaia apresenta grande quantidade de lagos,
principalmente lagos de meandros e a constituicdo de uma planicie aluvial formada por
um mosaico de unidades morfossedimentares, que mantém um complexo de ambientes
aquaticos Iénticos e loticos.

As regibes do medio e do baixo Araguaia constituem &reas de grande
biodiversidade de animais aquéaticos e apresentam alta riqueza de espécies de peixes
(Centofante & Melo 2012; Melo et al. 2005). No curso médio do rio Araguaia, em

quatro lagos, praias e vegetacdo aquatica flutuante do Parque Estadual do Cantdo em



quatro periodos hidroldgicos, Ferreira et al. (2011) constataram 271 espécies de peixes,
dessas, 52,4% da ordem Characiforme, caracterizando o local como de alta
produtividade bioldgica e de ambiente em bom estado de conservacao.

A bacia hidrografica do rio das Mortes, localizada na regido Leste do Estado de
Mato Grosso, tem sua nascente na serra S8 Lourenco, municipio de Campo Verde
(MT) e deséagua no rio Araguaia, nas proximidades da ilha do Bananal, 7 km a montante
de Sdo Félix do Araguaia (MT), depois de percorrer uma extensdo de 1.070 km. O rio
das Mortes é o maior afluente da margem esquerda do rio Araguaia e um dos principais
cursos d’agua do Estado de Mato Grosso, sendo que o baixo rio das Mortes conecta-se
ao rio Araguaia, pela sua margem esquerda, por meio de cerca de 40 km de planicie
inundada, durante o periodo de cheia. Os principais afluentes a margem direita sdo os
rios Pareddo e Pindaiba, e a margem esquerda, os rios Suspiro, Aredes e Zinho. O
territdrio compreendido pela bacia insere-se totalmente no Estado de Mato Grosso, com
uma éarea total de 61.662,20 km: que corresponde a 6,8% da &rea total do Estado
(Rossete & Pinto 2010). O clima da regido € tropical de savana, com estacdo seca no
outono e inverno (abril a setembro) e chuvosa na primavera e verdo (outubro a margo)
(SEMA 2010). A estimativa populacional nos municipios pertencentes a sub-bacia do
rio das Mortes é de 219.458 habitantes (IBGE 2013).

Melo et al. (2007) caracterizaram a comunidade de peixes em seis locais da
porcdo inferior do rio das Mortes, em periodos sazonais distintos, que apresentou alto
valor de diversidade, resultante de uma riqueza e uniformidade elevadas, encontrando a
familia Characidae como o de maior abundancia, com 44,88% dos individuos
coletados.

A bacia hidrogréfica do Guaporé ocupa uma area de 43.961 km?> somente no
trecho brasileiro e, desta area, 15% encontram-se em unidades de conservagdo e em
terras indigenas; ja na margem boliviana do rio Guaporé, a partir da confluéncia com o
rio Verde, boa parte das terras encontra-se protegida pelo Parque Nacional Noel Kempf
Mercado, uma vasta reserva de 1,6 milhdes de hectares. Em 2003, no lado brasileiro do
rio Guaporé, foi construida a barragem na usina hidroelétrica - UHE Guaporé, que
formou um lago de 4 km? de extensdo, localizada a 100 km da nascente (Brasil das
Aguas 2007).

O rio Guaporé pertence ao sistema fluvial da bacia Amaz6nica, nasce na serra
dos Parecis, a uma altitude de 630 m, no Estado de Mato Grosso, percorre

aproximadamente 1.470 km até sua foz, a altitude de 131 m, no rio Mamoré. O rio



Guaporé e seus tributarios, de aguas de cor negra e sem poluigdo, estdo sujeitos a
inundacgdes periddicas, pela presenca em suas margens, pouco perturbadas, de muito
lagos, conhecidos localmente como “baias”, que se conectam aos rios durante a cheia,

formando imensas areas alagadas nas planicies ao redor (Fachin-Teran & Vogt 2004).

1.2 Subfamilia Bryconinae

A familia Characidae representa a maior e mais complexa familia da ordem
Characiforme e engloba a maior parte de peixes de dgua doce do Brasil (Britski et al.
1999).

A subfamilia Bryconinae inclui 40 espécies validas, constituindo um grupo de
ampla distribuicdo geografica, do sul do México até a Argentina, ocorrendo espécies
tanto transandina nos rios do Peru, Colémbia e do Equador, quanto cisandina,
encontradas nos rios das bacias da América do Sul, bem como em drenagem costeira do
Atlantico e Caribe (Lima 2003).

O género Brycon constitui um grupo de peixes migratorios (Howse 1992),
inicialmente descritos por Muller e Troschel (1844), foi caracterizado com base na
morfologia dentaria, principalmente na presenca de trés séries de dentes no pré-maxilar.
As espécies de Brycon sdo peixes de médio a grande porte, nos quais 0 comprimento
médio total varia de 15 a 70 cm em exemplares adultos. Habitam rios e ambientes
aquaticos associados a lagos marginais e as planicies de inundacdo, estes peixes vivem
principalmente em planicies florestadas, organizados geralmente em pequenos
cardumes, sdao onivoros, alimentando-se de frutos, sementes e pequenos vertebrados
(Lima 2003).

Os peixes do género Brycon estdo entre 0os mais importantes na pesca amadora e
profissional de agua doce da América do Sul. Como um reflexo de sua popularidade, as
espécies do género Brycon recebem diversos nomes populares ao longo de sua
distribuicao: “matrinchd”, “jatuarana”, “piabanha”, “piraputanga”, “piracanjuba” e
“vermelha” no Brasil, “sdbalo” no Peru e Equador, “palambra” ou “bocon” na
Venezuela, “yamu” na Colombia, “pirapitd” ou “salmon-criollo” na Argentina, Paraguai
e Uruguai (Lima 2001).

Algumas espécies do género Brycon sdo endémicas em bacias hidrogréaficas

brasileiras, tais como o Brycon. amazonicus (Spix & Agassiz 1829), na bacia



Amazodnica; o Brycon orbignyanus (Valenciennes 1850), nas bacias do Parana e
Uruguai; o Brycon lundii (Reinhardt 1874), no rio Sdo Francisco; o Brycon hilarii
(Valenciennes 1850), na bacia do rio Paraguai; o Brycon insignis (Steindachner 1877),
na bacia do rio Paraiba do Sul (Antunes et al. 2010) e, finalmente, o Brycon goulding
(Lima 2004) na bacia do Araguaia-Tocantins.

Na piscicultura, o género Brycon destaca-se pela presenca de algumas espécies
com elevado potencial zootécnico como o matrinxa (B. amazonicus), a piracanjuba (B.
orbignyanus) a piabanha (B. insignis) e a piraputanga (B. hilarii). Uma producdo de
espécies endémicas do género Brycon, em cada regido do pais, otimiza o desempenho
zootécnico das espécies cultivadas, ja que cada uma das espécies evoluiu e se adaptou
fenotipica e genotipicamente a sua bacia de origem, principalmente em relacdo aos
fatores climaticos (Zaniboni-Filho et al. 2006).

Estudos mostram que algumas espécies tém importancia como biocontroladores
e como biodispersores, tal como a espécie B. guatemalensis, identificada como um
agente biologico no controle de Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue
(Martinez-Ibarra et al. 2002), e também considerada um dispersor de sementes de Ficus
insipida (Horn 2011; Banack et al. 2002).

Muitas espécies do género Brycon encontram-se na Lista de Espécies Aquéticas
Ameacadas de Extincdo, entre esses o B. devillei (Castelnau 1855) e o B. insignis
(Steindachner 1877), ambos conhecidos como piabanha; o B. nattereri (Glinther 1864),
vulgarmente conhecido por pirapitinga; o B. opalinus (Cuvier 1819), denominado
também pirapitinga ou pirapitinga-do-sul; o B. orbignyanus (Valenciennes 1850),
denominado piracanjuba, picaranjuva ou bracanjuva e o B. vermelha, conhecido como
vermelha (IBAMA 2003)

1.3 Brycon falcatus

A espécie Brycon falcatus (Fig. 1), segundo Lima (2004), apresenta varias listras
estreitas longitudinais e listras retas ao longo do corpo, nadadeiras peitorais e pélvicas
claras, distinta mancha em forma de V no pedinculo caudal e nadadeira caudal.
Apresenta entre 66 a 82 escamas na linha lateral. E uma espécie de médio porte,
atingindo 30 cm, aproximadamente. Esta espécie é encontrada nas bacias dos rios

Amazonas e Tocantins, principalmente em corregos tributarios de aguas claras.



Fig. 1 Exemplar de Brycon falcatus, oriundo das bacias do Araguaia (A) e Guaporeé (B).

Esta espécie é conhecida pelo nome regional de “voadeira” na bacia dos rios
Araguaia ¢ Mortes e “matrinchd” na bacia do rio Guaporé¢, fazendo parte da alimentagao

dos pescadores e ribeirinhos.

1.4 Uso de marcadores moleculares

A variabilidade genética permite que uma espécie tenha capacidade de adaptacao
as constantes mudancas ambientais e a sua organizacdo infere sobre a estruturacao
genética da populagédo, oportunizando propostas de planos de manejo de conservagéo e
de reintroducdes, além de fornecer subsidios aos programas de controle de localidades
degradadas (Hartl & Clark 2010).

Tanto para o conhecimento de sistemas naturais como no desenvolvimento de
programas de cruzamento em organismos vegetais e animais, estudos sobre a
variabilidade genética tém se tornado um pré-requisito. O desenvolvimento de varios
marcadores moleculares permite a verificagdo da variabilidade genética populacional e
especifica de forma cada vez mais rotineira, inclusive na aquicultura, em que 0 uso
destas técnicas tem aumentado (Henriques et al. 2007).

Em meados da década de 1980, com o advento da tecnologia do DNA
recombinante e o desenvolvimento da técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase —
PCR, um método “in vitro” para a amplificacdo de fragmento de DNA, possibilitaram o
desenvolvimento de técnicas mais eficientes para a caracterizacdo de populacdes, por
meio da deteccdo do polimorfismo genético.

Marcador molecular pode ser considerado todo e qualquer fenétipo molecular
originado de um gene expresso (por ex., isoenzimas) ou um segmento especifico de



DNA (regibes expressas ou ndo). Os marcadores moleculares apresentam vantagens
sobre os marcadores morfoldgicos, pois podem ser analisados em qualquer estagio de
vida do organismo e, atualmente, existe ampla gama de marcadores moleculares com
duas classes, os dominantes e os codominantes.

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para a detec¢cdo
da variabilidade genética ao nivel de sequéncias de DNA, ou seja, para a deteccdo de
polimorfismos genéticos, usados tanto nos estoques em cativeiro como em populacdes
naturais. Entre os marcadores moleculares, o RAPD (Polimorfismos de DNA
Amplificados ao Acaso) tem sido utilizado em estudos de genética populacional de
Piaractus mesopotamicus Holmberg 1887 (Povh et al. 2009) e (Rodriguez-Rodriguez et
al. 2013), Colossoma macropomum Cuvier 1818 (Jacometo et al. 2010); Brycon
orbignyanus Eigenmann & Norris 1900 (Lopera-Barrero et al. 2010) e (Panarari-
Antunes et al. 2011), Oreochromis niloticus (Lupchinski JR et al. 2011; Oliveira et al.
2011), Salminus brasiliensis Cuvier 1816 (Gomes et al. 2011).

Os locos microssatélites, também conhecidos como SSR (Simple Sequence
Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats), consistem em sequencias curtas de DNA
com um a seis nucleotideos de comprimento repetidos em tandem e dispersas pelo
genoma nuclear de organismos procariotos e eucariotos (Litt & Luty 1989). Estes
marcadores tém sido considerados marcadores adequados em estudo de variabilidade
genética por serem abundantes, apresentarem alto grau de polimorfismo, serem
marcadores codominantes e por poderem ser analisados via PCR em que quantidades
pequenas de DNA sdo necessarias (Wright & Bentzem 1995).

A grande aplicabilidade dos microssatélites pode ser evidenciada pela
quantidade de artigos disponiveis na literatura para varios grupos (Etemad et al. 2012 -
Arroz; Silva et al. 2012 - Copaiba; Kroupin et al. 2013 - Trigo). Os trabalhos sobre
peixes, que utilizam microssatélites, abrangem estudos em variabilidade genética,
estrutura de populagbes com inferéncias sobre conservacdo e manejo de espécies,
estudos de padrdes de migracdo, efeitos de fragmentacdo de ambientes, sistemas
reprodutivos e relacdes filogenéticas entre taxas relacionadas (Abreu et al. 2009 —
Pseudoplatystomareticulatum; Calcagnotto & DeSalle 2009 - Piaractus mesopotamicus;
Matsumoto & Hilsdorf 2009; Pereira et al. 2009 - Pseudoplatystoma corruscans;
Lopera-Barrero et al. 2010 - Piaractus mesopotamicus; Povh et al. 2011 - Piaractus

mesopotamicus; Petersen et al. 2012 - tilapias).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Georges_Cuvier
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_H._Eigenmann
http://pt.wikipedia.org/wiki/Georges_Cuvier

Lopera-Barrero et al. (2014) utilizaram marcadores microssatélites para avaliar a
diversidade genética e a paternidade da progénies obtidos pelo sistema reprodutivos de
extrusao e seminatural de Brycon orbignyanus. Os resultados mostraram que existe uma
adequada variabilidade genética intrapopulacional, e sugere que o sistema de
reproducdo seminatural é indicado para reproducdo de B. orbignyanus em ambientes
controlados e em programas de repovoamento.

Sanches & Galetti (2012) utilizou sete locos microssatélites para identificar a
composicdo genética e analisar a diferenciacdo genética entre cardume reprodutivo e
amostras de populaces de Brycon hilarii de diferentes locais do rio Miranda. As
analises mostraram que a variagdo genética € semelhante entre as populacGes estudadas
e 0s microssatélites utilizados mostraram diferencas genéticas entre o cardume
reprodutivo e as populagdes amostradas.

Rodriguez-Rodriguez et al. (2010) utilizaram cinco locos microssatélites para
verificar a diversidade genética de um lote de Brycon orbignyanus usados em programa
de repovoamento e constataram que houve a preservacdo da variabilidade genética entre
0S genitores e a progénie. Lopera-Barrero et al. (2010) utilizaram marcadores
microssatélites para estimar a diversidade genética e a contribuicdo reprodutiva da
progénie de Brycon orbignyanus obtidos pelo sistema reprodutivo seminatural
utilizados em programa de repovoamento, cujo sistema se mostrou eficaz na

conservacao da variabilidade genética.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Considerando a relevancia bioldgica, a importancia econémica das espécies do
género Brycon e a escassez de estudos sobre a genética de populacGes da espécie
Brycon falcatus, o presente trabalno tem como objetivo: utilizar marcadores
moleculares do tipo microssatélite para avaliar a diversidade genética dentro e entre
populacdes naturais de B. falcatus oriundos da bacia do rio Araguaia e da bacia do rio
Guaporé, a fim de se obter dados que sirvam de subsidios para o desenvolvimento de

politicas de manejo e conservacao e uso comercial em piscicultura de B. falcatus.



111 - Diversidade genética de populacdes naturais de Brycon falcatus (Muller e
Troschel, 1844) nas bacias dos rios Araguaia e Guaporé, Mato Grosso, Brasil

Resumo

Os peixes do género Brycon estdo ente 0os mais importantes na pesca amadora e
profissional, algumas espécies tém potencial zootécnico. Brycon falcatus € uma espécie
de médio porte sdo encontrada nas bacias do rio Amazonas e Tocantins principalmente
em corregos tributarios de &guas claras. Neste trabalho, foram analisados locos
microssatélites para acessar a variabilidade genética em cinco amostras de B. falcatus
das bacias do rio Araguaia e Guaporé, Mato Grosso, Brasil. Os locos foram
polimorficos (média 10,4). O valor de Fsr foi 0,32 e Amova 67,49% mostraram-se
significativos (P<0,05). As populagbes bem definidas foram identificadas, indicando
que ha estruturacdo das populagdes na area estudada. Estes dados fornecem informacdes

sobre estrutura genética da espécie.

Palavras-chave: Estrutura populacional, microssatélite
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Genetic diversity of natural populations of Brycon falcatus (Troschel and Muller,
1844) (Characidae) in the River Basin of Araguaia and Guapore in Mato Grosso,

Brazil

Abstract

Fishes of the Brycon genus are among the most important between the amateur and
professional fishery, some species have farm production potential. Brycon falcatus is
medium sized and they are found in Amazon and Tocantins basins, mainly in the clear
water affluent streams. In this work, were analyzed six microsatellite loci to access
genetic variability in three samples of B. falcatus of the Araguaia and Guaporé River
Basin in Mato Grosso, Brazil. Loci were polymorphic (average 10.4). The Fst value was
about 0.32 and Amova was 67.49% indicating to be significant (P<0.05). The well-
defined populations were identified, indicating that there is populations’ structure in the
study area. Those data can provide information about the genetic structure of the

species.

Keywords: population structure, microsatellite
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Introducéo

O género Brycon constitui um grupo de peixes migratorios (Howse 1982). Este
género foi inicialmente descrito por Muller e Troschel (1844), caracterizada com base
na morfologia dentéria, principalmente na presenca de trés séries de dentes no pré-
maxilar. As espécies de Brycon sdo peixes que apresentam porte médio a grande porte,
com exemplares adultos que variam de 15 a 70 cm de comprimento total. Habitam rios
e ambientes aquaticos associados, como lagos marginais e planicies de inundacéo,
principalmente em planicies florestadas, vivem geralmente em pequenos cardumes, séo
onivoros, alimentando-se de frutos, sementes e de pequenos vertebrados.

Os peixes do género Brycon estdo entre 0s mais importantes na pesca amadora e
profissional de agua doce da América do Sul e varias espécies estdo sendo criadas em
cativeiro (Lima 2003) e, segundo Zaniboni-Filho et al. (2006), algumas espécies do
género Brycon tém elevado potencial zootécnico como matrinxd (B. amazonicus Spix
& Agassiz 1829), piracanjuba (B. orbignyanus Valenciennes 1850), piabanha (B.
insignis Steindachner 1877) e piraputanga (B. hilarii Valenciennes 1850) e ressaltaram
que as espécies sdo encontradas nas principais bacias hidrogréficas do Brasil. Assim,
cada regido pode cultivar a espécie endémica, evitando a translocacdo de peixes
exoticos, fator que pode pdr em risco a biodiversidade de cada local.

A espécie Brycon falcatus caracteriza-se como uma espécie de porte médio e o
comprimento total atinge 30 cm, aproximadamente, e pode ser encontrada nas Bacias
dos rios Amazonas e Tocantins, principalmente em corregos tributarios de aguas claras
(Lima 2004). E conhecida pelo nome regional de “voadeira” na bacia do rio Araguaia e
bacia do rio das Mortes, fazendo parte da alimentacdo de pescadores e da populacdo
ribeirinha. Na bacia do Guaporé, a espécie é popularmente conhecida como matrinxa ou
piabanha, peixe explorado comercialmente e capturado para subsisténcia de
comunidades ribeirinhas, alem de atrair praticantes da pesca esportiva (Rubio et al.
2011).

Os polimorfismos de microssatélites de DNA sdo ferramentas valiosas na
genética animal, ndo apenas na identificacdo individual e determinacdo de relacOes
familiares, mas também como fonte de marcadores genéticos informativos que podem
ser associados a caracteristicas quantitativas e serem empregados em programas de
melhoramento animal (Melo et al. 2008). O marcador microssatélites tém sido

amplamente utilizados no estudo genético de populagcdes de peixes nativos e de
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estoques, porque esses marcadores tém um padrdo de heranca codominante, grau de
polimorfismo e facilidade de anélise por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Matsumoto & Hilsdorf 2009; Pereira et al. 2009; Melo et al. 2013; Lopera-Barrero
et al. 2014).

No presente trabalho, procedeu-se o estudo de cinco populacfes naturais de
Brycon falcatus coletados na bacia do rio Araguaia e bacia do rio Guaporé, utilizando
microssatélites a fim de analisar a distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as

populagcbes amostradas.

Material e métodos

Foi coletado um total de 403 amostras de fragmentos de nadadeira caudal de
Brycon falcatus de espécimes inteiros oriundos de pesca amadora, no periodo de julho a
agosto de 2012, as margens do rio Araguaia (ARA), ribeirdo Antartico (ANT), cdrrego
ponte de Pedra (PON) (Fig. 1), rio Guaporé (GUA) e rio Verde (VER) (Fig. 2, Tabela 1)

na bacia do rio Araguaia e na bacia do rio Guaporé.

Fig. 1 Mapa da bacia do rio Araguaia, localizagcdo dos pontos de coleta.
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Fig. 2 Mapa da bacia do rio Guaporé, localizacdo dos pontos de coleta.

Tabela 1 Amostras de Brycon falcatus coletados na bacia do rio Araguaia e bacia do rio
Guaporé coletadas entre junho a agosto de 2012. Numero de individuos analisados (N)

Populagdo Bacia hidrogréfica RIO Coordenadas geogréficas N
ARA Araguaia Araguaia 15°53°21.52”S, 52°14°47.79°0 100
ANT Araguaia Antartico 14°44°55.99”S, 52°26°38.61”0 53
PON Araguaia P. Pedra 14°4°22.53”S, 52°36°4.33”0 49
GUA Guaporé Guaporé 14°4°17.02”S, 60°18°19.33”0 75
VER Guaporé Verde 14°28°55.32S, 60°28°55.48”0 126
Total 403

Para extragdo de DNA, foi utilizado o protocolo de extragdo com NaCl, descrito
por Lopera-Barrero et al. (2008). O DNA foi quantificado em espectrofotémetro com
absorvancia de 260 nm. As amostras foram diluidas para uma concentragdo de 10
ng/uL. Para conferir a qualidade do DNA, foi realizada eletroforese em gel de agarose
1%, conduzida em tampdo TBE 1X (500 mM de Tris-HC1, 60 mM de acido borico e 83
mM de EDTA) por 1 h a 70 volts. O gel foi visualizado sob radiacdo UV, apos ter sido
incubado em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) por 30 min. Posteriormente, a
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imagem foi capturada utilizando o programa Kodak EDAS (Kodak 1D Image Analysis
3.5).

Para este estudo foram avaliados 16 pares de “primers” de microsatélites
heter6logos, sendo nove descritos por Barroso et al. (2003) para Brycon opalinus e sete
descritos por Sanches & Galetti JR (2006) para Brycon hilarii.

As reacOes em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas para a amplificacéo
do DNA com os seguintes reagentes: DNA (10 ng/uL), Tampao (10X), MgCl, (50
mM), primer Forward (10 puM), primer Reverse (10 puM); ANTP (8 mM); Taq
polimerase (5 U/ uL, INVITROGEN), agua ultrapura, volume final de 13 pL.

Inicialmente, o DNA foi desnaturado a 94°C por 4 min e, em seguida, foram
realizados 30 ciclos, cada um consistindo de 1 min de desnaturacdo a 94°C, 45 segundos
de anelamento, em temperatura variavel para cada primer, 1 min de extensdo a 72°C e
extensdo final a 72°C por 10 min. As amostras amplificadas foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (acrilamida: bisacrilamida — 29:1)
desnaturante (6M de ureia), e conduzidas em tampédo TBE 0,5X (90 mM de Tris-Borato
e 2 mM de EDTA) a 180 V e 250 mA por 6 h. Para a visualizacdo dos alelos
microssatélite, foi utilizada a coloragcdo com nitrato de prata pelo método descrito por
Bassam et al. (1991). O gel foi submetido a uma solucdo de fixacdo (10% de etanol e
0,5% de &cido acético) por 20 min, corado (6 mM de nitrato de prata) por 10 min e,
posteriormente, visualizado (0,75 M de NaOH e 0,22% de formol a 40%) e fotografado
com camera digital Olympus.

O tamanho dos alelos foi calculado pelo programa Kodak EDAS-290, utilizando
DNA ladder (Invitrogen) de 10, 50 e 100 pb. O tipo e o tamanho dos alelos observados
nas populacdes de Brycon falcatus, com os “loci” microssatélites, foram organizados
em matriz de dados que foram submetidos aos programas computacionais gque
calcularam os parametros que permitiram a determinacéo da diversidade genética intra e
interpopulacional.

O numero de alelos, a heterozigose observada (Ho) e esperada (He), o teste do
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), o nimero de migrantes (Nm) e o indice de
fixacdo (Fis) de Wright (1978) foram calculados para cada “loci” usando o programa
GENEPOP 4.0.6 (Rousset 2008). No teste HWE, a deficiéncia ou excesso de
heterozigotos para os “loci” foi baseado no teste exato de Fisher e calculados pelo
método de cadeia de Markov (Markov chain length: 100,000; dememorizations:

10,000). A frequéncia alélica, a distancia (GD) e a identidade genética (GI) foram
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calculadas utilizado o programa POPGENE 1.31 (Yeh et al. 1999). A riqueza alélica foi
calculada usando FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 2002). A presenga de alelos nulos foi
verificada por meio do programa Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Os
valores de diferenciacdo genética Fsr (Weir & Cockerham 1984), o desequilibrio de
ligacdo e a analise de variancia molecular — Amova foram estimados pelo programa
Arlequim 3.1 (Excoffier et al. 2005).

Os indices de fixagdo Fst (Weir & Cockerham 1984) foram calculados por meio
do infinite allele model - IAM (Kimura & Crow 1964) para verificar a diferenciacdo
populacional. Como método de diferenciacdo dos valores de Fsr foi utilizada a defini¢cdo
de Wright (1978), em que valores entre 0,00 a 0,05; 0,051 a 0,15; 0,151 a 0,25 e >0,25
indicam pequena, moderada, alta e elevada diferenciacdo genética, respectivamente.

Um dendrograma foi gerado com base na distancia genética de Nei (Nei 1978)
os quais foram agrupados pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean) utilizando o programa MEGA version 5.0 software (Tamura et al.
2011).

Resultados

Analises intrapopulacionais e variacdo dos microssatélites

Dos 16 pares de “primers”, dez ndo amplificaram ou foram monomdrficos,
mostrando pouca especificidade, e ndo foram utilizados no presente estudo, sendo que
seis pares “primers” amplificaram nas populacGes da bacia do Araguaia e desses quatro
nas populacdes da bacia do Guaporé.

Nessas duas Ultimas analises, organizaram-se seis grupos de populagGes
definidas por: grupo | — todas as populacdes de Brycon falcatus; grupo Il — com trés
populacbes de (Araguaia, Antartico e Ponte de Pedra); grupo Il — populagdes de
Antértico e de Ponte de Pedra; grupo IV — populacGes de Antértico e de Araguaia;
grupo V — populacdes de Araguaia e de Ponte de Pedra; grupo VI — populacbes do
Guaporé e do Verde.

A caracterizagdo dos locos e a frequéncia de alelos em B. falcatus nas
populacbes da bacia do Araguaia mostrou que o nimero de alelos por locus variou de
dois (BoM 13) a sete (BoM 2), os tamanhos dos alelos encontrados na analise variou de

48 pb (BoM 5) a 180 pb (Bh 8), observaram-se 40 alelos privativos nas trés populacdes,
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ou seja, alelos encontrados em apenas uma populagéo, sendo nove alelos na populagéo
do Antértico, 17 na populacdo do Araguaia e 14 na populacdo Ponte de Pedra. Nas
populacdes da Bacia do Guaporé o numero de alelos por loco variou de trés (BoM 5) a
seis (Bh8, BoM 2 e 5), os tamanhos dos alelos variaram de 98 pb (BoM5) a 212 pb
(Bh8), 35 alelos foram detectados e deste, 31 sdo privativos apresentando frequéncias
variando de 0,007 a 0,533 (Tabela 2).

Tabela 2 Caracterizacdo dos locos estudados e frequéncia de alelos em Brycon falcatus

Locos Alelo (PB) ANT ARA PON GUA VER
BC48-6 130 0.112*
A=12 128 0.321 0.069 0.250
125 0.220*
122 0.005*
120 0.314 0.396
118 0.142* -
115 0.098*
112
110 0.538 0515 0.292 0.007 0.472
108 0.236*
100 0.529*
98 0.021*
Bh8 212 0.007*
A=15 210
205 0.053*
200 0.347* -
198
195 0.533*
190
188 0.037 0.049 0.020
185 0.027*
182 0.250%
180 0.233 0.235 0.032*
178 0.713*
175 0.422 0.745
166 0.010%
165 0.286*
BoM 2 170 0.120%
A=23 162
160 0.174%
158 0.092 0.040
152 0.141*
150 0.143*
148
144 0.391*
142 0.338 0.139
140 0.065*
138 0.387*
136
134 0.109%
132 0.141%
90 0.083*
87 0.146*
83
82 0.047*
80 0.132 0.165
76 0.509 0.311
72 0.160*
70 0.151 0.126
68 0.058*
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Locos Alelo (PB) ANT ARA PON GUA VER
BoM 5 118 0.052*
A=18 114
112 0.014*
108 — e 0.239*
106 0.043*
105 0.064*
104 0.087*
102 0.210*
100 0.074* 0.406*
94 0.234*
88 0.330*
84 0.202*
80
60 0.019*
56 0.559*
54 0.574*
52 0.168*
48 0.407 0.272
BoM 13 152 0.208*
A=7 150 0.792*
88 0.350*
82 0.021*
80 0.087*
76 0.558 0.979
70 0.005*
Bh 13 88 0.201*
A=7 86 0.289*
85 0.461
84 0.358*
82 0.304 0.173
80 0.152*
78 0.235 0.347
S: Tamanho do alelo, A: Numero de alelos, *: Alelos privativos

A analise intrapopulacional de frequéncia de alelos por marcador microssatélites
(Ho, He, riqueza alélica, Fis) em B. falcatus é apresentada na Tabela 3. A bacia do
Araguaia mostrou que as heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (He) e a
riqueza alélica nas populacdes tiveram uma variacdo respectivamente, de 0,00 (BoM
13) a 0,67(BoM2) e de 2,000 a 5,000 na populacdo do Antartico; de 0,15(BoM 13) a
0,82(BoM2) e de 3,000 a 7 na do rio Araguaia e de 0,04 (BoM 13) a 0,78(Bomb) e de
1,999 a 6,000 na populacéo de Ponte de Pedra, constatando-se, portanto, maior riqueza
alélica na populacéo do rio Araguaia, com o valor de 6,999 (BoM2) e a menor riqueza
na populagéo de Ponte de Pedra, que apresentou o valor de 2 (BoM13).

As populagdes da bacia do Araguaia apresentaram significativos desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg para a maioria dos “loci”. A populacdo do Araguaia teve
todos os valores de Fis positivo, uma indicacdo de déficit de heterozigotos. As
populagdes do Antartico e da Ponte de Pedra apresentaram dois valores negativos de Fis

indicando um excesso de heterozigotos.
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Nas populacdes da bacia do Guaporé as heterozigosidades observada (Ho) e
esperada (He) e a riqueza alélica nas populacdes tiveram uma variacao,
respectivamente, de 0,3768 (BoM 5) a 0,7296 (BoM 5) e de 4986 ( BoM 2) na
populacdo do Guaporé; de 0,1746 (BoM 5) a 0,7788 (BoM2) e de 6000 (BoM 5) na
populacéo do rio Verde. As duas localidades apresentaram desvios significativos do
equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os “loci”. As popula¢Ges amostradas tiveram

todos os valores de Fjs positivo, uma indicacao de déficit de heterozigotos.

Tabela 3 Analise intrapopulacional de frequéncia de alelos por marcador do tipo
microssatélites em Brycon falcatus

Locos ANT ARA PON GUA VER
BC48-6

NaN, 03/1 05/1 410 05/4 04/3
Ho 0.4151 0.2451 0.2917 0.4480 0.5520
He 0.5935 0.6254 0.6991 0.6261 0.6806
Fis 0.303 0.609 0.585 0.294 0.190
HWE(r) *(+) *(+) *(+) * *
Ag 3.000 4.451 4.000 4986 4000
Bh8

NaN, 03/1 5/0 3/0 05/4 04/3
Ho 0.5185 0.3786 0.4286 0.5333 0.4048
He 0.4318 0.6862 0.3936 0.5946 0.5882
Fis -0.203 0.449 -0.090 0.104 0.313
HWE(r) 0.403703(-) ns * (4) 0.801665(-) ns * *
Ag 3.000 4.693 2.997 5920 3998
BoM 2

NaN, 05/2 07/4 06/6 05/2 06/4
Ho 0.6038 0.7379 0.6304 0.4085 0.5000
He 0.6787 0.8204 0.7747 0.7107 0.7788
Fis 0.111 0.101 0.188 0.427 0.359
HWE(r) *(-) *(+) *(h) * *
Ag 5.000 6.999 6.000 5000 6000
BoM 5

NaN, 03/2 03/2 06/5 06/6 03/3
Ho 0.6296 0.2079 0.4468 0.3768 0.1746
He 0.5088 0.5875 0.7852 0.7296 0.3836
Fis -0.240 0.647 0.434 0.485 0.546
HWE(r) 0.086297(-)ns * (4) * (+) * *
Ag 2.979 3.000 6.000 6000 3000
BoM 13

NaN, 02/2 04/2 02/1

Ho 0.0000 0.1553 0.0417

He 0.3333 0.5613 0.0412

Fis 1.000 0.724 -0.011

HWE(r) * (+) * (+) 0.917411(-)ns

Ar 2.000 3.447 1.999

Bh 13

NaN, 3/0 04/4 3/0

Ho 0.3529 0.4706 0.4694

He 0.6463 0.7284 0.6259

Fis 0.456 0.355 0.252

HWE(r) *(+) *(+) *(+)

Ar 3.000 4.000 3.000

Na, NUmero de alelos por locos; Np = nimero de alelos privados; Ho, heterozigosidade observada; He,
hererozigosidade esperada; Fis, indice de endogamia; HWE, equilibrio de Hardy — Weinberg NS: Né&o significativo, *
Significativo P< 0.05; r, alelos nulos; Ag riqueza alélica.
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Analises interpopulacionais

A andlise de variancia molecular — Amova - caracteriza 0s grupos naturais bem
como a distribuicdo da variacdo entre populacdes, entre grupos de populacdes e dentro
das populagdes. Os resultados a seguir mostram a Amova para os seis grupos definidos
para o estudo (Tabela 4). A Amova considerando todas as populacdes em um Unico
grupo revelou que a maior parte da variabilidade se encontra dentro das populagdes (Fst
- 67.49%), a porcentagem de variacdo entre as populagdes apresentou valores de (Fst
-32.51%). Nas populagdes do grupo Il, a maior parte da variabilidade ocorre dentro das
populacdes (Fst = 69.82%) do que entre as populagdes, que apresentou valores de Fsr =
30.18%. O mesmo fato ocorre nas populagées como grupo |11, grupo 1V, o grupo V,
grupo IV que mostraram, novamente, que a maior parte da variabilidade encontra-se
dentro das populagdes, com valores de Fsr de 69.05%, 68.42%, 77.36% e 64,64%)%,
respectivamente. A variabilidade encontrada entre as populacdes dentro dos grupos
apresentou Fst de 30,95%, 31.58%, 22.64%, 35,35% para os grupos I, Ill, IV e V,
respectivamente. Os valores de Fgsr sdo altamente significativos p<0,05 (1023
permutacdes), demonstrando que ha estrutura genética nas populacbes estudadas, ou
seja, estes dados mostram grande diferenciacdo entre as subpopulagdes estudadas.

Tabela 4 Analise Amova considerando todos o0s grupos de Brycon falcatus em um mesmo
grupo utilizando o indice Fsr, entre populaces (EP) e dentro as populacées (DP)

Fonte de variagdo Grau de Soma dos Componentesde  Porcentagem de Fst
liberdade quadrados variagdo variagdo

Grupo I: Todas as populagdes

Entre populagdes 4 377.366 0.59112 3251 0.325

Dentro das populagoes 809 992.879 1.22729 67.49

Total 813 1370.246 1.81842

Grupo 1l: Araguaia, Antartico e Ponte de Pedra.

Entre populagdes 2 199.032 0.75965 30.18 0.302

Dentro das populagoes 409 718.715 1.75725 69.82

Total 411 917.748 2.51690

Grupo I1: Antértico/ Ponte de Pedra

Entre populagdes 1 68.452 0.65199 30.95 0.309

Dentro das populages 204 296.796 1.45488 69.05

Total 205 365.248 2.10687

Grupo IV: Antértico/ Araguaia

Entre populagdes 1 120.633 0.83846 31.58 0.316

Dentro das populagoes 312 566.705 1.81636 68.42

Total 313 687.338

Grupo V: Araguaia/Ponte de Pedra

Entre populagdes 1 73.658 0.54068 22.64 0.226

Dentro das populages 302 557.937 1.84747 77.36

Total 303

Grupo VI: Guaporé/Verde

Entre populagdes 1 125.163 0.65914 35.36 0,354

Dentro das populagtes 400 482.081 1.20520 64.64

Total 401 607.244

Fsr Indice de fixacdo; Amova: anélise de variancia molecular.
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Os valores de Fst confirmam a estruturacdo das populagdes de Brycon falcatus na
bacia do Araguaia e na bacia do Guaporé, como evidenciado pelo dendrograma (Fig. 3).

Existe fluxo génico para todos os locos das populacdes que foi estimado em
Nm = 10,4 migrantes por geracdo de acordo com Nei (1978) (Tabela 5), outra evidéncia
de diferenciacdo entre os grupos amostrais, tendo a populagdo do Guaporé como a mais
distante em relacdo as demais.

Antartico
{ Araguaia
Ponte de Pedra
— Verde
Guaporeé
IZI.I? D.IE EI.IE I].Id I1=3 EI.Ir2 DH EI?EI

Fig. 3 Dendrograma de UPGMA, utilizando a distancia de Nei, 1978, representando a
relacdo entre as populacGes analisadas de Brycon falcatus

Tabela 5 Resumo das estatisticas utilizadas nas combinacdes das populagdes de Brycon
falcatus

Todas Ara/Ant/Pon Ant/Pon Ant/Ara Ara/Pon Gua/Ver
Fst 0,32 0,30 0,30 0,31 0,22 0.35
Wright Elevada Elevada Elevada Elevada Alta Elevada
ID/DG 0,2137/1,5 0,2570/1,3 0,518/0,6 0,048/3,03
Nm 0,10 0,08 0,064 0,11 0,07

Fst, coeficiente de ancestralidade; Wright, diferenciacdo genética de Wright (1978); 1D,
identidade genética; DG, distancia genética; Nm, nimero de migrantes.

Discussao

Os locos microssatélites utilizados nas andlises das populacdes naturais de B.
falcatus mostraram polimorfismo, com valor médio de alelos de 13,6 consistente com o
valor em outras espécies de peixes, usando “primers” heter6logos como observado em
Pseudoplatystoma reticulatum (Abreu et al. 2009).

Valores de Fs positivo indicam que a heterozigosidade observada é menor que a
heterozigosidade esperada, fato observado em 77% dos valores estimados de Fs das trés
populacbes da bacia do Araguaia, em 100% dos valores estimados de Fis das duas
populacbes da bacia do Guaporé, resultados observados em outras espécies de peixe e
para Pseudoplatystoma reticulatum (Abreu et al. 2009) e para Pseudoplatystoma

corruscans (Pereira et al. 2009).
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Foi observado desvio significativo do equilibrio de Hardy Weinberg nos “loci”
dentro das amostragens estudadas, que pode ter ocorrido por diversos fatores, entre 0s
quais se cita o déficit de heterozigotos demonstrados por meio do indice de endogamia Fis.
As principais causas responsaveis por deficiéncia de heterozigotos, em uma determinada
populacdo, estdo o elevado nimero de alelos por loco, a existéncia de alelos nulos, o efeito
Wahlund, acasalamento preferencial e a endogamia (Pereira et al. 2009).

A estimativa da presenca de alelos nulos mostrou-se positivos em varios “loci”.
Os “loci”. BC58-6 e Bh 13 apresentaram alelos nulos nas trés popula¢bes da bacia do
Araguaia e outros apresentaram em uma ou duas populacgdes, como o Bh8 (Araguaia), BoM
2 (Araguaia e Ponte de Pedra), BoM 5 (Araguaia e Ponte de Pedra) e BoM 13 (Antértico e
Araguaia). A presenca destes alelos nulos para a maioria dos casos em que houve 0
desvio do equilibrio de Hardy Weinberg (87,5%) nas populacdes da bacia do Guaporé,
pode ter contribuido para déficit de heterozigotos.

Alelo nulo pode ser definido como qualquer alelo em um loco de microssatélite
que ndo é amplificado na PCR ou pode ser fracamente amplificado, mas néo é visivel
apos a detecgdo (O'Connell & Wright 1997). Segundo Callen et al. (2003), a existéncia
de alelos nulos parece ser comum em locos microssatélites, pois qualquer mutacao
dentro da sequéncia do DNA complementar aos “primers” pode inibir ou impedir sua
ligacdo, resultando na falta ou reducdo completa da amplificacdo dessa sequéncia. A
presenca de alelos nulos mostra resultados com implemento de individuos homozigotos,
resultando em perda de informagdes.

As estimativas da presenca de alelos nulos se mostraram positivas para 0s casos
em que houve desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo este evento a melhor

explicacdo para o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Analises interpopulacionais

Os resultados obtidos por meio da analise de Amova revelaram a ocorréncia de
diferenciacéo significativa entre as populacdes de B. falcatus e de elevada estruturagédo
geneética, cujo valor de variagdo molecular entre as populacbes foi de 32,51% (Fsr).
Existe estruturacdo genética para as populacfes analisadas com alta variabilidade
genética dentro das populagdes (67,49%). Outros estudos também tiveram resultados
similares a este, que relataram diferentes espécies de peixes migradores que mostram a

existéncia de divergéncias geneticas entre populacdes dentro de um mesmo sistema
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hidrogréfico, Piaractus mesopotamicus (Calcagnotto & DeSalles 2009), Brycon
orthotaenia (Sanches et al. 2012).

O fluxo génico para todos os locos e para todas as populacGes foi estimado em
Nm = 10 por geracéo, indicando que existem alguns alelos que ocorrem no genoma de
todas as populagfes amostradas. Outros estudos também tiveram resultados similares a
este, que relataram em diferentes espécies de peixes migradores, a existéncia de
divergéncias genéticas entre populacdes dentro de um mesmo sistema hidrografico, em
Pseudoplatystoma corruscans (Pereira et al. 2009), e Brycon hilarii (Sanches & Galeti
JR 2012). Em peixes migradores, o fluxo génico é possivel mesmo entre populacdes
distantes geograficamente. Nei (1987) sugeriu que valores acima de um migrante por
geracdo indicam que o fluxo génico constitui um fator positivo contra a diferenciacdo
genética entre populacbes. A existéncia de alelos privativos coloca em evidéncia que o
fluxo génico é pouco ou ausente e frequentemente presente em populagdes estruturadas.
Assim, esses dados reforgam a existéncia de estruturagdo firme nas populagdes de B.
falcatus analisados.

Uma das mais importantes caracteristicas das bacias hidrograficas em que as
amostras foram coletadas é a grande quantidade de lagos, principalmente lagos de
meandros, que tornam a regido do médio e baixo Araguaia, uma area de grande
biodiversidade de animais aquaticos, principalmente de peixes (Centofante & Melo
2012), o complexo mosaico de unidades morfossedimentares da bacia do rio Araguaia
contribui para que a planicie aluvial desse sistema seja um local de grande riqueza de
espécies (Melo et al. 2005), favorecendo a ocorréncia da variabilidade encontrada entre
as populacBes da bacia do Araguaia. As caracteristicas sazonais da bacia do Guaporé
possibilitam a formacdo de planicie de inundacdo, pela presenca em suas margens,
pouco perturbadas, de muitos lagos que se conectam aos rios durante a cheia (Fachin-
Teran & Vogt 2004), que abrigam uma grande diversidade de peixe, favorecendo a alta
diversidade encontrada nas populacéos.

Locais com impactos antropicos, com pouca mata ciliar em areas de varzeas e
lagos marginais destruidos ou com barragens que impedem a ocorréncia de fluxo
génico, tém apresentado resultados de diversidades genéticas baixas ou inexistentes.
Sanches et al. (2012), analisaram populacdes naturais de B. orthotaenia e Prochilodus
argenteus, utilizando “primers” heter6logos, Lopera-Barrero et al. (2010), analisaram
populagdes naturais e de estoque de Piaractus mesopotamicus, utilizando “primers

especificos”, Sanches (2007), analisou com marcador molecular populacdes selvagem
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de B. hilarii e encontraram baixos valores ou nenhuma diferenca significativa entre as
populagdes amostradas.

A diferenciacdo genética significativa entre amostras de B. falcatus indica que os
peixes deste sistema ndo formam uma Unica populacdo panmitica.

Para que possa existir mais do que uma populacdo dentro de um sistema
continuo de &guas, os peixes que ai habitam devem se organizar em unidades
reprodutivas geneticamente diferenciadas, de forma a manter sua integridade genética.
As bacias hidrograficas em que as amostras foram coletadas apresenta caracteristicas
sazonais que possibilitam a formacédo de planicie de inundacao, lagos de meandros, que
abrigam uma grande diversidade de peixe (Melo et al. 2005; Fachin-Terdn & Vogt
2004), favorecendo a alta diversidade encontrada nesse trabalho.

Os fatores envolvidos na manutencdo da integridade genética dessas unidades
populacionais ainda n&o foram estudados. A existéncia dessas subdivisdes
populacionais pode ser gerada pela adaptacao a diferentes condi¢cdes ambientais, fatores
regionais especificos podem contribuir para que as populagdes ndo tenham o mesmo
periodo de desova, a distancia geografica entre cada subpopulacdo ou até por
comportamentos especificos de cada grupo. No entanto, existem poucas informacdes a
respeito da biologia de B. falcatus.

Considerando a importancia ecologica e na alimentacdo das comunidades
ribeirinhas das duas bacias, os resultados apresentados constituem um elemento
particularmente importante para a gestdo e conservacdo da espécie B. falcatus,
colocando em evidéncia a importancia da preservagéo de cada populagéo.
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IV — CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores genéticos moleculares do tipo microssatélite mostraram-se
eficientes no estudo da variabilidade genética em populacdes naturais de Brycon
falcatus, das bacias dos rios Araguaia e Guaporé.

A diversidade genética significativa entre amostras de B. falcatus indica que o0s
peixes destes sistemas ndo formam uma Unica populacdo panmitica, nas bacias

estudadas.



