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Diferenciacao genética de populagdes do teledsteo migratorio Pseudoplatystoma
corruscans (Siluriformes: Pimelodidae) na regido do reservatorio de Trés Marias, rio
Sao Francisco, Minas Gerais, Brasil.

Abstract

A construgdo de usinas hidrelétricas, poluigao dos rios e outras alteragdes ambientais
estao sendo responsaveis pelo desaparecimento de varias espécies de peixes no mundo.
O objetivo desse trabalho ¢ analisar a populacdo de Pseudoplatystoma corruscans na
regido da represa de Trés Marias no rio Sdo Francisco (Brasil) coletado em dois trechos
com diferentes condigdes ambientais. Microsatélites serdo usados para avaliar a
variacdo genética nos trechos e entre os trechos. Considerando a importancia econdmica
da pesca no rio Sdo Francisco estes dados fornecerdo importantes informagdes para o

manejo de peixes, aqiiicultura e na conservagdo da populacdo de peixes dessa espécie.

1- INTRODUCAO

Atualmente, ja foram descritas mais de 24,600 espécies de peixes viventes
compreendidas em 482 familias e 57 ordens (Nelson, 1994). Dentre elas
aproximadamente 23,000 espécies sdo de teledsteos, o que representa 96% de toda
diversidade de peixes (Helfman et al. 1997). Dessa forma, esse grupo provavelmente € o
maior ¢ mais diversificado dentre todos vertebrados (Nelson, 1994). No Brasil, ha mais
de 3,000 espécies de peixes descritos, sendo o pais com a maior riqueza de peixes de
agua doce do mundo (McAllister 1977). A ictiofauna do rio Sao Francisco é composta
aproximadamente por 152 espécies (Travassos, 1960; Britski et al., 1984; Sato &
Godinho, 1999). Dentre elas, 8% sdo espécies que migram durante o periodo
reprodutivo, sendo que sete delas sdo migradores de longa distdncia. Essas espécies
pertencem as ordens Characiformes e Siluriforme (Lins et al., 1997).

Pseudoplatystoma corruscans (Siluriformes - Pimelodidae) conhecido popularmente
como surubim, ¢ o maior ¢ de maior valor comercial teledsteo piscivoro do rio Sao
Francisco (Menezes 1956, Godinho et al. 1997). Sdo peixes migratorios de longa
distancia (Agostinho et al. 2003; Diaz-Sarmiento and Alvarez-Leon 2003; Sato and
Godinho 2003; Zaniboni Filho and Schulz 2003) que alcangam aproximadamente 3,3 m

de comprimento e podem pesar mais de 100 kg (Ihering, 1946). Dados recentes tém



mostrado que a quantidade de pescado representada pelo surubim, no rio Sao Francisco,
tem diminuido substancialmente (Godinho and Godinho 2003). Em uma importante
regido de pesca, o pescado de surubim diminuiu de 12 kg de peixe por dia em 1987,
para 3 kg de peixe por dia em 1999 (Godinho et al. 1997). O surubim representava em
1987, 86% de todo pescado do Sdo Francisco. Contudo, em 1999 essa espécie
representava somente 26% do pescado. Dessa forma essa espécie ja estd listada como
presumivelmente ameagada de extingdo no estado de Minas Gerais e segundo Godinho
2005, a construgdo de novas barragens no leito do Sao Francisco ird comprometer ainda
mais o futuro da espécie.

A construgdo de hidrelétricas causa severos danos a fauna e ao regime fisico do rio
(Graig, 1999). O maior impacto sobre a ictiofauna ¢ o impedimento dos movi mentos
migratdrios durante a reproducdo para a regido do rio a montante da represa, dificultado
0 acesso as lagoas marginais onde ocorrem as desovas (Graig, 1999; Junk et al., 1989;
Junk & Welcomme, 1990). No Brasil, varios impactos sobre a diversidade de peixes ja
sdo relatados. No rio Parand duas espécies de teledsteos foram extintas, Piaractus
mesopotamicus € Brycon orbignyanus devido a construcdo do reservatorio da
hidrelétrica de Itaipu (Lowe-McConnel, 1987; Agostinho et al, 1994; Agostinho &
Zalewski, 1995). No rio Sao Francisco, a represa de Trés Marias foi construida em 1960
com o principal objetivo de contencdo das cheias e producdo de energia elétrica
(Godinho & Godinho, 2003). Contudo esse barramento causou drésticos impactos
causados principalmente pela reducao do fluxo de dgua, diminui¢do da temperatura e da
oxigenacdo da agua. Alteragcdes histologicas nas gonadas da espécie Prochilodus
marggravii revelaram disturbios na reproducdo em espécimes logo a jusante da
barragem causada principalmente pela redu¢do da temperatura da 4gua o que nao ocorre
com espécimes a jusante do rio Abaeté onde as condi¢des de temperatura e oxigenagao
jé& foram restabelecidas (Sato et al, 1995).

Contudo, ndo ha informacdes sobre o efeito da constru¢do de represas na estrutura
genética da populacdo de peixes migratdrios neotropicais. O livre deslocamento dos
peixes pelo rio ¢ impedido pela represa, o que pode causar variagdo genética e mudanga
de freqiiéncia de alelos (Hatanaka ef al, 2003). Além disso, as mudancas fisicas geradas
criam um ambiente diferente a montante e a jusante da represa, o que pode influenciar
também na variagdo genética dos animais (Sato & Osorio, 1986).

Um dos marcadores moleculares mais utilizados sdo os microsatélites ou simples

seqliéncias de repeticdo (SSRs) o qual correspondem a seqiiéncias repetidas de 1-6 pares



de bases presentes em todos os genomas, tanto procaridticos quanto eucarioticos
estudados até agora (Zane, Bargelloni & Patarnello, 2002).Estdo presentes em regides
codificadoras e ndo codificadoras do DNA e sdo caracterizadas por um alto grau de
polimorfismo. Dessa forma, devido ao alto grau de polimorfismo, os SSRs estdo sendo
poderosos mapeadores gendmicos (Schuler et al 1996; Knapik et al. 1998) e uteis
ferramentas utilizadas para avaliar diferenciacdo genética de populacdes e auxiliar na
conservacao de recursos bioldgicos (Jarne & Lagoda 1996).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho € isolar e caracterizar novos microsatélites
em Pseudoplatystoma corruscans e analisar a variabilidade genética dos espécimes em
dois trechos do Rio Sao Francisco em diferentes condigdes ambientais. Estudos como
esse possui importancia relevante na conservacao da espécie e auxiliam no manejo € na

aqiicultura.

2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar novos microsatélites em Pseudoplatystoma corruscans e
analisar a variabilidade genética dos espécimes em dois trechos do Rio Sdo Francisco,
um a jusante da represa de Trés Marias e outro na confluéncia com o rio Abaeté, em

diferentes condi¢des ambientais.

2.2 Objetivos Especificos

= Caracterizacdo de loci de microssatélites da espécie Pseudoplatystoma
corruscans a partir do DNA gendmico extraido pela Técnica de
Fenolcloroférmio, digerindo-o com enzimas de restricio € o submetendo a

eletroforese.

= Amplificagdo das bandas encontradas entre 400-1,200 pares de bases utilizando
primers previamente descritos com a finalidade de avaliar a variagdo genética

em cada trecho e entre os trechos.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA

As coletas serdo realizadas durante trés anos sucessivos (2008, 2009, 2010) no
més de setembro durante o periodo reprodutivo. As coletas ocorrerdo no rio Sao
Francisco em dois trechos sendo um deles a jusante da represa de Trés Marias e o
outro na confluéncia do rio Sdo Francisco com o rio Abaeté aproximadamente 27km
de distancia do primeiro trecho. Em cada ano serdo coletados 44 espécimes, 22 em
cada trecho, totalizando no periodo de trés anos 132 espécimes. Para o deslocamento
no rio serd utilizado um barco previamente equipado e para a captura dos
exemplares serdo utilizadas redes de malhar. Os peixes foram dissecados e
fragmentos do figado foram retirados para a extragdo de DNA por meio do método

fenol-cloroformio.

3.2 PREPARACAO DO TECIDO

Fragmentos do figado serdo fixados em formol 10%, desidratados em
concentragdoes decrescentes de etanol (70%,80%,90%,100%) e embebidos em
parafina. Com o auxilio de um micrétomo (Laboratorio de apoio a Po6s Graduagao
do Departamento de Biologia Celular —-UFMG) serao obtidos cortes de 10mm e
estes serdo transferidos para tubos de centrifugagdo de 1,5ml. Serdo adicionados a
cada tubo de centrifugacdo, 1 ml de xilol aquecido a 65°C e mantido por 10 minutos.
O tubo sera entdo centrifugado a 14.000 xg durante 5 minutos, desprezado o
sobrenadante, seguido de novas trocas de xilol aquecido, até a remocao completa da
parafina. O precipitado serd reidratado com sucessivas trocas de etanol absoluto,
etanol 95% e 70% em agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA), sendo cada
troca precedida de homogeneizacdo e centrifugagdo a 14.000 xg durante 5 minutos.
7,4 ¢ EDTA 1 mM, pH 8,0) ¢ mantido a 4°C até¢ quantificacdo. Os precipitados

obtidos serdo submetidos as técnicas de extracdo de DNA descrita a seguir.



3.3 EXTRACAO DE DNA FENOL-CLOROFORMIO

O protocolo para a extracdo de DNA com fenol foi baseado no método descrito por
ISOLA et al.(1994). Serao adicionados ao precipitado 200 ml de tampao de lise (NaCl
1 M; Tris-HCI pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M pH 8,0; SDS 10%) estéril e proteinase K (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, EUA). Na concentracao final de 500 um/ml. Os tubos
serdo mantidos a 55° e banho Maria (Precision, vwr,OH,EUA) por 3-5 dias até a
completa dissolu¢do do precipitado. Sera adicionada proteinase K (10- 30ul de uma
solugdo estoque a 250mm/ml) em intervalos de 20h e os tubos serdo invertidos uma vez
ao dia. Para a inativacdo da proteinase K, os tubos serdo incubados a 95° durante 10
minutos.

Ap6s a inativacao serdo adicionados 1 ml de fenol saturado e tamponado (pH 8,0), e
os tubos centrifugados a 4.200 xg por 20 minutos, quando o sobrenadante sera
transferido para um outro tudo. Serdo entdo acrescentados 1 ml de fenol, cloroférmio, e
alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizados, e centrifugado a 4,200 xg por 20 minutos.
O sobrenadante serda novamente transferido para outro tubo de 1,5 ml. Para precipitagdo
do DNA genomico, serdo adicionados 2 a 3 volumes de etanol absoluto gelado (-20° ) e
1/10 do volume de acetato de amonio 7 M e o tubo serd deixado overnight a -20° . O
tubo sera centrifugado a 19.600 xg durante 20 minutos, o precipitado de DNA lavado
em etanol 70°, e apo6s evaporagdo do etanol a temperatura ambiente, o precipitado sera
dissolvido em 30-50 um de tampao TE (TRIS-HCL 10 mM, pH 8,0) e sera mantido a 4°

até a realizag¢ao do PCR.

3.4 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS LOCI DE
MICROSSATELITE

Esse método desenvolvido por Revaldaves ef al. (2005) descreve uma técnica
para isolamento e caracterizagdo de loci de microssatélites da espécie
Pseudoplatystoma corruscans.

Os loci dos microssatélites serdo isolados de uma biblioteca enriquecidos com loci

de dinucleotideos, seguindo os protocolos de Hamilton ef al. (1999).



Aproximadamente 10 pg de DNA de um individuo da espécie P. corruscans sera
usada a partir da extragdo por fenolcloroféormio, descrito em ISOLA ef al.(1994). O
DNA seré digerido com Dra I e Ssp I e serd feita eletroforese em 2% low-melting
agarose gel.

Os fragmentos de DNA que alcangarem de 400 a 1.200 pb (pares de base) serdo
extirpado do gel purificado com fenol-cloroférmio, e ligados a adaptadores:
Snxr 5'-P-GCTTCTGCTAGCAAGGCCTTAGA-3' e
Snx 5-CTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGC-3’.

O enriquecimento sera feito com oligonucleotideos (AC);s e (AG);s biotinilados
e beads magnéticos encapados com estreptavidina (Streptavidin Magnesphere
Paramagnetic Particles, Promega). O DNA recoberto sera amplificado usando os
adaptadores Snx como primers.
Os fragmentos amplificados serdo ligados no pGEM-T (Promega) e entdo usados na
transformagao de células DHSa Escherichia coli (Subcloning Efficiency DH5a
Competent Cells, Invitrogen).

Os DNAs plasmidiais serdo isolados usando fenol-cloroférmio e seqiienciados
com um seqiienciador automatico ABI Prism 377 usando o BigDye Terminator kit
(Applied Biosystems). Os primers flanqueadores foram feitos usando o software

PRIMER 3 (Rozen & Skaletsky, 1998).

3.5 - AMPLIFICACAO DOS LOCI DE MICROSATELITE

Serdo coletados 132 individuos em trés anos consecutivos nas regides A e B.
Serdo utilizados como controle a analise de 3 loci de microssatélites de
Pseudoplatystoma corruscans descritos previamente por Eloisa Revaldares, Luiz H.
G. Pereira, Fausto Foresti e Claudio Oliveira (2005). As reagdes de PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase) foram feitas com um volume total de 15ul contendo 100
ng de DNA, 200uM de dNTPs , 1.5-2.0 mM de MgCI2, 5 pmol de cada primer,
tampao PCR 1X (10 mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl2) e 1U de
Taq DNA polimerase (Labtrade do Brasil) Amplifica¢des foram realizadas em um
MIJ research model PTC-100 thermal cycler com o seguinte programa: inicialmente
ocorre desnaturacao a 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min,

56°C por 1 min e 72°C por 1 min, com uma extensdo final de 72°C por min. Os



primers foram marcados fluorescentemente com NED (PE Applied Biosystems) e os

produtos da PCR passaram por um seqiienciador automatico Perkin Elmer ABI 377.

Tabela 1 Trés loci de microssatélite de Pseudoplatystoma corruscans descritos por
Eloisa Revaldares, Luiz H. G. Pereira, Fausto Foresti e Claudio Oliveira (2005).

Locus,/
Acoession no.

Repeat motit

Primers (5'-3")

Peorl
AYT37063
Peor2
AYT 37064
Peors
AYT 37067

(TO),=0(TO),
(AG)y

(TCI,CCITT) 5

F: RRaCCOCRCCERTRRCCAETC

R: CRECCTGCTACTARCACRARRC
F: GATATCCARATRERCARIETT

R: TCTTCTSSCT TTTCCTCCT

F: GACTAAGAT TACACAGRGATTC
R: CTTGGTGEEERRRCRGET



4- CRONOGRAMA

1° Trimestre | 2° Trimestre | 3° Trimestre | 4° Trimestre

1 1213|1123 |12 3 ]1]2]3

Coleta de 44 individuos
nas regides a montante ¢ X

a jusante da represa de
Trés Marias (15 dias)

Obtencao dos
materiais/reagentes € X
verificagcdo de
equipamentos que serao
utilizados (25 dias)

Extragdo de DNA (40 X | X
dias)

Digestéao e eletroforese do
DNA extraido - duas
semanas (14 dias)

Purificagdo dos fragmentos
de DNA - dois meses (60
dias)

Amplificacdo do DNA
purificado - duas semanas
(14 dias)

Clonagem em Escherichia
coli do DNA amplificado -
trés semanas (21 dias)

Purificagdo do DNA
clonado - dois meses (60
dias)

Sequenciamento do DNA
plasmidial clonado - tres
meses (90 dias)

Amplificacdo e analise
dos loci (50 dias) X| x| X

Este projeto sera realizado em trés anos, portanto este cronograma se repetira a cada
ano.




5- ORCAMENTO

ORCAMENTO
. Valor em Doélar Valor em Real
Produto Fornecedor Quantidade
Unitario Total Unitario Total
Agarose Grau R$ R$
GTG LGC Biotecnologia 9 - - 400,00 3.600,00
Biotina Calbiochem 3 $95,00 | $285,00 | $218,50 | R$ 655,50
Recombinant DNA/Protein
Dra | Core Facility 3 $39,00 | $117,00 | R$ 89,70 | R$ 269,10
DYEnamic ET
DYE Terminator R$ R$
Kit (Mega BACE) GE Healthcare 1 - - 4.340,00 | 4.340,00
R$
Ethidium Bromide GE Healthcare 1 - - 331,00 R$ 331,00
R$ R$
dNTPs BioChain 10 $62,00 | $620,00 | 142,60 1.426,00
Primers e R$
Oligonucleotideos Prodimol - - - - 4.000,00
Taq DNA
polimerase com R$
tampao LGC Biotecnologia 1 - - 135,00 | R$ 135,00
R$ R$
pGEM-T Promega 5 $ 110,00 | $ 550,00 | 253,00 1.265,00
Recombinant DNA/Protein R$
Ssp | Core Facility 3 $50,00 | $150,00 | 115,00 | R$ 345,00
Streptavidin
MagneSphere
Paramagnetic $ R$ RS
Particles Promega 3 $344,00 | 1.032,00 | 791,20 2.373,60
Phenol:
Chloroform: R$
Isoamyl Alcohol GE Healthcare 1 - - 566,00 R$ 566,00
R$ R$
Sais GE Healthcare 1 - - 3.000,00 | 3.000,00
R$
Spermine Calbiochem 1 $120,00 | $120,00 | 276,00 | R$ 276,00
Spermidine Calbiochem 1 $62,00 $62,00 | R$62,00| R$ 62,00
R$ R$
Hospedagem Pensao do Tido Jodo 5 - - 840,00 4.200,00
R$ R$
Transporte Sio Geraldo 5 - - 300,00 1.500,00
R$ R$
Alimentacdo Marmitas da Titia Elza 5 - - 630,00 3.150,00
R$
TOTAL 31.494,20
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