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Resumo

Nas ultimas décadas, a crescente demanda por energia elétrica tem levado a construcao
de inlmeras usinas hidrelétricas, sendo que muitos rios tém se transformado numa sucessao
de reservatérios. Além de alteracbes no regime hidrico e bloqueio de rotas migratérias de
peixes de piracema, uma das conseqiiéncias do represamento € o isolamento de populacfes
nativas de peixes, podendo levar a efeitos como perda de variabilidade genética e depressao
endogamica, reduzindo o valor adaptativo médio populacional e aumentando o risco de
extingdo local de espécies. Assim, € de grande relevancia a realizacdo de estudos
populacionais em espécies cujo habitat esteja sofrendo fragmentacdo devido a construcédo de
barragens. Os marcadores moleculares do tipo microssatélite vém sendo amplamente
utiizados em analise populacional de varias espécies, pois apresentam alto grau de
polimorfismo, sendo que os loci sédo geralmente caracterizados por uma alta heterozigosidade.
O objetivo desse trabalho foi o isolamento de regiées microssatélites de Pimelodus maculatus,
conhecido popularmente como mandi ou mandi amarelo, para posteriores estudos
populacionais dessa espécie na Bacia do Rio Grande. Atualmente, estdo instaladas doze
usinas hidrelétricas nesse rio e em conseqiiéncia tem havido modificagbes na composicao e na
abundancia da fauna nativa de peixes. Apesar dessas altera¢des, Pimelodus maculatus ainda
€ encontrado com freqiiéncia em algumas regifes do rio e ndo sofre medidas de peixamento,
podendo se tratar de um bom modelo para estudos. O isolamento das regides microssatélites
foi feito a partir da construcao de uma biblioteca genémica e posterior varredura com sondas
de oligonucleotideos com varios tipos de seqiiéncias repetitivas marcadas radioativamente. Na
varredura foram encontrados cerca de 5% de clones positivos. Destes, foram seqienciados
118 clones e 82 (69%) possuiam algum tipo de seqiiéncia microssatélite. Foram desenhados
primers para 15 dessas seqiiéncias, e consegui-se a padronizacdo da PCR de 6 destes loci
que foram testados em 48 individuos coletados na represa de Igarapava. Foram observados
de trés a quatorze alelos por lécus, sendo que as heterozigosidades observadas e esperadas
variaram de 0,5 a 0,89 e de 0,53 a 0,95 respectivamente. Dos seis loci, todos exceto um (1V26)
nao apresentaram desvios significativos do equilibrio de Hard-Weimberg, indicando sua
utiidade para andlises populacionais. Espera-se que estes loci possam ser eficientemente
utilizados em estudos de variabilidade genética de Pimelodus maculatus, e que juntamente
com estudos de outras espécies da Bacia do Rio Grande, contribuirdo para o desenvolvimento
de estratégias de manejo e conservacdo que minimizem os efeitos causados pelo

represamento.
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Abstract

In the last decades, increasing demand for electric energy have led to the construction
of many hydroelectric power plants, and many rivers have been transformed into a succession
of reservoirs. Besides the flood regime changes and blocking of migratory routes of migratory
fishes, one of the consequences of the construction of dams is the isolation of native
populations, which can lead to effects such as the loss of genetic variability and endogamic
depression. This can reduce the fitness and increase the risk of local extinction of the species.
Thus, it is of huge relevance the accomplishment of populational studies in species which been
suffering habitat fragmentation because of the implementation of dams. Molecular markers as
microsatellites have been largely used in populational analysis of many species, because their
high level of polimorfism and the loci are usually known by their high heterozygosity. The
objective of this study was to isolate and to characterize microsatellite regions of Pimelodus
maculatus, known as mandi, for further populational studies of this species in Bacia do Rio
Grande. Currently, 12 hydroelectric power plants are built in this river and as a consequence
there have been many changes in the species composition and the abundance of native fishes.
Even in face of those changes, Pimedolus maculatus still can be frequently found in some
regions of the river and do not suffer stocking and thus may constitute a good model for
population studies. For the isolation of the microsatelittes, a genomic library was constructed
and hybridized with repetitive sequences of radioactively labeled oligonucleotides. About 5% of
the clones showed positive signal. Of 118 analyzed clones, 82 (69%) contained microsatellite
motifs, of which we were able to design primers for 15. Among these primer pairs, 6 showed
clear band patterns and were tested in 48 individuals collected from the Igarapava dam. We
detected three to fourteen alleles per locus and the observed and expected heterozygosities
ranged from 0.50 to 0.89 and from 0.53 to 0.95, respectively. Out of the six tested loci, all but
one (1V26) did not display significant deviations from Hardy—Weinberg expectations, indicating
its usefulness in population genetics studies. We hope that these loci will provide efficient tools
for the genetic variation analysis of P. maculatus and that, along with studies from other species
of the Rio Grande basin; it will contribute to the establishment of future management plans to

counteract the effects of the impoundments in this river.
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1. Introducao

O aumento populacional e o desenvolvimento industrial tém levado a uma
crescente demanda para a producao de energia elétrica. Nas Ultimas décadas,
muitos rios vém sendo represados em todo mundo para a construgéo de usinas

hidrelétricas.

O Brasil € um pais dotado de uma vasta e densa rede hidrografica,
contendo cerca de 15% de toda agua doce do planeta. Muitos de seus rios se
destacam pela extenséo, largura e profundidade. Em decorréncia da natureza
do relevo, predominam os rios de planalto que apresentam em seu leito
rupturas de declive, vales encaixados, entre outras caracteristicas, que lhes
conferem um alto potencial para a geracdo de energia elétrica. Cerca de 90%
da energia consumida no pais provém de hidrelétricas, e assim muitos rios
brasileiros tém sido transformados numa sucessado de reservatorios,
provocando inundacdes de grandes areas, alteracdes no regime hidrico e na

area de reproducdo da fauna aquatica (Martins &Tamada, 2000).

7

Um dos efeitos do represamento € o bloqueio de rotas migratérias de
espécies de peixes que necessitam de se deslocar a montante para desova no
periodo reprodutivo, fendbmeno conhecido como piracema. Peixes migratorios
necessitam de diferentes ambientes para as principais fases de seu ciclo de
vida, como crescimento, maturacdo sexual e reproducao (Larinier, 2000). A
migracdo desempenha um papel fundamental no sucesso reprodutivo, pois
além de ser um estimulo para o desenvolvimento das gbnadas, também
promove 0 encontro e uma alta concentracdo de ambos 0s sexos em local
favoravel a fertilizacdo, ao desenvolvimento (alta oxigenacdo) e com baixa
predacdo (baixa transparéncia da agua). O ciclo biolégico dessas espécies
também esta relacionado aos ciclos hidroldgicos dos rios, ou seja, 0s ciclos de
cheias e secas, que também sdo alterados com o represamento. Acima da
barragem a area estad permanentemente inundada pelo reservatério e abaixo
de barragem as cheias sdo reduzidas, ou ocorrem em periodos errados,
alterando a conectividade entre o rio e areas de reproducao, além de interferir

no estimulo para a desova (Carosfeld et al., 2003).
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Assim, espécies de peixes adaptadas a ambientes reofilicos sdo as mais
afetadas com a transformacdo subita do ambiente IGtico para Iéntico, pois as
adaptacdes e estratégias reprodutivas estavam associadas ao primeiro. Além
disso, a mudanca de condi¢cdes pode comprometer a abundancia das espécies
em VAarios aspectos, como a utilizacdo do espaco fisico, a oferta de alimento, a
qualidade da agua e do substrato (Braga, 2001).

Os efeitos das barragens em espécies de peixes vém sendo
documentados em todo o mundo (Morita & Yamamoto, 2001; Neraas & Spruell,
2001, Heggenes & Roed, 2006). Geralmente, ha um declinio da populacéo
devido @ mudanca de um ambiente de rio para um ambiente lacustre e também
pelo isolamento dos peixes migratorios dos locais de desova e alimentacéo.
Essa ruptura pode levar a uma extincdo local se habitats criticos forem
perdidos ou se tornarem inacessiveis (Godinho & Godinho, 1994, Neraas &
Spruell, 2001).

Gosset et al. (2006) confirmaram os varios efeitos negativos da
fragmentacao por barragens em uma espécie migratoria (Salmo trutta). Esses
peixes encontravam dificuldades de entrada nos tributarios onde se
reproduzem devido a baixa descarga de agua. Uma vez que conseguiam entrar
eram impedidos de continuar o0 movimento a montante pelas barragens, que
apresentaram varios niveis de dificuldade, dependo do nivel de agua e da
estrutura do obstaculo. Como esperado, a fragmentacdo do curso dagua
influenciou fortemente os padrbes de migracdo. Em longo prazo pode haver
isolamento reprodutivo dentre dos cursos d ’'agua, levando a formacdo de
unidades populacionais isoladas. Além disso, € provavel que a perda de tempo
e energia (a espera a jusante das barragens por um aumento na descarga)
possa comprometer 0 sucesso reprodutivo, assim com a probabilidade de
sobrevivéncia. A restricdo imposta pela fragmentacdo ao comportamento
migratorio e a selecdo de locais de desova pode levar a um decréscimo no

valor adaptativo da prole desses peixes (Gosset et al. 2006).
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1.1. Efeitos genéticos

Além do bloqueio de rotas migratorias a construcao de barragens em um
rio também pode levar a alteracdo de populacbes selvagens de peixes por
impedir o fluxo de individuos entre populacdes. A troca de genes entre
populacdes homogeniza as frequéncias alélicas entre essas populacdes e
determina os efeitos relativos da selecdo e da deriva genética (Balloux &
Moulin, 2002). Assim, o isolamento de populacdes pode levar a efeitos como
diminuicdo do numero efetivo, que aumenta as chances de deriva e

consequentemente a perda de variabilidade genética (Vrijenhoek, 1998).

Além disso, pode haver um aumento de endogamia, que é o0
acasalamento de individuos aparentados, podendo levar a depresséao
endogamica. Uma vez que a endogamia reduz o sucesso reprodutivo e a
sobrevivéncia e a perda de diversidade genética reduz a habilidade de
populacbes responderem as mudancas ambientais, muitos autores sugerem
que fatores genéticos contribuem para o risco de extingdo em espécies
ameacadas (DeSalle, 2005, Frankham, 2003).

Os niveis de heterozigosidade geralmente estdo relacionados com
parametros importantes na sobrevivéncia das espécies, como a eficiéncia
reprodutiva e resisténcia a doencas (Matioli, 2001). Spielman et al. (2004)
comparando os niveis de heterozigosidade de espécies ameacadas de
extincdo com a heterozigosidade de espécies semelhantes ndo ameacadas
concluiu que as primeiras apresentam niveis de heterozigosidade bem

inferiores.

Ao contrario do que alguns acreditam, mudancas genéticas e diferencas
significativas na resposta fenotipica ocorrem ndo apenas em uma escala de
tempo evolutiva. Mudangas marcantes podem ocorrer em poucas décadas se
as populacdes forem expostas a intensa presséo seletiva ou estiverem muito

sujeitas a deriva (Carvalho, 1993).

Dessa forma é necessaria a implementacdo de programas de manejo e
conservagao em espeécies sujeitas a fragmentacao por impacto antropogénico,

e que sO serdao realmente eficazes considerando os fatores genéticos
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(Frankham, 2003). O manejo de populacdes fragmentadas ainda é raro, mas €
umas das mais importantes questdes em genética da conservacao (Frankham,
2003). Quando realizadas com cautela, estratégias de aumento de tamanho
populacional e de fluxo génico entre populacbes, podem reduzir o risco de

deriva genética e de depressdo endogamica (Kohn et al., 2006).

Na tentativa de minimizar os efeitos causados por barragens, duas
principais estratégias de manejo vém sendo utilizadas pelas companhias
hidrelétricas: os sistemas de transposicdo de individuos através de escadas e

0s programas de repovoamento.

1.2. Sistemas de transposi¢cao e repovoamentos

Para a minimizacdo dos efeitos das represas sobre a ictiofauna, varias
medidas tém sido propostas e inseridas na legislacéo brasileira. A primeira lei a
respeito da construcdo de escadas para peixes no Brasil € a lei n°. 2.250 de 28
de dezembro de 1927. A citada lei estabelecia que “todos quantos, para
qualquer fim, represarem as aguas dos rios, ribeirdes e coOrregos, sao
obrigados a construir escadas que permitam a livre subida dos peixes”. A partir
de entdo, véarias outras leis a respeito da construcdo de escadas foram
instituidas e modificadas (Juras, 2001).

No estado de Minas Gerais, a legislacdo ambiental, artigo 1°da lei 12488
de 09/04/1997, torna obrigatéria a construcdo de escadas para peixes de
piracema em barragem edificada pelo estado. Segundo o paragrafo Unico deste
artigo, o disposto ndo se aplica quando em virtude das caracteristicas do
projeto da barragem, a medida for considerada ineficaz ou desnecessaria,

ouvindo-se entdo o Conselho Estadual de Politica Ambiental — COPAM.

A construcdo de escadas para peixes ainda € um tema controverso no
Brasil, pois existem ainda poucos estudos a respeito de sua real eficacia. A
construcdo generalizada de escadas, sem o conhecimento prévio da ictiofauna
presente, aliado a desconsideracdo de caracteristicas técnicas importantes
(declividade, vazao, posicao em relacdo ao eixo da barragem, etc.) necessarias

ao sucesso nha transposicdo dos peixes, mostrou-se equivocada, devido a
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constatacdo de que muitas espécies ndo conseguem utiliza-las (Juras, 2001). A
construgdo de mecanismos de transposicdo de peixes € também
extremamente dispendiosa e a construcdo indiscriminada, apenas para atender
a dispositivos legais vem declinando, em vista de observa¢des que, em muitos
casos nao haveria real necessidade. Por exemplo, em locais onde antes ja
havia barreiras efetivas para a migracdo, como corredeiras (Carolsfeld et al.,

2003).

Obras de transposicdo devem ser implantadas quando os estudos
indicarem sua pertinéncia, considerando a existéncia de peixes de piracema a
jusante, bem como as condi¢bes dos trechos a montante e a possibilidade
efetiva da reproducdo e do desenvolvimento inicial dos individuos jovens
(Juras, 2001). Diferentes espécies reagem aos obstaculos de forma diferente,
sendo que algumas conseguem subir as escadas, enquanto outras
estabelecem populacdes distintas nos fragmentos disponiveis do rio depois da
construcéo das barragens (Carolsfeld et al., 2003).

Neraas & Spruell (2001), determinaram o efeito da fragmentacdo de
habitat na estrutura genética de trutas (Salvelinus confluentus), causadas por
usinas hidrelétricas no rio Fork (EUA), através da analise de microssatélites.
Foi constatado que os individuos que se aglomeravam na base de uma
barragem pertenciam as populacdes a montante da represa. Isso indica que
esses individuos foram impedidos pela represa de realizar a migracao,
constatando a necessidade de mecanismos de transposicao.

Taylor et al. (2003), também demonstraram através de microssatélites,
que populagbes de outra espécie de truta (Oncorhynchus clarki lewisi) de
diferentes locais de uma bacia no Canadd eram compostas de unidades
demograficas distintas. Isso se deve ao fato de que a maioria da variagdo
molecular foi observada entre populacdes e devido também a alta frequéncia
de alelos restritos a algumas populagdes. Aléem disso, a significante divergéncia
entre populacdes acima e abaixo de barreiras é consistente com o isolamento
fisico e independéncia demogréafica, o que ressalta que procedimentos de
manejo devem levar em conta populacdes isoladas.

Assim, sistemas de manejo devem levar em conta as taxas histéricas de

fluxo génico entre as populacfes. Quando analises genéticas revelam que nao
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h& divergéncia substancial entre populacdes e evidéncias geograficas indicam
fragmentacao recente, as translocagcoes devem ser implementadas como forma
de manutencdo de tamanho populacional e evitar deriva e endogamia. Ao
contrario, quando as populacbes sdo separadas geograficamente e diferem
geneticamente, o melhor é manter cada uma em suas respectivas areas
(Vrijenhoek, 1998). Populacdes selvagens sao geralmente adaptadas a
condicbes do local onde vivem e a mistura de individuos de composicéo
genética muito diferente pode levar a depressdo exogamica (Amos et al.,
2001). Estudos em um grande numero de espécies demonstraram o fato de
que estruturacdo populacional pode ocorrer, mesmo dentro de pequenas
distancias, o que tem implicacdes para a conservacao da diversidade genética

nesses sistemas (Primmer et al., 2006).

Outra estratégia de manejo considerada uma alternativa aos sistemas de
transposicado sdo os repovoamentos de represas atraveés de peixamentos com
espécies nativas e que tem sido utilizada exaustivamente nas ultimas décadas.
Tais peixamentos se processam de duas maneiras: coleta e transposicao de
peixes adultos acumulados abaixo das barragens na época da migracdo ou
introducao de alevinos oriundos de estagdes de piscicultura.

Um programa de repovoamento tem que ter como base a preservacao da
variabilidade genética do ambiente natural, aumentado assim, 0 sucesso
adaptativo da espécie dentro de um ambiente de continuas alteracdes. A op¢ao
pelo repovoamento, deve, portanto levar em consideragdo a variacdo genética
existente dentro e entre populacdes distribuidas na bacia de influéncia do
reservatorio. Esta etapa € fundamental para o estabelecimento e a manutencéao
dos estoques fundadores na estacao de reproducdo, que deverao representar
a distribuicdo da variabilidade genética da espécie da regido. Assim, a
compreensao das diferencas genéticas entre as diversas popula¢cdes nativas,
bem como a composicdo das mesmas em cativeiro é uma etapa fundamental
para a manutencdo de estoques e possibilita um manejo genético em longo
prazo de espécies de peixes em programas de repovoamento (Hilsdorf &
Krieger, 1998)
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Além disso, programas de reproducdo em cativeiro devem possuir um
planejamento genético apropriado para evitar problemas decorrentes da
selecdo e do cruzamento de poucos individuos (bottlenecks), que pode ser
evitado com a constante introducdo de genes de estoques selvagens
(Vrilenhoek, 1998). Assim, andlises genéticas cuidadosas através de
marcadores moleculares podem ser utilizadas para monitorar a diversidade e

evitar perdas de alelos raros (Vrijenhoek, 1998).

1.3. A Bacia do Rio Grande

Atualmente 90% da energia consumida no Brasil € proveniente de usinas
hidrelétricas, sendo que as barragens do Rio Parana e de outras bacias
menores da regido sudeste geram mais de 70% dessa energia. Assim, 0s
principais impactos a peixes migratorios na Bacia do Rio Parana séo resultado
da construcdo de represas. Apds a deplecdo de estoques de grandes peixes
migratérios em grandes areas da Bacia do alto Parana, especialmente em
grandes tributarios como Tieté e Paranapanema, muita atencdo tem sido
voltada para uma possivel perda de variabilidade genética. Essa perda pode
ser resultante da fragmentacdo de habitats, perda de locais de desova e
especialmente devido a qualidade dos alevinos utilizados em peixamentos
(Carosfeld et al., 2003).

A Bacia do Rio Grande esta incluida no alto Parana. Sua éarea total
corresponde a 161000 Km?, dos quais 64% estdo no estado de Minas Gerais, e
0s restantes no estado de Sao Paulo. As nascentes do Rio Grande estdo na
serra da Mantiqueira, na altitude de 1250 m e o rio percorre a extensédo de
1301 km, com desnivel de 960 m, até a juncdo com o rio Paranaiba. Antes de
se juntar ao rio Paranaiba para formar o rio Parand, o rio Grande faz a divisa
do estado de S&o Paulo com o triangulo Mineiro (figura 1). E um tipico rio de
planalto, sendo que em grande parte corre encaixado entre gargantas

profundas, com sucessivas corredeiras e cachoeiras (Paiva et al., 2002).
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A primeira barragem construida no rio Grande foi uma pequena usina em
um braco da cachoeira do Marimbondo em 1930 (diferente da atual Usina
Marimbondo). A partir dos anos 50, comecaram as implantacbes de Usinas
Hidrelétricas de grande porte ao longo de todo o rio (figuras 2 e 3). Atualmente
no Rio Grande estéo instaladas doze usinas hidrelétricas € uma em processo

de licenciamento (tabela 1).

BACIA DO R10 GRANDE
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Fig. 2 - Localizacdo das represas no rio Grande (Fonte: Paiva et al., 2002)
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Volume do

. a L. o Ano de
Usina Poténcia (kW) reservatoério Municipio(s) ~
3 Implementacao
(Mi m~)
Piedade do rio
PCH Alto rio 27 900 600 Grande e Saptana _Em fase de
Grande do Gambaréu — licenciamento
MG
ltutinga e
Camargos 46.000 792 Nazareno — MG 1958
: ltutinga e
Itutinga 52.000 11 Nazareno — MG 1955
Funil 180.000 343 Lavras e Berdoes - 1969
Furnas 1.216.000 22.950 Alpinépolis — MG 1963
Peixoto (Marechal
Mascarenhas de 478.000 4.040 Ibiraci — MG 1956
Moraes)
Estreito (Luiz e
Carlos Barreto de  1.050.000 1.423 Rifaina - SP 1968
Sacramento — MG
Carvalho)
Rifaina — SP
Jaguara 424.000 450 Sacramento — MG 1970
garapava 210.000 235 Conquista — MG 1998
Igarapava — SP
Conceicéo das
Volta Grande 380.000 2.244 Alagoas — MG 1973
Migueldpolis — SP
Porto Colombia 320.000 1.524 Guaira — SP 1972
Planura — MG
Marimbondo 1.440.000 6.150 Fronteira - MG 1975
Icém — SP
Agua Vermelha : ~
(José Ermirio de  1.396.200 11.025 Indiapora — SP 1978
lturama — MG

Moraes)

Tabela 1 - Usinas Hidrelétricas situadas no rio Grande, MG. (Fonte: Paiva et al., 2002).
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Em consequéncia da implantagdo das represas hidrelétricas, o curso do
Rio Grande, atualmente, pode ser dividido nos seguintes trechos: Grande
Superior — represas de Carambéu, Piedade, Camargos, Itutinga, Sdo Miguel e
Funil, Grande Médio — represas de Furnas, Peixoto, Estreito, Jaguara,
Igarapava, Volta grande e Porto Coldmbia, Grande Inferior — represas de
Marimbondo e Agua Vermelha.

A presenca macica de Usinas Hidrelétricas nesse rio alterou suas
caracteristicas originais de corredeiras caudalosas para um ambiente quasi-
léntico, transformando a maior parte do rio em uma série de lagos artificiais e
em consequéncia tem havido modificacées na composi¢céo e na abundancia da

fauna nativa de peixes (Godinho & Godinho, 1994).

Atualmente, apenas dois mecanismos de transposicdo de peixes estao
ativos no rio Grande, a escada de peixes na Usina de Igarapava (implementada
em 2000 - a maior do seu tipo no Brasil) e um elevador de peixes na Usina do
Funil (implementado em 2003). A eficiéncia de ambos, no entanto, ainda esta
sendo avaliada e seguramente tem diferentes graus de sucesso em transpor

diferentes espécies.

Na Bacia do Rio Grande ocorrem cerca de 160 espécies de peixes
nativas, distribuidas por 21 familias. Nas represas ocorrem 97 dessas
espécies, compreendendo a 16 familias. Assim, as represas abrigam 60,2%
das espécies e 76,2% das familias que compde a ictiofauna do rio Grande
(Paiva et al., 2002).

O que se observa no rio Grande € que nao existe uma distribuicao
homogénea de espécies dentro das represas. Assim, vinte e cinco espécies
sdo encontradas em apenas duas represas enquanto trés ocorrem em onze
represas, havendo uma tendéncia decrescente de ocorréncia de espécies a
medida que se aumenta o numero de represas (figura 4). Algumas das
espécies nativas tém sido também introduzidas nas represas através de
programas de peixamentos executados pelas empresas de energia elétrica
(Paiva et al., 2002).
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Fig. 4 - Relacao entre a ocorréncia de espécies de peixes nativos e represas
hidrelétricas da bacia do Rio Grande (Fonte: Paiva et al., 2002)

Os peixes nativos da Bacia do Rio Grande identificados até o momento
pertencem a subclasse dos teledsteos, sendo dotados de esqueleto 6sseo, um
opérculo cobrindo as branquias e de boca situada na extremidade anterior do
corpo. A subclasse Teleostei se subdivide na Superordem Ostariophysi e
Acantoterygii. Na superordem Ostariophysi estdo duas ordens que
compreendem 0s principais peixes migratérios da bacia: a ordem
Characiformes e a ordem Siluriformes. Os representantes da ordem
Characiformes sdo peixes cobertos de escamas e abrangem quase um terco
dos peixes de agua doce sulamericanos. Os Siluriformes possuem o corpo liso,
sem escamas, podendo apresentar placas 6sseas ou escudos. Os bagres da
subordem Siluroidei podem ser reconhecidos pelos barbilhdes localizados de
cada lado das maxilas superior e inferior (CEMIG/ CETEC, 2000).

Os peixes migratorios sdo 0s que possuem maior importancia comercial,
pois por realizarem grandes jornadas, apresentam maior porte. Além de serem
importantes na pesca comercial pela carne apreciada, muitas espécies
constituem a principal fonte de subsisténcia para populacdes ribeirinhas, sendo

uma importante fonte de proteina.
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1.3.1. A espécie Pimelodus maculatus (Lacépéde, 1803)

A espécie migratoria da Bacia do Rio Grande escolhida para o presente
estudo - Pimelodus maculatus (figura 5) - pertence a ordem Siluriforme sendo

conhecida popularmente como mandi ou mandi amarelo.

Fig. 5 - Pimelodus maculatus com cerca de 25 cm de comprimento.

E um peixe de médio porte, podendo atingir 40 cm de comprimento e
pesar até 3 kg. Os barbilhdes maxilares sdo longos, alcancando a regido do
pedunculo caudal. O dorso € castanho escuro, com 3 a 4 séries longitudinais
de manchas negras sobre o flanco. Como a maioria dos peixes de couro,
habita o fundo dos ambientes aquaticos. O comprimento médio na primeira
maturacdo sexual varia de 12,5 a 18 cm para machos e 12 a 19 cm para
fémeas. E um peixe onivoro, alimentando-se de larvas bentdnicas de insetos,
algas, moluscos, peixes e fragmentos de vegetais. Alimenta-se bem no inverno,
acumulando gordura, que depois sera utilizada na maturacdo das gonadas,
para reproducdo no verdo. Desova de Novembro a Janeiro, com multiplos
eventos de desova durante esse periodo, uma caracteristica incomum para
espécies migratorias. Possui um dos menores o00citos entre espécies
migratorias, o que pode estar relacionado ao sucesso dentro dos reservatorios,
pois os ovos devem afundar menos rapidamente (Carolsfeld et al., 2003). E

importante na pesca, pois sua carne € muito apreciada.

E uma espécie de ampla distribuicdo sendo encontrada em varias bacias

hidrograficas da América do Sul. Pode ser encontrada em altitudes desde Om,

25



no delta platense (Buenos Aires), até cerca de 900 m na Bacia do Rio

Paranaiba, um dos formadores do rio Parana.

Anualmente, chegam a migrar cerca de 1.200 km/ano. Entre 1957 e 1962
foram transplantados mandis marcados, de Cachoeira de Emas, rio Mogi
Guassu, para o “lar de alimentacdo” (médio rio Grande) em junho-julho. E
durante os seis anos de estudos dos mandis marcados e transplantados, a
partir de novembro, foram recapturados varios deles em Cachoeira de Emas,
rio Mogi Guassu, ponto original de captura e de marcacao, provando o retorno
deles ao “lar de reproducdo”, onde nasceram e a necessidade migratéria.
(Schubart, 1962).

Na Bacia do Rio Grande, ainda é encontrado com frequéncia, e ainda nédo
esta sujeito a programas de peixamento, sendo assim um bom modelo para
analise da influéncia de barragens na estrutura populacional de peixes nessa
bacia. Braga (2001) constatou que essa espécie era a segunda mais
abundante no reservatorio de Volta Grande no Rio Grande, no entanto esta ndo
apresentou atividade reprodutiva na area, sendo esta utilizada somente para

alimentacao e crescimento.

Estudos realizados com o marcador RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) nos rios Tieté e Paranapanema (Almeida et al., 2003)
revelaram situacdes distintas da espécie nos dois rios. No rio Tieté as analises
demonstraram que populagdes localizadas no alto, médio e baixo Tieté séo
bastante homogéneas, formando um (nico grupo. Embora existam nove
hidrelétricas implantadas no rio, a presenca de eclusas para permitir a
navegacao possa estar permitindo a migracdo dos peixes. Ja no rio
Paranapanema foi encontrada uma diferenciacdo entre as populacdes do alto
do rio das populacdes do médio e baixo Paranapanema, havendo assim a
presenca de uma estruturacdo populacional. Embora haja seis hidrelétricas no
rio, a diferenciacdo populacional pode estar relacionada também a presenca de
varias corredeiras existentes previamente, que ja constituiam barreira ao fluxo
génico. Nesse caso, 0 mais apropriado seria a manutencdo das diferencas
entre as populacdes, pois pode haver adaptacdes locais que seriam perdidas

caso houvesse tentativa de mistura entre essas populagdes.
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Apesar de ser uma espécie importante na Bacia do Rio Grande e em
outras bacias do pais, outros estudos genéticos populacionais sdo escassos,
presumidamente pela indisponibilidade de marcadores moleculares especificos

para essa especie.

1.4. Marcadores moleculares e microssatélites

Em grande parte, a relevancia da genética da conservacao recai sobre a
premissa de que a variacdo de marcadores neutros reflete os niveis de
variacdo genética adaptativa e deletéria (Kohn et al., 2006). Por marcador
molecular define-se todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de
DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

O advento da biologia molecular permitiu que um vasto repertorio de
marcadores moleculares fossem desenvolvidos e aplicados a um grande
namero de questdes bioldgicas, desde mapeamento a genética de populagdes,
reconstrucdes filogenéticas, testes de paternidade e aplicagcbes na area
forense. Dentro da genética da conservacgéo, esses marcadores tem sido Uteis
na resolucdo de problemas taxondmicos em espécies ameacadas, no
planejamento e monitoramento de programas de reproducdo em cativeiro, no
entendimento de sistemas de acasalamento, na deteccdo da estrutura
geografica da variabilidade genética, no manejo de fluxo génico e no

entendimento de fatores que contribuem para o fitness (Vrijenhoek, 1998).

Desde a década de 60 marcadores morfologicos e protéicos tém sido
usados no estudo da variabilidade populacional em peixes. Com o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, diversos marcadores vém
sendo localizados em regides do genoma nuclear e mitocondrial. Dessa forma,
os marcadores moleculares tém se transformado em ferramentas importantes
no estudo e avaliacdo genética de populacbes de peixes selvagens e em
cativeiro (Hilsdorf & Krieger, 1998).
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A escolha do marcador depende do objetivo do estudo e é importante que
marcadores adequados sejam utilizados para que as analises sejam bem
sucedidas. Assim, de acordo com o nivel de diversidade a ser estudado é
necessario um determinado nivel de variabilidade do marcador. Geralmente
sd0 necessarios niveis altos de variabilidade para estudos intra-populacionais
como analise de parentesco, sistemas reprodutivos e histdria demografica
(Chenuil, 2006).

A partir da ultima década os microssatélites se tornaram um dos
marcadores moleculares mais utilizados em analise populacional (Schlbtterer,
2000). Também conhecidos como SSRs (simple sequence repeats) ou STRs
(simple tandem repeats) sao repeticbes em tandem de motivos de 2 a 6 pb,
sendo encontrados em todos genomas procariotos e eucariotos analisados até
0 presente momento (Zane et al., 2002). O mecanismo mutacional é conhecido
como “DNA replication slippage”, e consiste no desalinhamento das duas fitas
de DNA durante a replicacéo, levando a formacao de alcas nas fitas, o que
pode gerar um aumento ou diminuicdo do numero de repeticbes (Ellegren,
2004). Suas taxas de mutacdo sdo da ordem de 10° a 107?, duas a quatro

vezes maiores do que o conhecido para as isoenzimas (Estoup et al, 1998).

Assim, a maior vantagem desse marcador em relacdo a outros tipos de
marcadores é o alto grau de polimorfismo, pois os loci sdo geralmente
caracterizados por uma alta heterozigosidade (Ellegren, 2004, Schldtterer,
2000, Zane et al.,, 2002). Em regides codificantes a maioria das mutacdes é
eliminada por selecdo enquanto em regides nao codificantes, praticamente
todas as mutacdes irdo contribuir para o polimorfismo, a ndo ser que o locus
esteja proximo a uma regido codificante (Chenuil, 2006). Assim, comparado
com marcadores isoenzimaticos, em que muitas espécies e populagbes nao
exibem mais de dois ou trés alelos, os microsatélites podem apresentar mais

do que dez alelos em um locus (Goldstein & Pollock, 1997).

Devido a alta sensitividade da reacdo de PCR, os microssatélites também
tém sido os marcadores mais utilizados na éarea forense e em estudos de
amostragem néo invasiva (Petit et al., 2005). A extracdo enzimatica para
marcadores enzimaticos requer tecidos frescos ou congelados. Ao contrario, a

extracdo de DNA, seguida por PCR, permite uma amostragem em campo facil
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e ndo muito invasiva para organismos relativamente grandes e também anélise
de organismos pequenos, pois uma quantidade pequena de tecido conservado

em etanol pode ser utilizada (Chenuil, 2006).

Numa comparacdo entre microssatélites e isoenzimas realizadas por
Estoup et al. (1998) em populacbes de Salmo truta, os microssatélites
detectaram diferencas genéticas nado registradas pelas isoenzimas. A
correlacdo entre distancia geografica e genética foram significantes no caso
dos microssatélites e ndo significantes no caso de isoenzimas. Isso sugere que
marcadores genéticos mais polimorficos como 0s microssatélites sdo mais
indicados para detectar isolamento por distancia entre populagdes

relacionadas.

Uma grande vantagem dos microssatélites em relacdo a outros tipos de
marcadores como RAPD e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) é
gue 0s microssatélites sdo co-dominantes, ou seja, € possivel identificar os
dois alelos de um locus. Além disso, outra desvantagem do RAPD é a

dificuldade de repeticdo dos resultados em alguns casos.

Quando comparado a marcadores mais recentes com os SNPs (Single
Nucleotide Polimorphism), foi constatado que duas ou trés vezes mais SNPs do
que loci microssatélites sdo necessarios para obter resultados comparaveis
para 0 mapeamento ou identificacdo de individuos. Além disso, uma vez
isolados, microssatélites acima de um determinado niumero de repeticbes sédo
geralmente polimorficos. J& o isolamento de SNPs requer a identificacdo de

sitios polimorficos em um conjunto de varias sequéncias (Schlotterer, 2006).

Enquanto o DNA mitocondrial tem sido mais eficiente em estudos
genealdgicos e evolutivos de populacdes, os microssatélites tém se revelado
melhores para andlise de dindmica e estrutura genética-populacional. Para uso
em analises intraespecificas, 0s microssatélites tém superado tanto
marcadores mitocondriais como outros que eram aplicados correntemente.
Entre 1758 artigos e primers notes publicados entre os anos 1992 a 2001 na
revista Molecular Ecology, 42,5% estdo indexados com marcadores

microssatélites (Hansen et al., 2001).
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Assim, esses marcadores vém sendo utilizados para as mais diversas
finalidades como; resolucdo de problemas taxonémicos (Roques et al., 1999),
entendimento de sistemas de acasalamento (Jones & Avise, 1997, Taylor et al,
2003) e determinacao de estrutura populacional (Small et al., 1998, Primmer et
al, 2006). Dessa forma, um grande numero de ferramentas estatisticas vém
sendo desenvolvidas particularmente para a analise de microssatélites, e que
podem detectar bottlenecks, estimar taxas de migragdo, como revelar o grau de
parentesco entre individuos (Hansen et al., 2001). Além disso, o
desenvolvimento dos microssatélites também foi de grande relevancia para a
construcdo de mapas genéticos em um grande numero de espécies (Petit et al,
2005). Na éarea forense, tem sido proposto sua utilizacdo para a identificacéo
de animais comercializados ilegalmente e também para um rapido a acesso a
estudos de biodiversidade (DeSalle & Amato, 2004).

Esse tipo de marcador também pode ser (til para designar individuos
como sendo de uma determinada populagdo através de “assignment tests”
(Hansen et al., 2001, Heggenes & Roed, 2006), assim como avaliar sua
composicdo e o grau de miscigenagcdo com individuos ndo nativos ou
provenientes de estoques (Bravington & Ward, 2004), detectando introgressao
e hibridizacdo (Taylor et al, 2003). Nos “assignment tests” para cada individuo
analisado é calculada a probabilidade de pertencer a cada uma das populacdes
possiveis. O individuo é incluido na populagdo da qual seu genoétipo € mais
provavel de ser originado (Hansen et al. 2001). Assim, num contexto de
conservacgao, esses testes podem ser utilizados para avaliar o efeito de peixes
de cativeiro em populacdes selvagens e determinar o quanto populacdes séo
nativas ou descendentes de estoques ou de imigrantes. Hansen et al. (2000),
determinaram através de “assignments tests”, a origem de individuos em
populacdes de trutas, e a ocorréncia de hibridizacdo entre peixes nativos e

oriundos de estoques.

Além disso, marcadores microssatélites tem sido utilizados principalmente
para andlise da diversidade existente dentro e entre populacbes de uma
determinada éarea (Taylor et al., 2003, Primmer et al. 2006), o que &
extremamente importante para a definicho de estratégias de manejo e

conservacao de espécies sujeitas a fragmentacao.
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Atualmente a principal limitagdo existente para o uso deste marcador € o
seu isolamento, que demanda esfor¢co técnico e tempo. O fato dos
microssatélites serem encontrados principalmente em regides ndo codificantes,
onde as taxas de mutacdo sdo maiores que a de regides codificantes impede o
desenvolvimento de “primers universais” como pode ser feito com DNA
mitocondrial (Zane et al., 2002). Embora alguns estudos demonstrem a
conservacao de regides flanqueadoras para microssatélites entre espécies
divergentes ha milhdes de anos (Rico et al., 1996), o melhor é utilizar, quando
possivel, loci especificos para a espécie a ser estudada. Um alto grau de
polimorfismo para um determinado locus em uma determinada espécie, muitas
vezes nao significa um alto polimorfismo desse locus em espécies relacionadas
e principalmente em espécies mais distantes evolutivamente (Zane et al.,
2002).

O isolamento de regibes microssatélites para peixes migratorios de
regides afetadas por barragens tera importancia fundamental para avaliagcdo do
impacto das barragens na estrutura genética das populacdes, orientando
estratégias de manejo e conservagao, assim como a necessidade de sistemas
de transposicdo. Esses marcadores também serdo Uteis em programas de
repovoamento, pois é de extrema importancia o conhecimento da estrutura
genética onde serdo introduzidos o0os novos individuos, bem como da

composicao genética dos individuos utilizados para o repovoamento.

Além disso, o0 isolamento de regibes microssatélites para uma
determinada espécie, permite como foi exposto acima, uma série de
possibilidades de estudos para a espécie, podendo ser aplicados a varios

outros contextos na conservacao da espécie.
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2. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi o isolamento e caracterizacdo de

regibes microssatélites do peixe Pimelodus maculatus.

2.1. Objetivos especificos

1. Construir uma biblioteca gendmica do peixe Pimelodus maculatus

2. Realizar a triagem de clones com microssatélites através de sondas
radioativas

3. Realizar o sequénciamento de clones positivos encontrados na
varredura da biblioteca genémica de Pimelodus maculatus

4. Desenhar primers para a amplificacdo das regides microssatélites

5. Padronizar a PCR para os loci microssatélites

6. Testar os loci microssatélites em individuos coletados no Rio Grande,

avaliando sua utilidade para analises populacionais.
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3. Metodologia

3.1. Construgéo da biblioteca gendmica

3.1.1. Extracdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi adaptada de Sambrook et al. (1989).
Triturou-se aproximadamente 2 g de tecido muscular de um espécime de
Pimelodus maculatus coletado no Rio Grande com a ajuda de gelo seco.
Adicionou-se 10 ml de solu¢cdo TEN9 (50 mM Tris-HCI, 1200 mM EDTA, 200 mM
NacCl), 500 pl de SDS 20% e 500 pl de proteinase K (10 mg/ml). O material foi
incubado a 37 por cerca de 24 hs. Em seguida adic ionou-se um volume de
fenol pH entre 7,5 e 8, misturou-se manualmente por 40 min e centrifugou-se
por 10 min a 3000 rpm. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
adicionou-se um volume de fenol — cloroférmio 24:1, misturou-se novamente
por 40 min e centrifugou-se por 10 min a 3000 rpm. A fase aquosa foi
transferida novamente para um novo tubo e o DNA foi precipitado com 1/5 de
volume de acetato de amoénio 10 M e um volume de isopraponol. O DNA obtido
foi lavado com etanol 70% e deixado secar a temperatura ambiente. ApOs seco
foi ressuspendido em 200 pl de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA) e

armazenado a -20<C.

3.1.2. Corte com enzima de restricdo

Aproximadamente 10 pug do DNA gendmico foram submetidos a um corte
com a enzima de restricdo Sau3Al (XGATC) de acordo com as instru¢des do
fabricante (PROMEGA). Apés a reacgdo foi aplicado uma aliquota do DNA
gendmico extraido e uma aliquota correspondente do DNA gendmico cortado
com enzima de restricdo em gel de agarose 0,8% para confirmacao do corte. O
gel foi corado com brometo de etidio 0,5 pg/ ml por cerca de 30 minutos e

visualizado na luz UV.
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3.1.3. Purificacdo em coluna de Sepharose S400

O material cortado com a enzima de restricao foi aplicado em uma coluna
de Sepharose S400 (Amersham Pharmacia) para eliminacdo de fragmentos
menores que 400pb. Esta etapa é importante, pois fragmentos maiores
aumentam as chances de se obter regides flanqueadoras de primers apos o
sequénciamento. Inicialmente a coluna foi lavada com tampéao de ligacdo da
enzima T4 DNA ligase (66 mM Tris-HCI, 0,1 mM spermidina, 6,6 mM MgCl,, 10
mM DTT, 150 mM NaCl) para se obter um melhor rendimento na etapa de
ligacdo ao vetor de clonagem. Apds a lavagem a coluna foi centrifugada por 2
min a 2000 rpm para retirar 0 excesso de tampao de ligagcdo. Em seguida o
DNA gendmico cortado foi adicionado no topo da coluna e centrifugou-se
novamente por 2 min a 2000 rpm. 10 pl do material passado pela coluna foram
aplicados em gel de agarose 1 % para confirmagdo da eliminagdo dos

fragmentos menores que 400 pb.

3.1.4. Corte e defosforilacédo do vetor de clonagem

O vetor de clonagem utilizado para montagem da biblioteca - pUC18- foi
previamente cortado com a enzima de restricio Bam HI (GXGATCC) e
defosforilado em suas extremidades usando a enzima CIAP (Calf Intestinal
Alcaline Fosfatase) ou Fosfatase Alcalina (PROMEGA) para evitar a ligacéo de
suas extremidades. As reagOes foram preparadas de acordo com as instrugoes

do fabricante.

3.1.5. Ligacao ao vetor de clonagem

Aproximadamente 100 ng do vetor pUC18 cortado e defosforilado foram
ligados a 100 ng do DNA gendmico puficado, utilizando a enzima T4 DNA
Ligase (PROMEGA), seguindo as instrucdes do fabricante. A figura 6 ilustra o
vetor utilizado, destacando o gene de resisténcia a ampicilina, o sitio multiplo

de clonagem dentro do gene lacZ.
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Fig 6 - Vetor pUC18 utilizado na montagem da biblioteca genémica do peixe Pimelodus
maculatus.

3.1.6. Preparacao de bactérias eletrocompetentes

Para a montagem da biblioteca genémica foram preparadas previamente
bactérias eletrocompententes (Escherichia coli TOP 10) para a transformacéo.
Foi feito um pré-inoculo a partir de bactérias E.coli TOP 10 cultivadas em meio
Ligniere (5 g de gelatina, 7 g de agar, 3 g de extrato de carne, 5 g de peptona,
agua destilada g.s.p. 1L) em 5 ml de meio LB (5 g de NacCl; 10 g de peptona; 5
g de extrato de levedura, 20 g de agar, agua destilada g.s.p. 1L; pH 7,5) e
incubou-se a 150 rpm, 37, overnight. No dia seguinte esse material foi
inoculado em 500 ml de meio LB caldo (5 g de NaCl; 10 g de peptona; 5 g de
extrato de levedura, 20 g de &gar, agua destilada qg.s.p. 1L; pH 7,5). Incubou-se
novamente a 37C, 150 rpm até atingir OD600 = 1,5 — 0,7. Em seguida o
material foi centrifugado a 4000 rpm por 15 min a 4C. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 500 ml de glicerol 10% estéril e
gelado. O material foi centrifugado novamente, o sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspendido com 250 ml de glicerol 10% estéril e gelado. Esse
processo foi repetido e o pellet ressuspendido em 20 ml de glicerol 10% esteéril
e gelado. Apds a ultima centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e as
células foram ressupendidas em 10 ml de glicerol 10% estéril e gelado,
aliquotadas em microtubos e conservadas a -70C (Sa mbrook et al.1989).
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3.1.7. Transformacao

Cerca de 50 ng do produto da ligacdo entre o plasmideo e o DNA
gendmico cortado foi incubado com 50 pl das células eletrocompetentes
(Escherichia coli TOP 10) por 1 min no gelo. A mistura foi transferida para uma
cubeta de eletroporacdo gelada e em seguida submetida a um choque de 2
kVa no eletroporador Micropulser (BioRad). Apés o choque adicionou-se 1 ml
de meio 2XYT (5 g NaCl, 16 g bactotriptona, 10 g de extrato de levedura, agua
destilada g.s.p. 1L, pH 7,5) e o material foi incubado a 37<C por 1 hora. Apés a
incubacéo, o material foi distribuido em placas de meio LB &gar (5 g de NacCl;
10 g de peptona; 5 g de extrato de levedura, 20 g de agar, agua destilada g.s.p.
1L; pH 7,5) com ampicilina (100 pg/ml). As placas foram incubadas a 37 por

aproximadamente 18 hs.

3.1.8. Selecao pelo sistema IPTG/ X-gal

Também foram adicionados as placas utilizadas para o crescimento das
colénias transformantes 30 ul de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-
galactopiranosideo) a 50 mg/ml e 4 ul de IPTG (Isopropil-beta-D-
Tiogalactopiranosideo) a 0,6 mM.

O IPTG induz a producgao da enzima (-galactosidase pelo gene lacZ nos
clones sem inserto. Essa enzima cliva o substrato X-gal resultando na liberacéo
de galactose e um produto insoltvel de coloragcéo azul. Os clones com inserto
nao produzem enzima, pois 0 DNA exdgeno € inserido no meio do gene lacZ e

as colonias permanecem brancas.
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3.1.9. Confirmagé&o da presenca e do tamanho dos ins  ertos nas

colbnias brancas

Antes da coleta em massa dos clones (col6nias) para a construcao da
biblioteca, algumas col6nias brancas foram coletadas aleatoriamente das
placas e foi realizada PCR com os primers M13 (F. 5
GTAAAACGACGGCCAGT 3’ e R: 5 GGAAACAGCTATGACCATG 3’) do vetor
pUC 18 para confirmagdo da presenca e averiguagdo do tamanho médio dos
insertos. O volume final da reacédo foi de 25 pl, com as seguintes quantidades
de reagentes por reacdo: 25 a 50 ng de DNA molde, tampédo de PCR IB
(Phoneutria) 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100, 1,5 mM
MgCl, ), 100 uM de dNTPs, 5 pMoles de cada primer, 1U de Taq polimerase
(Phoneutria). As reacgOes foram realizadas no termociclador PTC-100
(MJResearch) com os seguintes passos: 94T (3 min), 94C (30s) , 58T (30s),
72T (30s), seguido por 25 ciclos de 94T (30s), 54 € (30s), 72T (30s) e
finalmente 72°C (5 min). 10 pl de cada reacao foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1% por cerca de 1 hora a 80mA. Logo apos o gel foi corado

com brometo de etidio (0,5 pug/ml) e visualizado em luz UV.

3.1.10. Coleta dos clones

ApoOs a realizacdo de varias transformacfes para a producdo de uma
biblioteca representativa, as colénias brancas foram coletadas em microtubos
de 1,5 ml contendo 1ml de meio 2XYT com ampicilina (100 pg/ml). A coleta foi
realizada da seguinte forma: 1042 tubos contendo 1 clone, 639 tubos com 2
clones cada e 2894 tubos com 3 clones cada, gerando um total de 11002
clones coletados. Esse procedimento de coleta de mais de um clone (col6nia)
por tubo foi realizado com a finalidade de minimizar o nimero de preps a serem
realizadas. Assim, as amostras contendo mais de um clone que apresentassem
sinal positivo na hibridizagdo teriam que ser novamente transformadas para

separacao dos clones antes do sequénciamento.
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3.1.11. Extracdo de plasmideo por lise alcalina (  prep)

Apéds a coleta nos microtubos os clones foram incubados a 37C por 18
hs para crescimento das colbnias. Logo apds, os tubos foram centrifugados a
8000 rpm por 5 min e 0 meio de cultura descartado. O pellet foi ressuspendido
com 10 pul de solucéo I (glicose 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM
pH 8,0). Em seguida foi adicionado 10 ul de solucédo Il (NaOH 0.2N, SDS 1%)
e logo ap6s mais 10 pl de solucéo Il (acetato de potassio 3M, 11,5% acido
acético glacial). O material foi mantido em gelo por 5 minutos e centrifugado a
13000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e
adicionou-se 2 volumes de etanol 100%. Centrifugou-se novamente a 13000
rpm por 10 mim e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com
100 ul de etanol 70% e deixado secar a temperatura ambiente (Sambrook et
al., 1989).

3.2. Triagem com sonda radioativa

3.2.1. Aplicacao dos clones em membranas de nylon

Apés a extragdo plasmidial, o material de cada microtubo foi
ressuspendido em 20 pl de TE com 0,06% de Azul de Bromofenol e foi aplicado
0,2 pl desse material em membranas de nylon (BioRad) de 11 x 14 cm. As
amostras de cada microtubo foram dispostas em spots na membrana de
acordo com a figura 7, com a ajuda de moldes confeccionados em lamina de
PVC. O DNA aplicado foi fixado na membrana através do uso de aparelho
Crosslinker que emite radiacao ultravioleta de alta intensidade. A linhas da
membrana foram nomeadas de A a Z e as colunas numeradas de 1 a 35,
correspondendo a um total de 910 spots. Assim, foi aplicado em cada
membrana um total de 910 amostras, cada uma correspondente ao material de
um microtubo. Para facilitar a organizagdo, nessa etapa cada amostra foi
designada como sendo um clone, mesmo que contivesse dois ou trés clones

por tubo.
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O clone correspondente a cada amostra aplicada foi nomeado pelo
namero da membrana, seguido da letra indicativa da posicéo da linha ocupada,
seguido pelo numero da coluna ocupada pelo spot onde foi aplicado (e.g. 3E15

para o clone na terceira membrana, na fileira “E” e na coluna 15).
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Fig. 7 - Esquema da aplicacdo dos clones nas membranas de nylon. Cada spot
corresponde ao local da aplicacdo de um clone. As setas pequenas indicam como
foram dispostos os clones. As setas grandes indicam pontos laterais marcados a
caneta que serviram de orientacdo para analise das membranas. Nos 3 pontos
indicados pela seta CP foram aplicados controles positivos.

3.2.2. Confeccgédo das sondas radioativas

Para a confec¢do das sondas foram encomendados oligonucleotideos
com 0s seguintes tipos de motivos microssatélites: GATA, TATC, GACA,
GGAT, TATT, TACT, CGGA, GTCA, CCGT, GAGG, GATT, CATG, CCAG,
CATG, CCAG, CTTG, CAGC, TATG, TAGT, AAGT, AAGT, CAT, CAC, GTA,
AAT, CTT, CAC, CCG, CAG, CA, CT e TA, com 16 pb cada um. Alguns desses
motivos foram escolhidos com base na literatura e outros foram escolhidos
aleatoriamente de forma a cobrir o maximo de possibilidades de diferentes de
repeticdes. Os oligonucleotideos foram entdo marcados em sua extremidade 5’
com [y**P]ATP (10 mCi/mL - GE Healthcare). A marcacdo radioativa das
sondas foi feita com o kit “5’ End Labelling kit” (GE Healthcare), segundo

instrucdes do fabricante.
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3.2.3. Hibridizacdo com as sondas radioativas e exp  osicéo ao filme de
raio-x

A reacéo de hibridizacdo dos oligonucleotideos marcados radioativamente
com os plasmideos da DNA da biblioteca gen6mica aplicados na membrana de
nylon foi precedida por uma pré-hibridizacédo, onde se realizou o bloqueio da
membrana utilizando-se a solucdo BLOTO (leite em po desnatado 5%) e SSC
6X (NaCl 0,9 M, Citrato de Sodio 0,09 M). A pré-hibridizacdo foi realizada a
50C durante 14hs. Em seguida as membranas foram la vadas com SSC 6X e
SDS 0,1% por duas vezes. A hibridizacéo foi feita a 45C também por 14hs
com uma concentracdo de 5 ng de cada sonda/ ml de solucdo. Apos esse
periodo foram realizadas lavagens de controle de estringéncia, utilizando-se
concentracdes, cada vez mais fracas de sal (SSC 5x, 3%, 2x) e aumentando-se
a temperatura (50C, 55T e 60C). Adaptado de Samb rook et al. (1989).

Depois de cada lavagem, que durava 30 min, as membranas foram
expostas a filmes radiograficos de 35 x 43 cm (Kodak T-Mat G/RA) dentro de
cassetes apropriados, por dois periodos de exposicao diferentes (4 hs e 24 hs)
a-80C.

3.2.4. Revelagao das autoradiografias

As autoradiografias foram reveladas em camara escura, onde o filme era
retirado do cassete e colocado primeiramente em 1 litro de solugéo fixadora
(Kodak) por 60 s e em seguida em 1 litro de solugéo reveladora (Kodak) por
cerca de 30 s. As solucdes foram previamente diluidas segundo instru¢des do
fabricante. Logo apos a revelacao, o filme foi lavado em agua corrente e seco a

temperatura ambiente.
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3.2.5. Analise das autoradiografias

As autoradiografias foram sobrepostas aos moldes utilizados para a
aplicacdo dos clones nas membranas e para a identificacdo dos clones que
apresentaram sinais positivos (hibridizaram com as sondas de microssatélites
utilizadas). As diferentes estringéncias e tempos de exposi¢cao serviram para
controlar com maior seguranca a atribuicdo de sinais positivos. Os clones com
sinal positivo foram novamente aplicados em duplicata em membranas de
nylon e submetidos a um novo ensaio de hibridizacdo para confirmacao dos
resultados.

3.3. Preparacéo para o seqiénciamento

3.3.1. Nova transformacgao dos clones positivos

Os clones positivos escolhidos para o seqiiénciamento foram submetidos
a uma nova transformagdo com o0 objetivo de se obter maior quantidade de
material para o sequénciamento. As transformacgdes foram realizadas com
Escherichia coli TOP 10 quimiocompetentes. Em um microtubo de 1,5 ml
adicionou-se 10 pl de 5X KCM (0.5 M KClI, 0,15 M CaCl; e 0.25 M MgCl,), 38 pl
de agua deionizada estéril, 2 ul do clone a ser transformado e 50 pl das células
guimiocompetentes. O material foi incubado no gelo por 20 min e a 37<C por 5
min. Em seguida adicionou-se 1 ml de meio 2XYT, incubando-se a 37<C por 60
min. O material foi plaqueado em meio LB agar com ampicilina (100 pg/ml) e
deixado a 37 por 16hrs (/www.stanford.edu/group/b akerlab/Cells.htm).

Apbs esse periodo os clones foram coletados das placas, inoculados em
10 ml de LB caldo em tubos falcon de 50 ml e incubados a 37<C a 150 rpm por
16hrs. A extracdo do DNA plasmidial foi realizada pelo protocolo de lise alcalina

segundo Sambrook et al. (1989).
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3.3.2. Purificacédo dos plasmideos

Previamente ao sequénciamento, o DNA plasmidial extraido foi purificado
em colunas com resina Sephacryl S1000 (Amersham Pharmacia). Adicionou-se
200 pl de Sephacryl S1000 a cada coluna e centrifugou-se a 8000 rpm durante
1 min para a retirada do tampdo da resina. Logo ap6s o DNA plasmidial
extraido (50 pl) foi aplicado no topo da coluna e centrifugou-se novamente a

8000 rpm por 1 min. O DNA purificado foi armazenado a -20C.

3.3.3. PCR dos clones positivos retransformados e p  urificados

Apés a purificacdo dos plasmideos foi realizada uma PCR de todos os
clones positivos retransformados para se averiguar o tamanho do inserto de
cada um. O conhecimento do tamanho dos insertos € importante para
sabermos ap0s o0 sequénciamento se o clone foi completamente seqiienciado.
As reacgOes foram realizadas em um volume final de 25 ul, com as seguintes
quantidades de reagentes por reacao: 50 ng de DNA molde, tampéo de PCR IB
(Phoneutria) 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100, 1,5 mM
MgCl,), 100 uM de dNTPs, 5 pmoles de primer M13 foward (-20) e reverse, 1U
de Taq polimerase (Phoneutria). As reacdes foram realizadas no termociclador
PTC-100 (MJResearch) com os seguintes passos: 94T (3 min), 94C (30s),
58T (30s), 72T (30s), seguido por 25 ciclos de 94 T (30s), 54T (30s), 72T
(30s) e finalmente 72° (5 min). 10 pl de cada reacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% por cerca de 1 hora, a 80mA. Logo ap6s o
gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg/ ml) e visualizado em luz UV. As
imagens dos geis corados com brometo de etidio foram capturadas com

camera fotografica digital através do programa Doc-It System (UVP).
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3.4. Sequenciamento

3.4.1. Sequénciamento dos clones positivos retransf ~ ormados e

purificados

O sequénciamento dos clones positivos retransformados foi realizado
utilizando-se ET Kits (DYEnamic ET Terminator Dye - GE Healthcare). Cada
reacao foi preparada com cerca de 150 ng de DNA plasmidial, 5 pmoles de
primer M13 (-20) ou M13 reverse, 4 pl de ET Kit e agua deionizada estéril para
volume final de 10 pl. As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos no
termociclador Mastercycle Eppendorf com o seguinte programa: 30 ciclos de
95T (20s), 55T (15s), 60T (80s).

Apés a reacdo de PCR, o DNA amplificado foi precipitado adicionando-se
1 ul de acetato de amonio e 30 ul de etanol absoluto a cada um dos pocos. As
placas foram entdo submetidas ao vortex e incubadas por 20 min a
temperatura ambiente e protegidas da luminosidade. Apds a incubacgédo, a placa
foi centrifugada por 45 min a 4000 rpm e o sobrenadante foi descartado. A
cada um dos pocos foram adicionados 150 pl de etanol 70%, sendo o
sobrenadante descartado apds a centrifugacdo da placa por 10 min a 4000
rpm. Apés 20 min de repouso para total evaporagéo do alcool o pellet obtido foi
ressupendido em 10 pul de loading buffer (GE Healthcare) e submetidos a
eletroforese no sequenciador automatico de 96 capilares MegaBace
(Amersham).

As sequéncias foram verificadas para a qualidade da leitura por meio do
programa PHRED.

3.4.2. Consenso de seqUéncias

Os clones mais promissores em relacdo ao conteddo de microssatélites
foram submetidos a mais de um sequénciamento com os primers M13 foward e
reverse para uma maior seguranca em relacdo a qualidade das sequéncias.
Em seguida, esses clones foram analisados com os programas PHRAP e

CONSED, que alinham todas as sequéncias disponiveis de cada clone gerando
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um contig (sequéncia final) com a qualidade de cada base e também retiram as

partes da seqUéncia correspondentes ao vetor de clonagem.

3.5. Desenho dos primers

As melhores sequéncias com microssatélites obtidas ap0s o0 consenso
foram utilizadas para o desenho de primers para PCR com auxilio do programa
PRIMER3 (Rozen & Skaletsky, 1998). Esse programa analisa as regides
flanqueadoras do microssatélite, localizando os melhores pares de primers

para a reacao de PCR.

3.6. Padronizacéo da PCR

As reacOes de PCR foram padronizadas alterando-se as quantidades de
primer e de Taq polimerase, em um volume final de 25 ul. O DNA molde
utilizado para padronizar as reacdes foi o DNA do individuo utilizado na
clonagem dos microssatélites. A tabela abaixo resume as quantidades usadas
na padronizacdo da PCR.

Reagentes Quantidade

Agua bidestilada g.s.p 25 pl
Tampéao VB (Phoneutria) 5X 5,0 ul
dNTPs 1mM 2,5 ul

Primers foward e reverse (20pmol /pl) 0,5 ou 0,25 pl de cada
cada
Taq polimerase (Phoneutria) 5U/ pl 0,1 ou 0,05 pl
DNA molde (~30ng/ pl) 1l

Tabela 2 - Quantidades de reagentes utilizados na padronizacéo da PCR
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Também foram testados diferentes temperaturas de anelamento dos
primers e diferentes numeros de ciclos de PCR. As reacfes foram realizadas
no termociclador Mastercycle Eppendorf. O programa padrdo utilizado foi

seguinte:

1) 945 (2 min)

2) 94°(30s)

3) Temperatura de anelamento
4) 72T (30s)

5) Ndmero de ciclos

6) 72T (4 min)

7) 4C

No passo 3, foram testados as temperaturas de 54C, 56C, 58T, 60C e

627C. No passo 5, foram testados 24, 29 ou 34 ciclo s para os passos de 2 a 4.

3.7. Coleta de individuos e extracdo de DNA de nada deiras

O DNA de 48 individuos coletados na represa de Igarapava (Rio Grande)
foi extraido de um pedaco de 1cm? de nadadeira através do método Chelex -
Proteinase K (Nelson et al.,1998). Os animais foram coletados por meio de
redes de espera e tarrafas de diferentes tamanhos de malha e devolvidos ao
rio apds a retirada de um pedagco da nadadeira caudal. No laboratério, o
pedaco de nadadeira de cada individuo foi colocado em um microtubo de 0,5
ml, onde se acrescentou 200 pl de tampéao de extracdo (5% de resina Chelex
100 e 0,1% de Tween-20). Em seguida foram adicionados 2 pl de Proteinase K
(10 mg/ml) e incubou-se a 60C por 15 minutos e ent &o, a 95 por 5 minutos.

O material foi entdo armazenado a -20<C .
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3.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Apos a realizacdo da PCR para 48 individuos em cada locus com reacao
padronizada, 1 pl de tampao de amostra 10X (0,25% de azul de bromofenol,
1,5% de glicerol e 0,25% de xileno cianol) juntamente com 9 ul de cada
produto de PCR dos individuos foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10 % (25 ml de acrilamida 40%, 0,7 ml de persulfato de amonio
10%, 70 pl de TEMED, TAE 2X qg.s.p 100 ml). A eletroforese foi realizada
utilizando um sistema vertical, tamponada com TAE 2X, com uma corrente de
150 V, por cerca de 16 a 18 hrs dependendo do locus.

Os géis foram corados da seguinte forma: primeiramente adicionou-se
300 ml de solucéo | (10% de etanol, acido acético 0,5%) deixando 15 min, logo
em seguida retirou-se a solucéo | e acrescentou-se 300 ml da solucéo Il (nitrato
de prata 0,15%) novamente por 15 min. Retirou-se a solucao I, o gel foi lavado
com &gua destilada e entdo se adicionou 300 ml de solucéo Il (hidroxido de
sadio 3% , formaldeido 0,1%) até a revelagéo.

Solucoes:

Acrilamida 40% (19:1): 38g de acrilamida, 2g de Bis-acrilamida, agua destilada
g.S.p 100ml.

TAE - Tampao Tris-Acetato-EDTA (solucdo estoque 50x): 242 g de Tris, 57,1
ml de &cido acético glacial e 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0, 4gua destilada
g.s.p 1 litro.

3.9. Genotipagem

Os alelos foram identificados com base em seus pesos moleculares que
foram calculados a partir do padrao de peso molecular de 25 pb (Invitrogen) e
de um individuo controle aplicado em cada gel, utilizando-se o programa
Lablmage (www.labimage.net).
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3.10. Célculo das frequéncias alélicas, H e H, e desvios do EHW

As frequéncias alélicas, heterozigosidades esperadas (He) e observadas
(Ho) e desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para os loci analisados
foram calculados utilizando o programa GENEPOP v.3.4 (Raymond & Rousset,

1995) disponivel no site http://genepop.curtin.edu.au/.
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4. Resultados

4.1. Construgao da biblioteca genémica

4.1.1. Extracéo e corte do DNA gendmico com enzima  de restricéo e
purificacdo em coluna de Sepharose

A extracdo de DNA resultou em um DNA genbmico de alto peso
molecular, que foi cortado satisfatoriamente pela enzima de restricio como
mostra a figura 8a. A purificacdo do DNA gendmico também eliminou
praticamente todos os fragmentos menores que 400pb (figura 8b)

6500ph —»

2000 pb —»

Fragmentos

560pb —> eliminados

a

Fig. 8- a) Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. Canaletas: 1- padrdo de peso
molecular (A Hind 111). 2- DNA gendmico de Pimelodus maculatus extraido por fenol- cloroférmio
3-DNA gendmico de Pimelodus maculatus cortado com a enzima Sau3Al. b) gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. Canaletas: 1- padrdo de peso molecular (A Hind 1ll) 2-DNA
gendmico de Pimelodus maculatus cortado com a enzima Sau3Al 3-DNA gendémico de
Pimelodus maculatus cortado com a enzima Sau3A1l purificado em coluna de Sepharose S400.
Essa imagem teve as cores invertidas para melhor visualizag&o.
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4.1.2. Defosforilagdo do vetor de clonagem e ligagd 0 ao DNA cortado

purificado

A defosforilacdo do vetor aumentou a eficiéncia de ligacdo com o DNA
cortado purificado como mostra a figura 9, pois reduziu as ligacées entre as

extremidades do proprio vetor.

pUC 18
cortado com —*
Bam HlI

Fig. 9 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Canaletas: 1- puC 18 cortado com
Bam HI 2-pUC18 cortado defosforilado ligado ao DNA genémico cortado e purificado de P.
maculatus. 3- pUC18 cortado ndo-defosforilado ligado ao DNA genémico cortado e purificado
de P. maculatus

4.1.3. Transformacéo e selecédo pelo sistema IPTG -  X-gal

As transformacdes tiveram um rendimento de aproximadamente 50%, que
corresponde ao numero de coldnias brancas observado nas placas (figura 10).
As colbnias brancas presumidamente contém insertos do DNA gendmico de P.

maculatus.

49



Fig. 10 - Placa de Petri com meio de cultura LB-agar com ampicilina e sistema de sele¢céo de
clones IPTG/X-gal, mostrando col6nias resultantes da transformacao.

4.1.4. Confirmacao da presenca e tamanho dos insert  0s

Praticamente todas as colonias brancas amplificaram na rea¢éo de PCR
com o primer M13, confirmando a presenca de inserto de tamanhos variaveis e
com maioria maior que 400pb, comprovando novamente a eficiéncia da

purificacdo do DNA na coluna (figura 11).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

2300pb

560pb

Fig. 11 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Canaletas 1-padrao de peso
molecular (A Hind 1l1). 2 a 20 - PCR de colbnias brancas coletadas aleatoriamente. A canaleta 5
corresponde a um clone sem inserto.
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4.2. Hibridizagcdo com sondas radioativas

Como foram coletadas mais de uma colonia (clone) por tubo para a
maioria da biblioteca gendmica, a quantidade de clones positivos nao pode ser
determinada precisamente, mas € de no minimo 522 (4,7%) clones positivos, ja
qgue tubos com mais de uma colénia podem conter mais de um clone com sinal
positivo. A tabela 3 mostra o numero de spots aplicados nas membranas e a
porcentagem de sinais positivos por classe de numero de clones (col6nias)/
tubo.

1 clone/tubo 2 clones/tubo | 3 clones/tubo | Total
Spots ha membrana 1.042 639 2894 4575
Total de clones 1.042 1.278 8682 11002
Spots com sinal
N 118 47 357 522
positivo
% de sinais positivos 11,3 3,6 4.1 4.7

Tabela 3 - Resultado da triagem com sondas radioativas na biblioteca de P. maculatus

As figuras 12, 13 e 14 mostram o resultado da hibridizacdo com as
sondas radioativas sob diferentes graus de estringéncia na membrana 1 onde
foram aplicados somente clones individuais. Como esperado, a medida que se
aumenta o grau de estringéncia a quantidade de clones positivos diminui. A
figura 15 mostra o resultado do segundo ensaio de hibridizacdo para
confirmacdo dos clones positivos. Nesse segundo ensaio os clones foram
aplicados em duplicata e como fica evidenciado na figura, a maioria se tratava

realmente de clones positivos.
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Fig. 12 - Autoradiografia da membrana 1 lavada com SSC 5X a 50°C, exposta ao filme por
24hrs. O clone 1S29 foi destacado com um circulo como exemplo de clone positivo.

Fig. 13 - Autoradiografia da membrana 1 lavada com SSC 3X a 55°C, exposta ao filme por
24hrs. Clone circulado - 1S29
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Fig. 14 - Autoradiografia da membrana 1 lavada com SSC 2X a 60°C, exposta ao filme por
24hrs. Clone circulado - 1S29

Fig. 15 - Autoradiografia de membrana de confirmacéo de clones positivos lavada com SSC 3X
a 55°C, exposta ao filme por 24hrs. Clone circulado - 1S29
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4.3. Sequénciamento dos clones com sinal positivo

Devido a grande quantidade de clones positivos encontrados, foram
seqUénciados apenas o0s 118 clones com sinal positivo coletados
individualmente e destes 82 (69%) continham pelo menos um tipo de
sequéncia microssatélite. A maioria destas consistia em repeticoes de
dinucleotideos como motivo GT/CA. Onze clones (12%) apresentaram
repeticdes de trinucleotideos e oito clones (10%) apresentaram repeticdes de
tetranucleotideos. Normalmente as sequéncias com tri e tetranucleotideos
eram compostas de repeti¢cdes curtas, geralmente menos que 10 repeticdes. A

tabela 4 resume os resultados do sequénciamento dos clones positivos.

Motivo N° de clones
GT/CA 48
CT/IGA
TA/AT
GTA
GAA
GTG
CTT
TAA
CCTT
GTAG
CAGA
TATC

=
O

WININRFR|IAINEFININ| O

Tabela 4 - Motivos microssatélites encontrados e quantidade de clones correspondentes. Como
alguns clones continham mais de um motivo ha um ndmero maior que o total de clones
analisados.

Do total de sequéncias obtido, grande parte era de repeticdes imperfeitas
(interrompidas) e/ou continham mais de uma repeticdo. Foi realizado o

consenso das sequéncias de 55 clones e destas 43 resultaram em contigs.
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4.4. Desenho dos primers

Das sequéncias submetidas a consenso que resultaram em contigs, 15
foram escolhidas para o desenho de primers para PCR. Essas sequéncias,
além de apresentarem uma boa qualidade de sequénciamento, continham
motivos microssatélites com um nuamero razoavel de repeticdes. Quanto maior
0 numero de repeticbes maior a taxa de mutacao e presumidamente maior o
polimorfismo em um locus (Schdlotterer, 2006, Petit et al., 2005). Além disso,
também foi analisado se as regifes flanqueadoras eram favoraveis para a
confecgéo dos primers.

Embora regibes com tri e tetranucleotideos sejam preferencialmente
escolhidas pela maior facilidade de andlise, ndo obtivemos sequiéncias desse
tipo com numero de repeti¢cdes razoavel, ou regides flanqueadoras adequadas,
de forma que foram selecionadas apenas 3 sequéncias com repeticdes de
trinucleotideos para desenho de primers.

Os clones escolhidos para o desenho dos primers, juntamente com o tipo
de repeticdo, as sequéncias de cada primer e o tamanho do produto de PCR

estao na tabela 5.
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Locus (n° do | Tipo de repeticao Primers Tamanho
clone) do
produto

1B1 (CA)7(TA)TT(TA)2s F: 5 CCTGGAGCATTGAGGTGAG 3’ 248 pb
R: 5 AACACTAGGGGCAGAGAGCA 3’

1E21 (GT)6GA(GT)s(GA) 16 F: 5 CAGGTTTTCTGGCACCTCAT 3' 217 pb
R: 5 TCACCTGAGACGGAGAGACA 3’

1F15 (GT)3s(GA)e F: 5 TACAGCAACCCACAGAGGTG 3 244 pb
R: 5’GATGAGACGAAACGACATGG 3

14 (GT)ay F:5 TGGTCTCTTTCCTTCCGTGA 3’ 179 pb
R: 5 TAGGGGTGGGTTAAATGTGG 3’

1K7 (TAA), F: 5 CTTTTCTGGAGGGACTGACTG 3 | 264 pb
R: 5 GCAAAAGTCTTAGGCACCCTAT3

1K34 (TTA),T(TTA) 11 F: 5 GCAGCATTTACAGGCATTCA 3’ 316 pb
R: 5 TGGCTGTGTGTGTACGTTCTT 3

1IN30 (GT)x F: 5" CCTGTCTTCCTAACCCACCA 3 221 pb
R: 5 CAATCTCCACCCAAAACTCC ¥

102 (GT)23 F: 5 AAGACCGGTTCCCTAACCAC 3’ 179 pb
R: 5 TCGATGCGAGATATGGACTC 3’

109 (GT)45(GA),CA(GA) F: 5 GTCTGGTTTCTCCGCATTTG 3’ 264 pb
R: 5 TCAGCTTGAGAGGCACACAG &

1013 (GT),; F: 5 ATTCTCTGGCATTGGTTTGG 3 168 pb
R: 5TATCGCACTCTCCGACCAG 3’

1529 (CA),, F: 5 TGAGGCTTTCTGGAGGAGAC 3 154 pb
R: 5 CCTCAGCCTTGGTTGTGATT 3

1735 (TAA);CAATAA(CAA) F: 5 GCCTGGTGCTATCACAACAT 3' 173 pb

(TAA)6 R: 5 ACTGATTGTCCTGTCCTCCTTC 3

1v13 (GT)27 F: 5" ACGCGATTCAAGACTGTGAG 3 206 pb
R: 5 CTGACGAAAAGGGCTCTCTG 3

1V26 (GT)15(GA)17 F: 5 TGCCATGTTTGCTCTACCTG 3 216 pb
R: 5 CCCCCAGTAGAAATGAGCTG 3

1X3 (G F: 55CGACTTGACCAAATCCTGCT 3 184 pb
R

: 5’GGCGAATCGTAAACATCGTC 3

Tabela 5 - Lista dos clones utilizados para desenho dos primers
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Abaixo estdo as sequéncias consenso de cada clone no sentido 5- 3’ e
seu tamanho em pb. As regides de microssatélites estdo destacadas em

negrito e as regides dos primers estao grifadas.

>1B1 — 770pb

TTTACAAGAGGAGCAGAAATACATCAGCACACAGCTTCAAGTGTATAXITATATAGGAATGAC
TGAGTTGAATTGGAGTGCCTCATTGACCACAGTGCTTGCACACTCEBTCACATCCTTGCAGTG
AAACGCACACACAGTAGGGGGTAGTGAACACTTGCCCAGAACACIRBEBIIANTAGTAGTAATG
ATTAAGTTGAACCGGAGTGCCTAATTGTCCACTATGCTTGCTCACAGTGMWYCCCATTTTTCAGT
AAACACACACACGCTAGCGGGGATGAACACGTGCCTGGAGCATTEAGEINGACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACATATATTTATATATATATATATATATATATATATA
TATATATATATATATATATATACTGCCCTGGGACCAAAAGGTCCCAGCTTGCCCACCTAACCCCCAATTG
CTCCCCTGGCGCTGTGGATAAAGGGCTGCCCACCTCTATGGGCABREIGGTGEGCCCCTAGTGT
TCACTAGTGTGTATGCGTGTGTTTCACTGCACAGATGGGTTAAATATRGAGGCACTGCACAGT
GGTCAGAAAAGTACTCACTTTCACTTTCACTATACAGTGCATAAABTTAGLACATGGTAGTTGT
GAGTGTCTGCTTCTGCTATTCTGCACCCTGTTGTAGTTTTGCATCUGIATKGTTACTTGTTTAT

>1E21-496pb

AGGCGGGTTTACAGCCCTACGACCGCATTCTTCAGGTGAAGCTCAITCTTACGTCTGGTGTTTG
GTTGTGGTTATATGATGTGGGCCTTCTCACGCAAGACAGAAATCOUGFBALILCGGTGGACAGTTT
TGCAGGAAACATGGTGTTCATTACCTACAGAACATTTCTGCAAGOABHIITCCTGGGGGTCACA
CAGAGTATTAGACTGGTGTACCAGGTTTTCTGGCATIANTAMATTTTATGAGCATGTTCAGCAATCT
GAGCTAACC®I GTGT GT GT GAGT GT GT GT GT GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGAGT
GTGTAACATTCATACTGTACAACTTTTTCCTTCTTATATCCTAAAATAABGAGCTGTGTGTCTGAA
CACGCCTGTGTCTCTCCGTCTCAGGTGAZGTBCGCACGCGGGACTTCGACTGCTGCTTAGCCGTGC
CTCTGA

>1F15-654pb

GATGTGTAAGGCATTACCTGCTGTCTGTATCTGTATCTCTGTATCCTCOIKOTTTTTAAATTAC
AAGCCCTCCCAATGTGTCCCTGGAAACTTATTGGGAAATGTCAGBACAGTGTGTTGGTTCACA
TTCCTGTTTCGAACCATCTTCATGTAGATGAAATACTCAAAGCAAARAGTGCTGCTTTCTTGGA
TTACGTAAAACATAAACAGTGCTGGATTTCTGTCTTGTTCCTTGT WAGGAAATTAATCATGTGT
GTATCCTACAGCAACCCACAGAGGTSTGECTGTAGAGCHGIGTGIGTGTGTGIGTGTGTGTGT
GIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT GTGT GTGT GT GT GTGT GAGAGAGAGAGAAAAGTGTATA
AAAAGGATACTCACTGTGCCAGTGTCATATCAGGTAAATATCACAGEICGCABGCTAACTGCCAAG
TCTGACTCCTCATGTCCTTTCCATGTCGTTTCGTCTIGANTIO GCACACTGACGCTGTTGGAATTCTT
CGAGGCATTTTTTTTTTTAAATGAAAGAAATCTCATCTCCTGTAATTCGRRCAATTGTCTGGATT
TCAGACGAGTGCGAGAATGTCCTT

>1J4-696pb

ACACGGCTGCACACTGCTCACTATTACAGCCCCAACAGCCGGGTENCBGTIGACTCTATAGGAA
GTCGTTCAGCCTCACGATGTCGATGTGTCAACGTCTGAACGTCTGAABTABAGTTACACAAAG
TTGCGCATTCCGCTGCGTCCAGCGGCATTTCTGCTACATGTAACBEBTBNIGTCGTCTGTTTTA
CCCCGGGGGCACACTGGACTAACAAAGTACACAAATCTACAAGOIBTCOITCAAAGTTTTGCAT
GTCTTCCGTGAGACTTAAGAGTCGACTCGGGTTGCACGGGTTTAGTGATBIACCAACCAACCG
ATTCTTTTGAACGAGGCTTTTTTTAAACGATTCTTTCTTTGACTCTTGIGIGTCTCTTTCCTTCCG
TGAATGGAATGIGTIGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT G
TGTGTTGGGGTAAATCAGAATAATTACAAAGTGACTCATTGACCACTCTGCATEGAGGAATCTT
CTCCACATTTAACCCACCCCTAGAGTCAAACAGIEEIBGTAGTAAGTAAACACACAGCTGTGGGTTA
GGTTCCAGGCCAGACACAGCCATGGGCTTGAGGTTATGAAATCAGACTAGAAAGTCCCA
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>1K7-352pb

AGTTTTACTGAGTGTCTTTTCTGGAGGGACTGATAANCTTACTACTTCCTTTATTAAGTTTTTCCT
TTAATCTTGTTTAATAGGTTGTTTTTTTTACTGACAAACATTTTTTTEBAGAH AATAATAATAATAA
TAATTATTATTATTATTATTATTTATAATTTTTGGAAATCTAAAATGATTTGTACTGACTCAATAATGTA
GAACTCATAAAATAAATGTCTATAACAAAAGTTGTACTAAACACAABTEGCTAAGACTTTTIAC
CAGTACTGTGTGTGTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA

TA

>1K34-638 pb

GTCCTCTGACACTGGAGACTCCTTCTGTAAATAGTAATTAAACACRTEARIAGCAGCATTTACA
GGCATCATTCATTCATTATTATTATTATTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTGTTGT
TGTTATTATTATTTTTATTTATTTATTTATTTTATTATTATTAGTATTANACATAAACATTGTAACAT
TACAATAAAAAACACTAAATAAAACAATGACGGTAAATGAAAACAATONTBTAGAAAATTAAATA
AACACCTTCTGACGAAACAGAATTCAGGAATTGACAGTGGTGTAMFGTOACTCAACTCAACA
ATGAAGAACGTACACACACAGREBGGGAGACGCCGTAACAAGCAGCGTAAATAATTCATACGGGATT
TAAAATGAGCAAATCAAACGGAATGATGCACATCAAAGCGCAGGBAARBARTTTTGTGGAAAG
GCAATGAGGAGGAAGGAGGTGGAGGAAGGCGGGAGGAAGAGGAATGBAGTGAG GCATGTAAA
AAGTGGAACATGTATATTTATTAATGGACGAATGTTGCGATTTCCGARACPAATCCAAACACTTT
CTCCAACA

>1N30-678pb

TCATTTGGGAGGGTTTCAGCTTTCATATGAGTCATTTCTAAAACCASKAGATAAAGTCAGGTTA
TAAGCTTTTGTTTCCACAACATGGATAAGTGACAGAACTTATGTCAEBARBGAGGGGATTAGTGC
AGATAGCCCTGTGGTTGTGGGAGCAGTCAGGTGCAGTTATGTCCKITABATATAAACATTGTG
TTATAGCAGCAGAATTGTCCATTTTGGTAGAAATGAGAACATGAGEARGBTAGATTGTTTTGTT
TTGTATCTTTAAGATTGTGTGTGTGTGTTTAGTCCAGTCACTGAGSEACERACTCATATTTTAAT
ATAAGGAAGAGGCACTGTTTTTATTTTTCTTTCCACAGTATGTGTEREMCACATTCCTGTCTTC
CTAACCCBCATTTACTTTACAAACCTTCAGCAACCGCCTTCAAAAATATGCCRITGAAGGCTCA
CTTCTGATTTCTAAGCTGCAGGCTTGTTGACCAGCTGCTGAAATAITREREASTTGTAGTTAAAG
TCTGIGTGIGTGIGTGIGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCAGTGGGGGAGTTTTGGGTGGAGAT
TGGAATTGGCCCCAGCAGGACGAATGGACCAGAATTCATCTGCACAGT

>102- 1330pb

TCTGTTCACTAGGCAAGTATACAAGCAAACACTGATGTGAAATATCCTABICATTCAACACTGC
ATGAGCTTTTATATACAGGGAAGTAATATACTGATGAAGCAGCTCGGGTOGI TTTTTTTTTTTT
TTTTTTTGAGAGCAGAACAAACAAGACAGATTGAATCATATAGTGRRBTACGAAAAATGCATAA
AATGTCAGTGAGGCTCAGCTGTGTCAATAGCCCTCTGGCGCACTUETERTCAAATTCCCCCA
ATGTTGAATGAACACCTAGTGTTTATCTAAAAGCAGCTAAACACABATGAGTCATAAATCTTAA
TTAAACTTTGCTGTGTGCAGAGCCAAATGTCTCTGACATTTATTTATIIMGATGTTITTTITTTGTG
TTTTTTTTAGAAATCGACAGGACGCACCATCATAGTGGTTCTGGTABABACGGGCCCTTTCCAA
TAATACCACTTGACCCCATTGTAGCGCATAACACTGGAGATTCCARGNTEECATTTAAGTTGG
ATGGCCCACAAGGCTTCAAACCACCATCCTGCAAAAAGAAAAAGTTAGAAGCTGTTTTAAACC
AAACTGTAACCAGACCAGCCCCAAAACTCAACATTAAACAACATTBBBCATCTCGGTTACAAGT
CAGAAGTTTGTTTGACAATAAAATGAACTAGAGAGGTGCATTTCCABEKB2GAGTGTGATTGCA
GCTCTGCAAAGGTAGAGTCTGTTTGTAAGATGTAAGATGTAAGTGABCTIATIACTGTGTTTTGCA
CACAGAGGAATGTGACCTCCGCATTTAACCCATCCGTGCAGTCAABBEBACAGTGAACACTAG
GGGGCAGTGAACACACTTGCCCGGAGCGGGGGGCAGTAGGGGAGTTAGETEAGGGCACCTC
AGTCGCAACCTAGGCGGGAATCGAACCCACAACCTTCCGGTCAMNAGAIBACCABGGCC
ACGGCTGCTTTTGTGTTGAGTTTGTGGGGGGTACAAATACTTTTGIAGGEEBATTGTATTAGRA
GIGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGACGTTGTAGAGTTGGAAGAGTCCA
TATCTCGCATCRYSTACCTTTTAAATACACATTTTCTGATTCCCATTTGAAATGAAT GAGARBA
AGGGATAAAAAAGGGCGTGGCCGGTGAACGAATGTGGCTATACABAAGEAGCGATGGGTCCT
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>109- 675pb

AAACAAAAAGTATTTTGTCAACCCTGGTCCCTTCTTTTATTCAATATTCTCCTTTCTTTTTCTTT
CTTTTTTTTTTTTTTAAGTTGTCAGTAAATAATGTCGTTCAGTCTTGTATTF AGTCATGGACGTTT
TTGTCTGAGGCCTTTGAACATGATGAACACAGTCTGGTTTCTCCATANNANTITAGTTTGTTTTG
TGITGTGTGIGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGT GT GT GAGAGAGAGAGAGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGCGAATGAGTGACTCAAATCTGTGTGCCTCTCAAGGTBAAACAATGAAAGCTTT
GTTCCAGGCCTCCTAGGCTTCACTTTGTTTGCTGTGCACTTTTGTRBAGGARATGTTCGACCAGG
CCCTGTGGCGGAGGAAGTGGAGGAATTGGCCCACCACTGTATATWIGEIGIITATCAATAAAGC
ATGCTCAAGGAGGAGAAAAGGTTTCGACACACACTCTCACCCCGIEUOACGITGATTCATTCC
TCACTTCTCATCTCCTTAATCCACTATTTCCTGTCTCGTAGTTT

>1013-834pb

CTACAAATAAAACCTCTATCCATCATTCTCCCATGGGTGACAAATATARTATCCAGCTGTGGTG
AGCAGAAAAGTATACTACATCAAGCATTGAGGTCACTGGGCTAGBAAAAAAATCCCAGACAGA
TGTGTGCTGTGTTCTAAGATGCTTGTGCCTTTTTTATTTTTTTTACTGTAGCATTTACGTAGACA
TCCGGTCAGCTGTGGTTCTTCTTCTGCCTTTCTTCCCAGGACTGTHGERGATTTGGCCATATA
TGGGAAATACATTAATAGACGCTGTTATACAAACTGGTTTAGATABGERIZETAATACAATCGCC
TCAGCTTGTCCCATCACTCCGAGACGTTTCCTGGCATTCTCTGGOAGEIGIGCTTTGAAGTTT
TTTAGCTCGCGTGTEIGIGIGIGTGTGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
CTGTCTAGCTGCCTGAATGCCACTCCCTTCAGTTCCAGCTCGAAGHRBABIGCGABAGGAAG
TGATACAGATTCTGAATAGGGAACAGAGAGAAAGACAGTGAGGEIGBAGGGGTGTATTCTGTT
GATGTAGTCGCTTGTAGCCTGGATACTGTTTGAAAAAGCAAAGCRAGICCACCAAACAAACGT
TCTGCCTGAGTCAGAGTTAAATGTTAGTGCTGAATGTTAGGTAGCGANMEGAGCGTAACGCTGCA
GATGGACGTGTTTTAAACATCACTTCCTGTTGGTCGCTAAGGAACERARAMNGGCGGT

>1S29- 784pb

ACCTGTTGTATTGTAACATAATGAAAATACACATTATTTAAATATTATATATTAATATATTTAAT
GAATTGAGAGACTAAGAGAAAAAAAGAAAGAAAAATGAAAAATAAGTEBAGAAAATGGGATAGAC
AAAGAGAATGGAACAGAAGTAGGAAAATTAATGGTAAAAACAGTAENTBGEAGAGAGAGAGAGGG
AGAGAGAGAGAAATCACGGATAAAGAAGGGGAAAAAAAAGAAAACARBRIICAACAAATAAAT
CTCTCCATCATAAATCTGCAGTGGAGGAGCGCTGTGTGTTTATAAGTUBAGAGTGGAGACTGGAC
GACTTTCTCTCTCTCCTGAGGCTTTCTGGAGE®HMNBGGCAACAAGGCCACCCATATGGAGAGCAGC
TGATTTTTTATACATAGATATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACAGAGCAATCACAACCAAGGCTGXTGEATCCTGAGAAGTGGCTATCGGTTTTTAAATCACTTGC
TGTGTTGTCTTTGCTTTGGCCTTTTTTTAGACAGGGGTGCCAATAGITARGCATTTACTTTCTG
TCTGTGATGATTTTTTTAAAATTTATTCTTTCTTTCTATAATTTTCTGAITGTCCAAAAGTTCACA
TCATACAATATACACACTGTAGACACATATTAAAGACATGGCTAARRCORBACACACACACACAC
ACACACACACACAC

>1T35- 1194 pb

GCTCGGTATGAAGGCTGGGCAATCAATACTTCGCAAAGCCAGTATGSBABETATAAATAGTAA
AGCCAACCAGGAAGTAAATGCAGCCACACCCTGTGAGGAGAGAGE TABAAGGCGGGGCTAGA
GGAGCGAGACAAAGGAGTGGGCGTGGCCTGCCGGTTTCTAACATT G AMANATTTTATATTG
AAATAAAATGGCTAAAAACACACAATACAATCACCATTTAAGTGGBAAARMBTGGACGGCAGGCA
TAACCTAGCTTACTAACAGTGAAACTAGCTAGCCCATAGATGGTATATBGAGACAAAATGGAA
GTGAAATACAGGCCAGAATATCAGGAATGTCAATGTTTACCTCAGARTRARAGTCTAATAAAA
GGTTTATTTTGACTTTATTAAGGTAATTTTGACCAGCAATGTACACAITTGYATAGCCAGTCTGTC
ATTTATAAAAACATTTGAATAATAATAAAAACACACAATATAGTCATRBRTGGCCAAAGCTGTGT
GAACACTGTTGCTCGGCAACCAGAAAACCGCGCACTCATAACCTASRIAATTIGAAACTAGCTA
GCACGTGCCGGCATGCATTTTATTGTGAGCATTTTCTAGATGTTTCTAGRRCGCTCAATCTGTG
CTAAAAATAATATAAACAAACGAATCACTAGAACTAGCTTACTAATAROGA GCTGACACGTATT
GCACATTTTATTAGCCATTTAATTAATAAAACTACGAAAACAGGCARGBARTTTTTTAGAAATG
TCAGTAAATGTCTTGACTAAAATTAGAATGTAATTACAAATAAAAATGTRAATGGATGCTCATGG
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CCTCATATTGACAAAAAGCCAGTGATGTTTTAATACTATACTTTACIAGOECTATCACAACRT
TGACAGAGGACAAAATACTABATAATAACAATAACAACAACAACAACAACAATAATAATAATAATAA
TAATACATTTTATTTGTAATGCAGTTTATATTTCAAAGAAATCTCAGTGBAAARATGAAGGAGGA
CTAGGACAATCCABAGCAAGACAGAAAGAGAGAAAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
GAGA

>1V13- 439pb

CGACTCTAGAGGATCCTTCAGTCACGCCGCACTGGTGTCCAGTCNEGMAGSATAACGGAACAA
CTGCGGCTCGGTTTAATAATATTTTTATTTACGCGATTCAAGACTIEREABCAGCCACGCCATGC
CTCCCTCCTTTTTATCAGTATGCACTGTTCATTGTTGCAGCTGCAGIRRATNACACTTTTTTTTT
AAATGCACAGATTTTASTGIGIGTGTGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GITCATCACAGAGAGCCCTTTTCGTCABRCAGTCTTCACTCTTCCTGATGTATATAACACCACCACAC
TCCTGCTGAGTGATGACGAAGAGACGCTGTGCGTGGGAGCGCGRBAEICAGTCCATATCGA
CACGACAGGAAACCTGCAGC

>1V26 — 927pb

ACCTACAGAGTCGGCCATGACACCAAACTCTCCATGGAGCCCAAATIGLOTCATCTGAGGAGC
TGGACAACATGTTCTCTGACCTTGTGGTGTGTATCCTTCTTCTTCTRITTBAAATTGCACATTG
TTTATTCTGCTTATCTTCTGTGGATGTTTCTCCAGAGTGTCTCTCTGIT®ERCCTCCTGAATAAGA
AGCAACTGTTTTGTCTTATGTTTCATAAGTTTTATTGTACGAGTTGSPATCATTTCCACCAGATG
TGTTTGTGTGTGTGTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAATTATATAAATCTATAAGTATAGC
TGGAAACGTTGTGTGAGACATCTAATCTAATAATAATCTAAGACATTMARAAAGCAGTATAGT
TTTTCAGAGCGTTGCAGAAACGTTGTTATTAGATTACTGTAGTCTMANKIN AATTCTATCCCTA
CACAGTCTGATGAGAAAATCTAATACTGTATAAACACACAACTCAGBGRITCTTGATTTGGTGTTT
TTTTTTGTCCATCAGGATGAACTGGACCTCACTGATGAACATCGASILOTITUGCTCTACCTI G
AGAAGAAATGGCAGCTATACTGCAGCAAGAAGATGCGTIBRGIASTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATAAGGAAATGAAGTGGTGTTTTTATGAGCCAGACC
TGTGTGTGTAATATGGATTAGACCAGGCCTGGGCAGCTCATTTCTHKEDAGATGAAAAAACTTG
TCTTTTTTAACGTGTGCTGAGGTTTTTGCGCGACCTGGGGTAGCTANGCFAGACGCAAGATACG
CGTAATCGTGTGTGACC

>1X3 — 831pb

TCCAACACGGTGGCACGAGCCATGGCGAGGCAGGCGGCCCAGARAATIRIACAAGGTGAGCA
TCAGGATACGACTTGACCAAATCCTEARGTCACTGATATGAATTCACTTTTGAGATTCAATACAAT
GTCATGTTGIGIGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTCAGCCAGAAAGAAGGAA
CGTCTTCAGCGAAAGGAATAATACTCCTCACTCAGACGAGGAGGRDEGAIITCGCCCCACGCC
AGGCGGAGAGGAGCCTCGGTGGACGACTTTCTCAGGGGCTCTGABATGAGTAAGACATGGGA
CATGTAGGACATACAACATGTATGACACCAGATACTGTAGTTTTCARRCTACATGAACCACTTC
TTCAGTAATACCCCACAGACTCACAGACACACTATGTGGCTGAAGGTGITRHECGGAAACCAGAGT
GACCACCTGCACTGTACACCAATTTTACTCTTCGTCCCGCTTTTABBTCEITTTTGAGTCGCAC
TGTTCAGCCAGGTTACACAGCCATGGCCAGTGTGGAGACGAAAMNPAGEAG TCAGTAGTGAA
TGGACCGCAACATACTCTTGATTAAAAGGGGCAGATGGCGAAGCIHGAGATT GCATTTTATG
TAAAAGCATTTTTTCTGTCGGGCACGGTGAAGAATATGATATGAAGETAIMTGTGAGTCTCAC
AGGAAACGAGCACAACAAGAAACATGCAAATTGATGCAATTGTTIHARBTAAAT
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4.5. Padronizacédo da PCR

Dos quinze pares de primers testados, foram escolhidos seis loci cuja

padronizacdo da PCR foi mais satisfatéria (tabela 6) até o momento para a

analise de polimorfismo. Apenas os primers para dois loci (102 e 1K7)

produziram um numero exagerado de bandas

inespecificas e foram

descartados. Os sete loci restantes ainda necessitardo de mais etapas de

padronizacdo para que sejam utilizados em analises populacionais.

Locus Quantidade de | Quantidade de | Temp. de | NUmero de
primer Taqg anelamento ciclos da PCR

1E21 10 pmoles 0,25 U 60°C 30

134 10 pmoles 0,5U 58°C 30

1013 10 pmoles 0,5U 56 °C 35

1735 5 pmoles 0,25U 60 °C 30

1Vv26 10 pmoles 0,25U 60°C 30

1X3 5 pmoles 0,25U 60°C 30

Tabela 6 - Lista dos loci com amplificagdo satisfatéria e condi¢cdes de PCR utilizadas.

As figuras 16, 17 e 18 ilustram o teste de 3 desses loci em individuos

coletados na represa de lgarapava (Rio Grande).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
200pb

175pb

150pb

Fig. 16 - Gel de acrilamida 10% corado com nitrato de prata com amplificagéo do locus 1T35.
Canaletas: 1 - padréo de peso molecular de 25 pb. 2 a 17 - individuos da represa de lgarapava.

200ph —»

175pb —>

150pb —»

Fig. 17 - Gel de acrilamida 10% corado com nitrato de prata com amplificagéo do l6cus 1X3.
Canaletas: 1 - padréo de peso molecular de 25 pb. 2 a 12 - individuos da represa de Igarapava.

225pb —»

200pb —>

175pb —»

Fig. 18 - Gel de acrilamida 10% corado com nitrato de prata com amplificacéo do locus 1V26.
Canaletas: 1 - padréo de peso molecular de 25 pb. 2 a 18 - individuos da represa de lgarapava.
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4.6. Célculo das frequéncias alélicas, H

« € H, e desvios do EHW

A partir da analise dos géis de acrilamida foram calculados para cada um

dos seis loci selecionados, o tamanho dos alelos em pb, as frequéncias

alélicas, a H, (heterozigosidade observada) e He (heterozigosidade esperada),

assim como possiveis desvios do EHW (Equilibrio de Hard-Weinberg). As

tabelas 7 e 8 resumem o resultado das analises pelos programas Labimage e

Genepop v.3.4. Como alguns individuos ndo amplificaram em alguns loci, o

numero de individuos analisados foi diferente para cada locus.

Locus n Ne° de | Variacao de Ho He Desvio do EHW
alelos tamanho (pb)
1E21 42 11 196 - 242 0,78 0,78 NS
134 42 14 152 - 188 0,88 0,95 NS
1013 40 12 134 - 200 0,89 0,91 NS
1V26 45 10 198 - 236 0,71 0,89 P< 0,01
1735 48 3 173-182 0,50 0,53 NS
1X3 46 7 178 - 204 0,78 0,82 NS
Tabela 7 - Resultado da analise pelos programas Lablmage e Genepop.
n: nimero de individuos analisados em cada locus. NS: ndo significante
Alelos
Locus | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1135 | 0,573 | 0,260 | 0,160 - - - - - - - - -
1X3 0,096 | 0,181 | 0,277 | 0,213 | 0,064 | 0,128 | 0,043 - - - - - - -
1v26 | 0,100 | 0,200 | 0,111 | 0,144 | 0,078 | 0,111 | 0,089 | 0,067 | 0,033 | 0,067 - - - -
1E21 | 0,036 | 0,190 | 0,393 | 0,131 | 0,048 | 0,071 | 0,018 | 0,024 | 0,060 | 0,012 | 0,018 - - -
1013 | 0,083 | 0,056 | 0,014 | 0,069 | 0,069 | 0,097 | 0,181 | 0,097 | 0,153 | 0,056 | 0,111 | 0,014
134 0,048 | 0,012 | 0,036 | 0,107 | 0,060 | 0,095 | 0,262 | 0,083 | 0,131 | 0,060 | 0,036 | 0,024 | 0,016 | 0,032

Tabela 8 - Freqiiéncias alélicas de cada locus calculadas pelo programa Genepop.

63




5. Discussao

Neste trabalho foi construida uma biblioteca gendémica do peixe
Pimelodus maculatus com posterior triagem com sondas radioativas para o
isolamento de regibes microssatélites. Apesar de essa metodologia ser
considerada como tradicional e bastante trabalhosa, ja que nos ultimos anos
vem sendo substituida por construcao de bibliotecas enriquecidas (Zane et al.,
2002), esse trabalho prova que seus resultados sao bastante compensadores.
A principal vantagem da metodologia tradicional € a utilizacdo de bibliotecas
primarias, onde ndo ha etapas de amplificacdo de clones, diminuindo assim, as
chances de obtencéo de sequéncias repetidas ao final do trabalho.

A porcentagem de clones positivos obtidos na biblioteca (4,7%) é
semelhante ao descrito na literatura para o grupo dos peixes (Zane et al.,
2002). Esse numero pode ser ainda maior, considerando que alguns clones
correspondiam a mais de uma col6nia. A estratégia de coleta de mais de uma
colénia por tubo se mostrou desnecessaria nesse caso, pois devido a grande
guantidade de clones positivos, decidimos trabalhar apenas com os clones
coletados individualmente. Assim, para a construcdo de novas bibliotecas o
mais adequado seja reduzir o numero total de clones a serem gerados e coleta-
los todos de forma individual.

Pela grande quantidade de clones com regides microssatélites
encontrados, esse trabalho também reforca dados de que o grupo dos peixes é
um dos grupos taxondmicos com maior frequéncia de sequéncias do tipo
(Goldstein & Schldtterer, 1999, Zane et al. 2002). As diferencas de freqiéncia
de seqliéncias microssatélites encontradas em diferentes grupos taxondémicos
ainda ndo esta bem esclarecida, mas a principal teoria é de que a eficiéncia do
sistema de reparo para diferentes espécies influenciaria diretamente a
ocorréncia de sequéncias desse tipo (Goldstein et al., 1999).

Foram identificadas ao todo, 82 clones com sequéncias microssatélites,
sendo que a maior parte consistia em repeticbes de dinucleotideos. A
frequéncia do tipo (di, tri ou tetranucleotideos) e do motivo de repeti¢cdes varia
muito entre os grupos taxondmicos, mas de maneira geral se tém notado que
dinucleotideos sdo mais abundantes em muitos genomas (Katti et al., 2001),

Nesse trabalho apesar de serem utilizadas sondas com varios motivos
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diferentes de repeticbes foram encontradas poucas sequéncias com tri ou
tetranucleotideos o que sugere gue os dinucleotideos sejam realmente muito
mais abundantes no genoma dessa espécie. Além disso, as maiores repeticdes
consistiam de dinucleotideos, sendo que dos tri e tetranucleotideos
encontrados nenhum apresentou mais que 20 repeticbes. Provavelmente,
unidades mais curtas de repeticdes como os dinucleotideos permitam uma
maior taxa de slippage por comprimento de DNA, sendo mais instaveis (Katti et
al., 2001).

Gueyas et al. (2006), isolaram regides microssatélites de uma espécie de
carpa (Hypophthalmichthys molitrix), utilizando tanto biblioteca convencional
quanto enriquecida. Aproximadamente 1 a 2% dos clones da biblioteca
convencional tiveram sinais positivos na hibridizacdo de sondas radioativas
com di e trinucleotideos. Foram seqlienciados 72 clones e destes 64 geraram
sequéncias analisaveis. Sequéncias do tipo GT predominaram (51) sendo o
restante do tipo GA. Nao foi encontrada nenhuma repeticado de trinucleotideos.
Aproximadamente 50% das sequéncias eram perfeitas e pares de primers
puderam ser desenhados para 24 loci, com 16 sendo amplificados com
sucesso.

Esse, assim como a maioria dos trabalhos envolvendo o isolamento de
sequéncias microssatélites em diferentes espécies provou que a obtencdo de
boas seqliéncias para analise populacional € um trabalho de paciéncia, onde
se parte de uma enorme quantidade de possibilidades, que vao sendo
reduzidas a medida que sao vencidas as varias etapas do trabalho. Assim, no
presente trabalho, de 118 clones sequenciados, apenas 15 foram escolhidos
para serem utilizados, sendo que seis puderam ser analisados até 0 momento.
Normalmente s&o raros os trabalhos de isolamento de seqUéncias
microssatélites onde se obtém mais de 20 loci utilizaveis em analise
populacional. Além disso, ndo ha um consenso de quantos loci sdo necessarios
para uma analise populacional eficiente, mas atualmente a maioria das
pesquisas tem envolvido de 5 a 15 loci diferentes.

Uma caracteristica importante para a obtencdo de loci analisaveis é a
regido flanqueadora da sequéncia possuir uma composicdo de bases que
permitam o desenho de primers eficientes na amplificacdo. Esta é outra etapa

limitante para escolha das sequiéncias, pois muitas apesar de possuirem boas
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repeticbes, ndo possuem sequéncias flanqueadoras suficientes ou com boa
composicdo de bases. Esse aspecto foi levado em consideragcdo nesse
trabalho, onde tivemos o cuidado de eliminar seqiéncias menores de 400 pb
na construcdo da biblioteca.

A padronizacdo da amplificagdo dos loci é outra etapa crucial para que
seja realizada uma analise correta dos dados. Fatores como temperatura de
anelamento, numero de ciclos e quantidade de reagentes na PCR devem ser
calibrados de forma a permitir a visualizacdo de bandas mais distintas
possiveis. Essa etapa de padronizacdo envolve um esfor¢co consideravel e
demanda certo tempo até que todas as reacdes estejam corretamente
calibradas. Um fendbmeno comum na amplificacdo de microssatélites é o
aparecimento de bandas fantasmas menores (“stutter bands™) que o alelo
verdadeiro por uma ou eventualmente duas repeticdes produzidas pelo
“derrapamento” da DNA polimerase (Chenuil, 2006). Esses fragmentos séo
geralmente menos intensos do que o alelo verdadeiro, mas mesmo assim, a
quantidade de DNA polimerase foi reduzida nas amplificacdes com o objetivo

de se reduzir o aparecimento dessas “stutter bands”.

Outro aspecto importante € a distincdo dos alelos de diferentes tamanhos
no gel. Atualmente, a maioria dos trabalhos envolvendo microssatélites tem
utilizado o sequenciador automatico para esse fim. No entanto a analise no
sequenciador necessita de software especifico, do qual ndo dispomos até o
momento. Embora géis desnaturantes sejam comumente utilizados para
microssatélites, géis ndo desnaturantes podem ser mais convenientes para
analises que demandem menos preciséo, pois DNA dupla fita migra muito mais
rapidamente do que DNA fita simples, podendo utilizar aparatos menores,
sendo mais faceis de manipular durante a revelacdo (Chenuil, 2006). Assim,
nesse trabalho optamos por utilizar gel ndo desnaturante, ja que o objetivo
principal era apenas testar o polimorfismo dos loci dentro de uma populagéo.
No entanto, para andlises populacionais mais refinadas, identificacao individual
e de paternidade o ideal € a utilizagdo de sistemas mais precisos.
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Para cada locus foram realizados analises de H,, He e desvios do EHW,
gue sao necessarios para avaliar se os loci sdo ou ndo adequados para analise
populacional. Assim, altas heterozigosidades esperadas e observadas servem
como estimativa de um alto polimorfismo do locus na populagéo analisada e
sdo um indicativo de sua adequacdo para analise populacional. Dos seis loci
analisados, cinco apresentaram um numero grande de alelos e altas
heterozigosidades observadas (> 0,7), sugerindo sua adequacéo para analises
populacionais. Apenas o locus 1V26, apresentou desvio significativo do EHW
(P < 0,01), que pode ser devido a presenca de alelos nulos (que néo
amplificam na reacdo) ou de fatores demograficos. O teste desse locus em

outras populacdes talvez podera ajudar a esclarecer o motivo do desvio.

Perspectivas

O trabalho realizado até aqui pode ser considerado apenas a etapa inicial
de um estudo que apresenta ainda uma série de possibilidades. A biblioteca
gendmica construida para a espécie podera servir ndo s6 como fonte para a
busca de mais regibes microssatélites, mas para a identificacdo de outras

regides no genoma da espécie permitindo estudos comparativos e evolutivos.

Ainda existem cerca de 400 clones positivos que contém duas ou trés
clones (colbnias) por tubo, que podem ser separados através de uma nova
transformacao e sequénciados para a busca de mais regides microssatélites.
Dos clones sequenciados, muitos podem ser submetidos a novos
sequénciamentos na tentativa de ser obter sequéncias mais completas e
seguras para o desenho de primers. Além disso, ha varias sequéncias que
podem ser utilizadas prontamente para o desenho de novos primers e que nao
foram selecionadas previamente por questbes de ordem pratica. Das quinze
sequéncias escolhidas, sete ainda podem ter a padronizacdo da PCR
aperfeicoada e juntamente com as seis que ja foram testadas fornecerdo um

namero razoavel de loci para analises populacionais da espécie.
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Essas analises, juntamente com estudos de outras espécies da Bacia do
Rio Grande, poderao servir como base para a adocao de estratégias de manejo
e conservacao que levem em conta a preservacao da biodiversidade existente
na bacia. Além disso, 0 isolamento dessas regides microssatélites abrira
possibilidades para estudos de Pimelodus maculatus em varios outros
contextos, ja que a ocorréncia dessa espécie nao se limita somente a essa

bacia.
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6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, podemos apresentar as

seguintes conclusoes:

* A metodologia utilizada se mostrou eficiente para o isolamento de regides

microssatélites de Pimelodus maculatus.

* A porcentagem de clones positivos encontradas foi de no minimo 4,7%,
compativel com o encontrado para o grupo dos peixes em outros trabalhos.

* A maioria de repeticBes encontradas foram de dinucleotideos com motivos
GT/CA, indicando uma predominancia desse tipo de repeticdo no genoma

dessa espécie.

* Os loci analisados até o momento sdo adequados para futuras analises

populacionais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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