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RESUMO

Nas ultimas décadas, muitos rios vém sendo represados para a construcdo de
usinas hidrelétricas. As represas causam impacto negativo significativo sobre as
populacbes de peixes locais. Diante desse contexto, é de grande relevancia a realizacao
de estudos populacionais de espécies cujos habitats sofreram fragmentacdo devido a
construcdo de usinas hidrelétricas. Os marcadores moleculares vém sendo utilizados
neste tipo de estudo pois apresentam alto grau de polimorfismo, permitindo avaliar a
estrutura e variabilidade genética de populacfes de peixes bem como o impacto que as
barragens e o repovoamento causam sobre elas. O objetivo do presente trabalho foi o
isolar marcadores moleculares de Prochilodus costatus, e caracterizar um marcador para
analises populacionais dessa espécie na bacia do rio Paré. O isolamento dos marcadores
foi feito a partir do sequenciamento dos clones positivos encontrados na varredura da
biblioteca genémica de Prochilodus lineatus existente no laboratorio e confirmagéo de
regibes microssatélites. Foram sequienciados 71 clones, sendo que desses, 19 (26%)
apresentaram pelo menos uma seqiiéncia repetitiva. Foram determinadas as melhores
condicdes de amplificacdo para um locus, posteriormente chamado de HPL ( Highly
Polymorphic Locus), que foi testado em 45 individuos coletados em trés diferentes
regides do rio Para. Sua utilidade em estudos de genética de populagdes foi verificada
através de andlises de indices de diversidade, aléem da analise de particdo da
variabilidade genética (AMOVA) das amostras coletadas ao longo do rio, anélise de
agrupamento de genotipos para verificar a existéncia de subestrutura na amostragem.
Uma arvore haplotipica foi construida utilizando-se o programa TCS. Também foram
realizados testes estatisticos submentendo dados biométricos das amostras a analise de
variancia (ANOVA). O seqlenciamento do marcador HPL permitiu que o
caracterizdssemos como uma regido polimorfica, sendo constatados 25 haplotipos
diferentes. A utilizacdo desse marcador como ferramenta molecular ird contribuir de
forma determinante para o desenvolvimento de sistemas mais adequados para a
manutencdo da diversidade das comunidades de peixes além de acelerar e aumentar a

exatiddo das decisdes tomadas para a conservacdo e manejo das espécies em questao.
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ABSTRACT

In the last decades, many rivers have been dammed for the construction of reservoirs.
Dams cause significant adverse impact on the population of local fish. Thus, it is of
huge relevance the accomplishment of populational studies in species whoes habitat has
been fragmented as a result of dam building. Because of their high level of
polymorphism, molecular markers have been largely used in populational analysis of
many species of fish, in order to evaluate the genetic structure and variability of
populations and the impact of the dams and the hatchery fish have on wild populations.
The objective of this study was to isolate molecular markers of Prochilodus costatus
and to characterize its populations in the Para River. Isolation of the molecular markers
was achieved by sequencing positive clones from a Prochilodus lineatus genomic
library. Of 71 analyzed clones, 19 (26%) contained at least one repetitive sequence.
Optimized reactions were carried out for for a locus called HPL (Highly Polymorphic
Locus), which was tested in 45 individuals collected in three different regions of the
Para River. Its usefulness in population genetic studies was evaluated by analyzing
indices of molecular diversity, molecular variance (AMOVA), a test on the structure of
the samples, and a haplotypic tree contructed using the TCS program. Biometric data
was also subjected to statistical using ANOVA. Sequencing of the marker HPL revealed

25 haplotypes.
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1) INTRODUCAO:
1.1) Area de estudo:

A Bacia do S&8o Francisco é a terceira maior do pais, cobrindo uma area de
631.133Km?, ou seja, 7,5% do territério nacional. Com nascentes na Serra da Canastra,
na parte sul do estado de Minas Gerais estende-se para o leste correndo 400 quilémetros
entre os estados da Bahia, Pernambuco, Sergipe e Alagoas para desaguar no oceano
Atlantico (Sato e Godinho, 2004).

O Sé&o Francisco é um rio federal, o maior totalmente nacional, que percorre uma
extensdo de 2.700 km. Ele desdgua no Oceano Atlantico, com a foz entre os estados de
Sergipe e Alagoas, proxima a Piacabugu (AL). O Sdo Francisco tem 36 afluentes de
porte significativo, sendo 19 perenes. Os principais sdo, pela margem esquerda, 0s rios
Abaeté, Paracatu, Urucuia, Carinhanha, Corrente e Grande, e, pela margem direita, 0s
rios Paraopeba, das Velhas, Jequitai, Pacui, Verde Grande e Pard (Portal Peixe Vivo.
Rios de Minas. Disponivel online em: <http://www.portalpeixevivo.com.br>, acesso:
Janeiro de 2009).

A Bacia do rio Para (Figura 1) esta situada no estado de Minas Gerais e
compreende uma 4rea de aproximadamente 12.500 km?. Ela alonga-se na diregdo norte-
sul, tendo sua origem na regido serrana de Entre Rios, Piracema e Desterro de Entre
Rios e sua foz no Rio S&o Francisco, & montante do reservatorio de Trés Marias, no
municipio de Pompeu (Pellegrin, 2001). E uma das bacias mais importantes do sistema
do Rio Séo Francisco, abrangendo 38 municipios nos quais vivem cerca de 650 mil
habitantes.

O rio Para nasce no municipio de Resende Costa e compreende uma area de
drenagem de 12.262 km? atingindo uma extensdo de 310,6 km. Seus principais
afluentes sdo: os rios Peixe, Itapecerica, Sdo Jodo, Lambari e do Picdo, antes de
desembocar proximo a represa de Trés Marias no municipio de Pompéu, MG (Instituto
Mineiro de Gestdo das aguas. Disponivel em: <http://www.igam.mg.gov.br>. Acesso
em: Janeiro de 2009).

Por ndo cortar nenhuma cidade em seu percurso regional, o rio Pard é um dos
poucos cuja dgua ainda apresenta um Indice de Qualidade das Aguas (IQA) satisfatoria,
classe 1 e 2, segundo Deliberacio Normativa COPAM n° 010/86 (CBH-PARA. Projeto


http://www.portalpeixevivo.com.br/
http://www.cbhpara.org.br/
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Agua e Vida. Comité da Bacia Hidrografica do Rio Para. Disponivel em:
<http://www.cbhpara.org.br/projetos.ntm>. Acesso em: janeiro 2009).

Em seu curso estdo instaladas as Usinas Hidrelétricas de Gafanhoto (Figura 2),
localizada no municipio de Divindpolis (Minas Gerais), cuja operacgao iniciou-se em
1946, tornado-a a usina mais antiga da CEMIG; e a de Cajuru (Figura 3), localizada nos
municipios de Divindpolis, Carmo do Cajurt e Claudio (Minas Gerais), cujo inicio de
operacao foi em 1959 (Portal Peixe Vivo. Rios de Minas. Disponivel online em:
<http://www.portalpeixevivo.com.br>, acesso: Janeiro de 2009).


http://www.cbhpara.org.br/
http://www.portalpeixevivo.com.br/
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Figura 2: Usina Hidrelétrica (UHE) de Gafanhoto, Divindpolis, Minas Gerais. Instalada
no rio Pard com inicio de operacdo em 1946. Tem poténcia de 14,00MW e volume (til
de 3,95hm®.

.
Image © 2009 DigitalGlobe ~, ole
. ! s=Google

©2009 MapLink/Tele Atlas
Data das imagens: 3/Maio/2004 20°14'21.29" S 44°45'14.48" 0 elev 750 m Altitude do ponto de visdo  1.82 km

Figura 3: Usina Hidrelétrica (UHE) de Cajuru, Carmo do Cajuru, Minas Gerais.
Instalada no rio Pard com inicio de operagdo em 1959. Tem poténcia de 7,2MW e
volume (til de 132,00hm°.
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1.2) Prochilodus costatus

O género Prochilodus possui grande relevancia, pois esta entre os peixes de dgua
doce mais abundantes e amplamente distribuidos da América do sul. E constituido de
espécies detritivoras e ili6fagas, ou seja, que se alimentam de lodo e detritos
encontrados no fundo lamacento de lagos e rios. Esses peixes sdo em geral grandes
migradores e parte importante do volume de pesca continental no Brasil (Castro e Vari,
2004; Sivasundar et al., 2000; Petrere, 1989; Welcome, 1979). Relatos destas longas
migracdes, até 1200 km por ano, ja haviam sido feitos por Bonetto, 1963. Durante o
ciclo anual, eles nadam rio abaixo, para as planicies alagadas onde se alimentam ou
regibes mais baixas para a desova, perto das cabeceiras (Sivasundar et al., 2000).

Prochilodus costatus (Figura 4) pertence a familia Prochilodontidae, ordem
Characiforme, € uma espécie inicialmente endémica da Bacia do rio S&o Francisco mas
que foi posteriormente introduzida no rio Jequitinhonha (Castro e Vari, 2003). E
conhecido comumente como Curimata-pioa (FishBase - a global information system of
fish. Disponivel online em: <http://www.fishbase.org>. Acesso: fevereiro de 2009).

Existem espécies de peixes que realizam grandes migracGes para fins
alimenticios ou reprodutivos em quase todos os rios da Ameérica Latina (Agostinho,
2003). O Prochilodus costatus ¢ um peixe de piracema, ou seja, 0s adultos realizam
deslocamentos em cardumes, chamadas de migrac@es reprodutivas, rio acima na estacao
chuvosa, que vai de novembro a margo, e 0s ovos e larvas derivam passivamente junto
com a correnteza, por dezenas de quilometros rio abaixo. A espécie possui um
importante papel ecologico considerando seus habitos bentopelagicos e detritivoros, ou
seja, ela vive e se alimenta nas camadas meédias e mais fundas de &gua, se alimentando
de detritos organicos, desenvolvendo um papel importantissimo na ciclagem de matéria
organica em ecossistemas limnicos (Flecker, 1996; Darnell, 1964), sendo uma espécie
chave para programas de conservacao.

Existe um grande interesse comercial no Curimata-pioa por servir de alimento
para a populacdo de baixa renda, pela sua abundancia e por suas 6timas caracteristicas
para a piscicultura como, por exemplo, grande prolificidade, ou seja, uma Unica fémea
pode desovar mais de um milhdo de 6vulos por temporada, desenvolve-se com relativa
facilidade, sua reproducdo em cativeiro j& € bem controlada por profissionais
especializados e seu alimento é barato (FAO/DVWK, 2002).


http://www.fishbase.org/
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Figura 4: Individuos de Prochilodus costatus - Curimata-pioa: a) individuo adulto. Foto:
Carlos Bernardo Mascarenhas; b) jovem capturado em lagoa marginal do rio Itapecirica,

situada a montante da cidade de Divinopolis (MG). Foto: Tiago Cerasim Pessali.
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1.3) As hidrelétricas e 0 impacto na populacéo de peixes

Os rios e suas planicies de inundacdo sdo considerados pelos hidrologistas como
um sistema inseparavel, com relagdo ao balango de agua, sedimento e matéria organica.
Nestes sistemas, estdo incluidos habitats léticos, habitats permanentemente lénticos e a
planicie alagavel; cada um possuindo propriedades Unicas, caracterizando-se em um
ecossistema especifico (Junk et al., 1989). Dentre esses ambientes, estdo as lagoas
marginais, que ocupam as depressdes laterais do rio e apresentam comunicagdo constante
ou intermitente com 0 mesmo. Durante as cheias as lagoas formam areas inundadas e canais
que enriguecem o habitat, pois sdo abastecidas com nutrientes e matéria organica vindas do
rio. Isso permite que muitas espécies de peixes migratorios as utilizem como locais de
acasalamento e desova, bercario, protecdo e abrigo e area de descanso para adultos ou
crescimento de juvenis (Vazzoler et al., 1997; Agostinho et al., 1993; Medeiros e Maltchik,
2001; Welcomme, 1979).

Nas ultimas décadas, muitos rios vém sendo represados no mundo inteiro para a
construcdo de usinas hidrelétricas, devido a crescente demanda de energia elétrica,
conseqliéncia do aumento da populacdo mundial e do desenvolvimento industrial.

O Brasil contém cerca de 15% de toda a agua doce do planeta, sendo dotado de
uma vasta e densa rede hidrografica. Seus rios possuem um alto potencial para a
geracdo de energia elétrica, devido a suas caracteristicas como grandes extensdes,
larguras e profundidades, além de possuirem em seu leito rupturas de declive e vales
encaixados, ja que sdo em sua grande maioria rios de planalto. Cerca de 90% da energia
consumida no pais provém de Usinas Hidrelétricas e por esse motivo, muitos rios
brasileiros tém sido transformados numa sucessdo de barragens, provocando uma
fragmentacdo de habitats, inundacbes de grandes areas, alteracbes no regime
hidroldgico natural, na qualidade da agua e na reproducéo da ictiofauna local (Martins e
Tamada, 2000; Petts, 1989).

As represas causam impacto negativo significativo sobre as populacdes de
peixes locais. Nos primeiros anos ap0s o barramento, observa-se uma tendéncia no
aumento da produtividade de peixes, sendo que seu nivel de equilibrio da produtividade
é igual ou até mesmo superior ao encontrado anteriormente (Kimmel e Groeger, 1986;
Welcomme, 1989). Com o passar dos anos, ocorre uma depressdo tréfica dos
reservatorios. Muitas vezes é observado um declinio de algumas populacdes de peixes

devido a alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas da agua e na oferta alimentar para
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0S Mesmos, que juntamente com o isolamento dos mesmos de seus sitios de desova (que
interrompe seu processo reprodutivo), levam a uma diminuicdo na produtividade
pesqueira. Esta ruptura pode levar a extingdo local se sitios criticos forem perdidos ou
ndo mais acessiveis (Nerras et al., 2001; Godinho e Godinho 1994; Welcomme, 1989).

A migracdo desempenha um papel fundamental no sucesso reprodutivo de
peixes reofilicos (Figura 5), pois além de ser um estimulo para o desenvolvimento das
gbnadas, também promove o encontro e uma alta concentracdo de ambos 0s sexos em
local favorével a fertilizacdo e ao desenvolvimento dos filhotes devido a alta
oxigenacdo; e com pequena taxa de predacao ja que ocorre uma baixa na transparéncia
da agua. O ciclo biologico dessas espécies esta diretamente relacionado aos ciclos
hidroldgicos dos rios, ou seja, 0s ciclos de cheias e secas, que também sdo alterados
com a construcdo de barragens. Se lagoas marginais, antes alagaveis, deixam de receber
agua, hd um comprometimento no seu papel de bercario de jovens peixes migradores.
Assim, as espécies reofilicas sdo as mais afetadas com a transformagdo subita do
ambiente lotico para léntico, pois as adaptacOes e estratégias reprodutivas estavam
associadas ao primeiro (Carosfeld et al., 2003; Braga, 2001).

O declinio e a extingdo de algumas espécies de peixes tém chamado a atencéo de
agéncias governamentais e especialistas, no intuito de restaurar ambientes degradados,
conduzindo pesquisas e programas de desenvolvimento com o objetivo de reintroduzir e
propagar espécies em questao.

O repovoamento, que consiste na reproducdo de peixes em cativeiro e
reintroducdo nas represas, € uma das estratégias mais utilizadas para mitigar esse
impacto (Agostinho et al., 2007). No Brasil, a estratégia de repovoamento vem sendo
empregada desde as Ultimas décadas na tentativa de restaurar as populac@es de peixes,
mantendo-as em equilibrio, embora envolva riscos relativos a eficiéncia do programa
quanto aos seus resultados, davidas relativas a preservacdo do pool génico e a
possibilidade de introducdo de doencas, além de outros aspectos ecoldgicos e
econémicos (Hickley, 1994).

A reproducdo induzida, em laboratorio, das espécies cultivadas em tanques ou
capturadas proximo as barragens, na época da piracema, esta sendo amplamente
utilizada, visando a conservacdo da biodiversidade e a manutencao da pesca (CEMIG-
Companhia Energética de Minas Gerais. Sustentabilidade. Disponivel online em
<http://www.cemig.com.br>. Acesso: fevereiro de 2009). Entretanto, a influéncia da

mesma sobre populagdes de peixes é pouco conhecida quando utilizada isoladamente


http://www.cemig.com.br/
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(Madeira et al., 2005; Salvanes e Braithwait, 2006, Fraser, 2008). Quando realizados de
forma ndo sistemética e planejada, os peixamentos podem ter efeitos adversos nas
populacbes naturais (Miller e Kapuscinski, 2003). O manejo racional de espécies de
peixes deve prevenir a perda da diversidade genética. Para isso, é necessario o
conhecimento cientifico da composicdo genética dos estoques e das populacdes naturais
para permitir o embasamento objetivo das decisdes a serem tomadas.

Houve um aumento no impacto da genética de populagdes na conservacdo da
biodiversidade e concomitantemente o desenvolvimento de diversas técnicas em
biologia molecular. Assim, analises populacionais que utilizam marcadores moleculares
como 0s microssatélites podem orientar medidas de manejo e conservagdo de espécies
de peixes (Araki et al., 2007).



Figura 5: Migracdo: a) migracdo ascendente de Curimbas no rio Itapecerica,
area metropolitana de Divinopolis, MG, durante a piracema de 2006/2007; b)
fémeas de Curimata-pioa capturadas no rio Itapecirica, regiao metropolitana de
Divindpolis, MG, durante a cheia de 2006/2007, mostrando o ventre volumoso
devido ao desenvolvimento dos ovarios. Fotos: Tiago Cerasim Pessali.

23



24

1.4) Marcadores Moleculares

As ferramentas moleculares s&o os mais modernos e efetivos recursos que tém
possibilitado analises genéticas em larga escala, se tornando de uso rotineiro em muitos
laboratdrios do mundo (Poke et al., 2005).

Os marcadores moleculares sdo regides do DNA que contém polimorfismos (de
seqliéncia ou de comprimento) e que apresentam grande variacdo entre os individuos,
sendo assim, facilmente utilizadas em estudos e analises de diferenciacdo entre os
mesmos. De acordo com Ferreira et al., 1998, ao se verificar o padrédo de heranca do
marcador, de acordo com as leis de heranga mendeliana, um determinado marcador é
definido como marcador genético.

Os marcadores moleculares genéticos estdo sendo amplamente utilizados entre
0s bidlogos e a escolha do marcador a ser utilizado depende da natureza da informacao
(dominéncia, co-dominancia, ploidia), dos equipamentos disponiveis em laboratérios e
do nivel de variabilidade do marcador, ou seja, se ele € muito ou pouco polimérfico
(Anne, 2006). Este ultimo fator € muito importante, ja que existem marcadores que
evoluem rapidamente, ou seja, apresentam uma taxa mutacional bastante alta, como por
exemplo, alguns tipos de marcadores nucleares. Esse tipo de marcador é util para o
estudo de individuos, familias e populacdes, podendo-se comparar grupos com
divergéncias recentes. Por outro lado, existem marcadores que evoluem de forma mais
lenta e sdo fixados rapidamente em populacdes, como por exemplo, os marcadores
mitocondriais 0s quais sdo frequentemente utilizados em estudos evolutivos (Avise et
al., 1987).

A grande vantagem do uso de marcadores nucleares que se encontram em
regibes ndo codificantes, é seu alto grau de polimorfismo, ou seja, os loci sdo
geralmente caracterizados por uma alta heterozigosidade (Ellegren, 2004, Schlétterer,
2000, Zane et al., 2002). Praticamente todas as mutagdes irdo contribuir para o
polimorfismo (a ndo ser que o locus esteja proximo a uma regido codificante), enquanto
que a maioria das mutacGes é eliminada por selecdo em marcadores que estdo em
regibes codificantes (Chenuil, 2006).

Hoje, estdo disponiveis varias técnicas de biologia molecular para a deteccdo de
variabilidade genética ao nivel de seqliéncia de DNA, como por exemplo, RFLP, AFLP,
RAPD, minissatétites, microssatélites, dentre outros (Parker et al., 1998) e com o

desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, novos marcadores vém sendo
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localizados em regides do genoma nuclear e mitocondrial. Esses marcadores séo
aplicados a um grande numero de questdes bioldgicas como: reconstrucdes
filogenéticas, testes de paternidade, aplicagdes na area forense, mapeamento e estudos
genéticos de populagbes. Dentro da genética da conservacdo, eles tém sido Gteis no
planejamento e monitoramento de programas de reproducdo em cativeiro, no
entendimento de sistemas de acasalamento, na deteccdo da estrutura geogréfica da
variabilidade genética, no manejo de fluxo génico e no entendimento de fatores que
contribuem para o aumento ou declinio do fitness (Vrijenhoek, 1998).

Desde a ultima década, os microssatéelites tornaram-se um dos marcadores
moleculares mais utilizados em analise populacional (Schlétterer, 2004). Os marcadores
microssatélites caracterizam-se por blocos repetitivos de seqliéncias idénticas ou
similares dispostas em tandem, encontrados em todos 0s genomas eucariotos estudados
até o momento (Zane et al., 2002). Tais marcadores moleculares sdo constituidos por
sequéncias nucleotidicas de 2 a 6 pb repetidas muitas vezes, tendo uma disposicao
estabelecida de modo bem aleatorio (Hearne et al., 1992). A variagdo entre diferentes
alelos nesses marcadores se da pela diferenca de comprimento de segmentos de DNA,
em funcdo de diferentes nimeros de temas repetidos lado a lado. As repeticdes podem
ser perfeitas ou imperfeitas; simples ou compostas. A distribuicdo e o tamanho de loci
de microssatélites sdo altamente varidveis entre populacfes e até mesmo entre
individuos (Ellegren, 2004).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas importantes no estudo e avaliagcéo
genética de populacdes de peixes selvagens e em cativeiro (Hilsdorf e Krieger,1998).
No Brasil, estudos genéticos que utilizam essas ferramentas para o estudo populacional
de peixes vém crescendo (Dergam et al., 2002; Yazbeck e Kalapothakis, 2007; Paiva e
Kalapothakis, 2008). O isolamento e caracterizacdo de marcadores moleculares
constituem etapas fundamentais, pois permitem avaliar a estrutura e a variabilidade
genética de populacdes de peixes nativos e de cativeiro, bem como o impacto que as
barragens e o repovoamento causam sobre elas (Yazbeck e Kalapothakis 2007; Araki et
al., 2007; Paiva e Kalapothakis 2008; Barbosa et al, 2008; Costa et al, 2008) e propor
medidas mais indicadas para a manutencdo da diversidade das comunidades de peixes
aléem de acelerar e aumentar a exatiddo das decisbes tomadas para a conservacdo e

manejo das espécies em questdo.
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1.5) Importancia da conservacgao da variabilidade genética

A diversidade biologica do planeta estd sendo rapidamente esgotada devido as
consequiéncias diretas e indiretas das atividades humanas como, por exemplo, a
destruicdo, exploragdo e fragmentacdo de habitats reduzindo o fluxo génico, e a
movimentacdo de espécies para novas localidades. A preocupacdo genética dentro da
conservagao surge desses eventos estocasticos que podem levar a perda da diversidade
genética, reduzindo as habilidades das populagbes de se adaptarem as mudangas
ambientais (Frankham et al, 2004).

A variacdo genética dentro da populacdo consiste da variabilidade de alelos
presentes e de suas freqiiéncias em todos os membros da populagédo. Essa diversidade
pode ser influenciada pela selecdo natural, deriva genética e fluxo génico (Suzuki et al.,
1998).

A variacdo genética entre populacdes se da pelas diferencas encontradas entre as
frequéncias génicas e pela presenca de determinados alelos existentes em populacdes
separadas geograficamente. Em geral, essas populacdes apresentam adaptacdes locais
para sua sobrevivéncia, tornando-se mais especializadas (Templeton, 1980).

A heterozigose € um fator importante na variabilidade genética das espécies. Um
individuo é considerado heterozigoto quando possui dois alelos diferentes para 0 mesmo
locus. A heterozigose ou elevada variacdo genética entre individuos de uma mesma
espécie estd diretamente relacionada com o fitness ou valor adaptativo de uma
determinada populacdo (Araki et al., 2007; Carroll et al., 1997; Hartl et al., 1989).

A diversidade genética dentro e entre populagdes exerce um importante papel na
sobrevivéncia das mesmas através dos tempos. Populacdes geralmente sdo adaptadas
localmente, devido as interacBes durante a evolucdo do seu genoma com os fatores
bidticos e abioticos presentes no ambiente em que vivem e devido também, a fatores
seletivos do local (Frankham et al, 2004; Templenton, 1979). A perda da diversidade
genética ou a introducdo de novos genes a populacdes altamente especializadas podem
levar a uma perda da diversidade genética, reduzindo futuras opcBes evolutivas
(Dobzhansky, 1955).
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1.6) Analise Genética de populacdes via seqienciamento automético de DNA

A andlise genética de popula¢bes tomou uma importancia muito grande nas
ultimas décadas. Uma das razdes para isso é podermos analisar as diferencas genéticas
através do sequenciamento automatico de DNA, ou seja, ndo é mais necessario focalizar
em organismos que sofreram mutagGes e manifestam suas diferengas visivelmente,
através de seu fendtipo.

O isolamento das primeiras enzimas de restri¢éo, ainda no inicio dos anos 70 e 0
seqlienciamento do genoma completo do bacteri6fago MS2, foram tidos como um
marco da engenharia genética (Sanger e Coulson, 1975; Fiers et al., 1976). O
sequenciamento automatico ¢ hoje um dos grandes avangos no conhecimento da
genealogia dos alelos quando comparado com sistemas baseados na modificacdo
quimica do DNA, como o proposto na decada de 70 por Allan Maxam e Walter Gilbert
e até mesmo ao sistema de terminacdo de cadeia proposto por Frederick Sanger na
mesma época, utilizando métodos enzimaticos (Braslavsky et al., 2003; Sanger e
Coulson, 1977; Gilbert e Maxam, 1973) .

A partir da década de 90, o segiienciamento se tornou totalmente automatizado e
hoje é possivel obter bons resultados com praticamente qualquer tipo de material: RNA,
DNA gendmico, plasmideos, cromossomos artificiais, produtos da rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR); com as vantagens de um método rapido, pratico e confiavel devido a
precisdo da técnica (Braslavsky et al., 2003; Shendure, 2005; Hall, 2007).

O seqlienciamento automatico possui hoje varias aplicagdes como, por exemplo,
0 estudo sistematico do genoma, a biologia forense, a analise filogenética e o estudo
genético populacional.

Os marcadores moleculares que ndo se encontram em regiGes codificantes,
podem acumular mutacdes, o que ira gerar um grande polimorfismo do locus. O
desenvolvimento de técnicas que permitem o seqiienciamento de produtos de PCR que
amplificam esses marcadores simplificou a geracdo de dados para analise da populacao
(Hillis, 1996).

No caso do rio Para, com a constru¢do da Usina Hidrelétrica de Gafanhoto na
década de 40 e da Usina Hidrelétrica de Cajuru no final da década de 50, parte do rio
ficou fragmentada, havendo um bloqueio do movimento migratorio de algumas espécies

de peixes, inclusive da Curimata-pioa. A condicdo de fragmentacdo pode levar a perda


http://64.233.163.132/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Allan_Maxam&prev=/translate_s%3Fhl%3Dpt-BR%26q%3Dhist%25C3%25B3rico%2Bsequenciamento%2Bautom%25C3%25A1tico%2Bdna%26tq%3DHistory%2Bautomatic%2BDNA%2Bsequencing%26sl%3Dpt%26tl%3Den&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhh_LdJ8DhJY1RnWOBBLEdNw7AvGPg
http://64.233.163.132/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Gilbert&prev=/translate_s%3Fhl%3Dpt-BR%26q%3Dhist%25C3%25B3rico%2Bsequenciamento%2Bautom%25C3%25A1tico%2Bdna%26tq%3DHistory%2Bautomatic%2BDNA%2Bsequencing%26sl%3Dpt%26tl%3Den&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhjvlqsqDXGzchRxwPaNLszqxITYzg
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da variabilidade genética e a diferenciagdo entre as populacBes devido a subdivisdo
populacional através da interrupgdo do fluxo génico entre grupos (Frankham, 2003). Os
trechos de rio entre as barragens de Cajuru e Gafanhoto e a montante de Gafanhoto nédo
permitem a reproducdo da populagdo de P. costatus (Sato, com pess.), determinando
uma condicdo de perda da populacdo na auséncia de medidas mitigadoras. Nestas
condicdes, mesmo a realizacdo de peixamentos (i.e. introducdo de peixes reproduzidos
em cativeiro nos reservatérios) podem ter efeitos adversos nas popula¢Ges naturais

quando realizados de forma nédo sistematica e planejada (Utter, 2003).



29

2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo geral:

Esse projeto tem como objetivo isolar e caracterizar marcadores moleculares
apropriados para estudos genéticos de populagcdes na espécie Prochilodus costatus,

peixe popularmente conhecido como Curimbata-pioa.

2.2) Objetivos especificos:

e Realizar o sequenciamento de DNA dos clones positivos encontrados na
varredura da biblioteca gendmica do peixe Prochilodus lineatus;

e Padronizar a reacdo de PCR para um marcador escolhido;

e Utilizar o marcador desenvolvido do peixe P. lineatus na analise genético-
populacional de amostras de Prochilodus costatus coletadas nos diferentes
pontos geograficos do rio Par, utilizando o método de seqlienciamento;

e Analisar estatisticamente os dados obtidos;

e Realizar uma andalise preliminar das populacdes isoladas pelas barragens de
Cajuru e Gafanhoto;

e Tentar correlacionar os dados moleculares com os dados fenotipicos;

e Sugerir novos rumos de pesquisa para teste de hipoteses de alguns dos padrdes

observados.
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3) METODOLOGIA:

3.1) Material Coletado:

Foram coletados tecidos de nadadeiras de exemplares da espécie Prochilodus
costatus e o respectivo material fixado em Etanol 70% (P.A.). A coleta foi realizada
pela equipe de bidlogos do Professor Doutor Gilmar Bastos Santos, da Pontificia
Universidade Catolica de Minas Gerais, através de projetos colaborativos.

Os animais foram coletados entre os municipios de Carmo do Cajurd e
Divinopolis, MG, a jusante da Usina Hidrelétrica de Gafanhoto, no trecho entre as

Usinas Hidrelétricas de Gafanhoto e Cajuru e na Barragem de Cajuru, rio Para.

3.2) Biblioteca Genomica:

A biblioteca de DNA gendmico do peixe Prochilodus lineatus, construida no
Laboratorio de Biotecnologia e Marcadores Moleculares/lUFMG, utilizou o vetor pUC
18 no sitio da enzima de restricio BamH1 (cliva GGATCC, presente apenas no Sitio
Multiplo de Clonagem). O DNA genémico deste peixe foi digerido com a enzima de
restricdo Sal3Al(cliva GATC) e submetido a eletroforese em gel de agarose, onde
foram selecionados fragmentos de DNA maiores que 400pb. Esse material foi ligado ao
vetor pUC 18, digerido previamente com BamH1 (Yazbeck, 2007).

Foi realizada a transformacao de bactérias eletrocompetentes Escherichia coli da
linhagem Topo 10 com o vetor pUC 18 acima mencionado e, em seguida, a selecdo de
colénias que continham uma insercdo de DNA gendmico da espécie alvo no vetor como
descrito em Paiva, 2007; Yazbeck, 2007.

A varredura da biblioteca foi feita com o uso de sondas de oligonucleotideos
marcadas com fdsforo radioativo. Foram utilizados os seguintes temas de repeticédo:
GATA, TATC, GACA, GGAT, TATT, TACT, CGGA, GTCA, CCGT, GAGG, GATT,
CATG, CCAG, CATG, CCAG, CTTG, CAGC, TATG, TAGT, AAGT, AAGT, CAT,
CAC, GTA, GAA, AAT, CTT, CAC, CCG, CAG, CA, CT e TA (Yazbeck, 2007).

Setenta e um clones positivos encontrados na varredura da biblioteca gendmica

foram isolados para o desenvolvimento do presente trabalho.
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3.3) Transformagéo dos plasmideos selecionados na triagem com sonda radioativa
em bactérias Escherichia coli eletrocompetentes:

Os clones positivos de Prochilodus lineatus foram precipitados com 10% do
volume de acetato de sddio 3 Molar e 2 vezes o volume de etanol 70% para a retirada do
excesso de sal existente nos mesmos. Depois foram centrifugados por 10 minutos, a
16000 g, a 4 °C. Retirou-se 0 sobrenadante e acrescentou-se 200 pL de etanol 70%.
Centrifugou-se novamente durante 5 min., a 16000 g, a 4 °C. O sobrenadante foi
retirado e acrescentou-se novamente 200 pL de etanol 70%. Foi realizada mais uma
centrifugacdo durante 4 minutos, a 16000 g, a 4 °C. O sobrenadante foi retirado do tubo
contendo o clone e 0 mesmo secou a temperatura ambiente.

Os plasmideos foram ressuspendidos em 6 pL de agua bidestilada (Phoneutria,
BH, MG) e entdo preparados para a eletroporacéo.

As bacteérias eletrocompetentes utilizadas na eletroporacdo foram as Escherichia
coli da linhagem Topo 10, lavadas em glicerol 10% e armazenadas a -80 °C
(Phoneutria, BH, MG).

Incubou-se o plasmideo com 100 pL de Escherichia coli e a solucdo de
plasmideo e bactéria foi entdo transferida para uma cubeta e submetida a um choque de
2 kVa (quilovolt-amperes) no eletroporador de pulso Micropulser da Bio-Rad. Apos o
choque foi adicionado 1 mL de solu¢cdo SOC (Phoneutria, BH, MG) (20 mM de
MgSO4, 20 mM de glicose) e ap6s a homogeneizacdo incubou-se a 37 °C por 1 hora. A
solucéo foi transferida para outro tubo de 15 mL contendo meio 2XYT (5 g de NaCl, 10
g de peptona, 5 g de extrato de levedura, agua destilada g.s.p. 1 L, pH 7.5 e ampicilina
(1 puL de ampicilina/ mL de meio), ficando a temperatura ambiente por cerca de 18
horas. O plasmideo pUC 18 (Figura 6) confere resisténcia a ampicilina, entdo utilizou-
se esse antibiotico para selecionar apenas as bactérias que tivessem o plasmideo.

Apos 18 horas, 100 a 200 pL de meio foram plagueados em meio LB &gar (10 g
de NaCl, 10 g de bactotriptona, 5 g de extrato de levedura, 20 g de &gar, agua destilada
g.s.p. 1 L, pH 7,5) com ampicilina (1 uL de ampicilina/mL de meio). Alguns dos clones
selecionados pela sonda radioativa ndo estavam em tubos individualizados, tinha-se
tubos com 2 ou 3 diferentes clones, entdo, na tentativa de que todos os clones fossem
selecionados, coletou-se um grande nimero de coldnias. As coldnias foram entdo
incubadas em 10 ml de meio 2XYT com ampicilina a 37 °C com agitagédo por 18 horas

para garantir o crescimento das bactérias.
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Figura 6: Mapa do vetor pUC 18, evidenciando o gene de resisténcia a ampicilina (bla
(Ap)).

3.4) Extracao de plasmideos por lise alcalina:

Os tubos que continham as bactérias que estavam sendo incubadas a 37°C por 18
horas em meio 2XYT com ampicilina foram centrifugados por 5 minutos a 10000 g e 0
sobrenadante descartado. Foram entdo adicionados 300 pL de Solucdo I (glicose 50
mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM pH 8,0), ressuspendendo o pellet, e entéo,
adicionou-se 300 pL de Solucdo Il (NaOH 0,2 N, SDS 1%). Logo em seguida, foram
adicionados 300 pL de Solucdo Ill (acetato de potéssio 3 M, 11,5% 4&cido acético
glacial) e apos incubacdo em gelo por 5 minutos, os tubos foram novamente
centrifugados por 10 minutos a 16000 g. Transferiu-se o sobrenadante para um novo
tubo e um volume de 600 pL de isopropanol foi adicionado, agitando-o0s
esporadicamente por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante apos centrifugacdo a
16000 g por 10 minutos. O precipitado foi lavado em 1 mL de etanol 70%,
centrifugando-o a 16000 g por 5 minutos, e seco a temperatura ambiente, apés a
eliminacdo do excesso de etanol.

Apos a extracdo por lise alcalina, o plasmideo foi ressuspendido em 50 pL de
RNase 10 ug/pL, deixando-a agir por 1 hora a 37 °C para ocorrer a eliminacdo do RNA.
Aplicou-se 1 pL da solugdo em um gel de agarose 1% onde a coloragéo foi realizada
com Brometo de Etideo para verificar se as bactérias que haviam sido coletadas

possuiam plasmideos diferentes, selecionar quais clones seriam seqlienciados
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visualizando a qualidade das bandas no gel e quantifica-los através da intensidade de
bandas vista no gel de agarose.

3.5) Sequienciamento:

Para a realizacdo da reacdo de seqlienciamento utilizou-se 200 ng de plasmideo,
0,3 pL de BigDye Terminator v3.1 Cycle da Applied Biosystems, 1,6 pmol de um
iniciador do plasmideo pUC18 (Figura 6): M13 direto 5° GTAAAACGACGGCCAGT
3" ou reverso 5° CAGGAAACAGCTATGACC 3 (para fazer o consenso), 1,77 pL de
Tampéo de seqlienciamento BigDye Terminator v1.1, v3.1 da Applied Biosystems e
agua suficiente para 10 pL. Essa reacao foi entdo levada para o termociclador onde foi
utilizado o programa padronizado para o seqiienciador 3130 Genetic Analyzer da
Applied Biosystems:

96 °C por 2 minutos

96 °C por 30 segundos ™
Rampa 1 °C/seg.

50 °C por 15 segundos > 44 ciclos
Rampa 1 °C/seg.

60 °C por 4 minutos
Mantém 4 °C

/

O produto de amplificacéo foi entdo precipitado com 40 uL de isopropanol 65%,
deixado 30 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 16000 g por 25 minutos a
25 °C. O isopropanol foi entdo removido e lavou-se o pellet com 300 pL de etanol 60%.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 16000 g por 5 minutos e deixados secar a
temperatura ambiente, apds a eliminacdo do excesso de etanol para entdo serem
guardados no freezer -20 °C. Esse precipitado era entdo encaminhado para o
sequenciamento no ABI 3130 Genetic Analyzer do Laboratorio de Biotecnologia e
Marcadores Moleculares do ICB/UFMG.
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3.6) Analise do seqlienciamento e desenho dos iniciadores:

Os plasmideos foram seqlienciados em ambas as diregdes. As sequéncias
resultantes foram analisadas por meio dos programas Phred/Phrap/Consed (Ewin e
Green, 1998; Gordon et al., 1998) para obtencdo de sequiéncias consenso. Para 0s
sequenciamentos realizados com o iniciador M13 reverso a sequéncia era apresentada
no sentido 3°-5". Para se conseguir a fita complementar no sentido 5-3", 0 programa
Reverse Complement disponivel em http://bioinformatics.org/sms/rev_comp.html foi
utilizado para que a anélise da fita fosse feita. A regido da sequéncia que correspondia a
do plasmideo de clonagem pUC18 era excluida das andlises. Para isso, 0 programa
VecScreen (NCBI- National Center for Biotechnology Information, disponivel online
em <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VVecScreen/VecScreen.html>, acesso: maio de 2008)
foi utilizado.

Utilizou-se o programa Microsatellite Repeats Finder (BioPHP- PHP for
bioinformatics, disponivel on line
http://biophp.org/minitools/microsatellite_repeats_finder/demo.php. Acesso em: junho,
2008) para a localizacdo dos microssatélites. Trés sequencias que possuiam marcadores
moleculares (clone 2M3, clone 2V35 e clone 2X7) foram selecionadas para o desenho
dos iniciadores.

O locus do marcador é margeado por uma seqiiéncia Unica de bases. Se a
sequéncia flanqueadora se torna conhecida, iniciadores podem ser sintetizados de modo
a complementar essas sequencias, de tal forma que o locus do marcador pode ser
amplificado pela Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR).

Para desenho dos iniciadores, foi utilizado o programa Primer3 v. 0.4.0 (Rozen e
Skaletsky, 2000) de onde foram selecionados aqueles que mais se enquadravam com 0s
nossos objetivos que eram aproximadamente 60% de bases C e G e temperatura méedia
de anelamento entre 54 °C e 60 °C, para que ndo ocorresse a formacdo de bandas
inespecificas.

Para todos os programas utilizados, os resultados obtidos foram criteriosamente

analisados para a verificacdo de possiveis erros dos mesmos.


http://bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html
http://biophp.org/minitools/microsatellite_repeats_finder/demo.php
http://jura.wi.mit.edu/rozen/

35

3.7) Extracdo de DNA gen6mico do peixe P. costatus:

Foi extraido o DNA de 45 individuos de Prochilodus costatus coletados ao
longo do Rio Pard em 3 trechos distintos: Jusante UHE Gafanhoto (15 amostras),
Trecho UHE Gafanhoto/Cajuru (15 amostras), Montante UHE Cajuru (15 amostras);
pelo método de proteinase K e fenol (Sambrook et al., 2001).

Um pequeno pedago de nadadeira foi macerado em gelo seco, utilizando-se graal
e pistilo. Adicionou-se no préprio graal 500 pL de TEN 9 (50 mM Tris-HCI, pH 9, 100
mM EDTA, 200 mM NaCl) e 2,5 pL de RNase (100 mg/ml) e em seguida, transferiu-se
a solucdo para um tubo de 15 mL. O tubo foi agitado suavemente por inversao durante
10-30 minutos, até formar uma mistura homogénea. Adicionou-se 30 pL de SDS 20% e
0 tubo foi agitado novamente. Um volume de 30 pL de proteinase K (10mg/ml) foi
adicionado, homogeneizando o conteudo do tubo que, em seguida, foi deixado por
aproximadamente 14 horas a 37 °C.

No outro dia, adicionou-se 1 volume de fenol/cloroformio, agitando suavemente
por 1 hora. A mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3000 g e a interface foi retirada
e lavada com cloroférmio por 20 minutos. Quando necessario, a lavagem com
cloroférmio foi repetida para eliminar completamente o fenol da amostra. Foi
acrescentado entdo, 1/5 do volume de acetato de amonio 10 M e 1 volume de
isopropanol. O tubo foi invertido gentilmente. O DNA foi retirado e transferido para
outro tubo utilizando-se uma pipeta Pasteur selada. Em seguida, ele foi lavado com 1
mL de etanol 70% por 1 hora. O DNA foi tirado do alcool e deixado secar a temperatura
ambiente. Em seguida, o DNA foi dissolvido com 20 pL de TE (10 mm Tris-HCI, pH 8,
1 mM de EDTA).

3.8) Padronizacao de PCR:

Apos os iniciadores serem desenhados (Item 3.6), testou-se um conjunto que
margeava o locus de um marcador selecionado. As reacdes de PCR foram padronizadas
de tal forma que se obteve uma quantidade suficiente de DNA de qualidade para o
sequenciamento. Para a padronizacdo, variou-se a temperatura de anelamento dos
iniciadores desenhados, iniciando sempre pela Tm (melting temperature) que
corresponde & temperatura na qual metade dos potenciais sitios de ligacdo

possivelmente tera iniciadores ligados a eles. Para calcular a Temperatura Média a
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formula: Tm = 4(G+C) +2(A+T) onde G, C, A e T sdo as bases nitrogenadas (HILLIS,
1996), foi utilizada. Utilizando-se uma maquina de PCR de gradiente (Eppendorf
Master Cycler Gradiente), permitindo 12 diferentes temperaturas de anelamento em um
Unico programa de PCR, foi realizada a variacdo de temperatura de anelamento com
incremento de 2 °C.

Variou-se também o nimero de repeticdes do ciclo de desnaturacdo, tipo de

tampdo, além das quantidades de DNA molde e iniciadores.

3.9) Padronizacao de Nested PCR:

A reagédo de Nested PCR consiste em realizar duas rea¢des de PCR consecutivas,
onde a segunda PCR ¢ realizada com o produto de outra PCR, sendo a primeira
realizada com iniciadores mais externos do que a segunda, otimizando assim 0s
resultados obtidos. Foi realizada a Nested PCR dos 45 individuos de Curimata-pioa que
tiveram seu DNA extraido.

O tamanho do fragmento de amplificacdo esperado foi calculado contando-se o
numero de pares de base de um iniciador interno ao outro, incluindo as sequéncias dos

iniciadores direto e reverso.

3.10) Subclonagem do produto de Nested PCR em plasmideo PCR 2.1 TOPO

Invitrogen:

Para a subclonagem, os produtos da Nested PCR foram quantificados em gel de
agarose 1,5%.

Para a ligacdo ao vetor utilizou-se 10 ng de produto de Nested PCR, 50 ng do
vetor pCR 2.1 (Figura 7), 1 uL de tampdo de ligacdo 10x, 4 unidades de T4 ligase e
agua esteril suficiente para 10 pL de reacdo e incubacdo por 16 horas a 14 °C. O
plasmideo foi precipitado utilizando-se acetato de sédio 3 M pH 5,2 e etanol 100%,
deixando-o0 a uma temperatura de -80 °C por 20 minutos. Em seguida, centrifugou-se o
plasmideo a 16000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi retirado. Lavou-se o pellet
acrescentando 200 pL de etanol 70%, centrifugando por mais 5 minutos a 16000 g,
retirando o sobrenadante, acrescentando novamente 200 pL de etanol 70%,

centrifugando por mais 4 minutos a 16000 g, retirando o sobrenadante e deixando a
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temperatura ambiente até todo o etanol evaporar. Apos esse procedimento, o plasmideo

encontrava-se pronto para a transformacéo.

MIN reverw
priming site

Figura 7: Mapa do vetor pCR 2.1 Topo evidenciando o sitio mualtiplo de clonagem
dentro do gene repdrter lacZ e os genes que conferem resisténcia aos antibidticos

ampicilina e kanamicina.

3.11) Transformacédo dos plasmideos PCR 2.1 TOPO (Invitrogen) em bactérias

Escherichia coli eletrocompetentes:

Apos a subclonagem, os plasmideos eram incubados com 100 uL de bactérias
eletrocompetentes Escherichia coli, linhagem XL1 Blue (Phoneutria, BH, MG) por 1
minuto no gelo e a transformacao realizada como descrito na pagina 31.

Para a selecdo de bactérias que continham o plasmideo, apos a transformacéo
plaqueou-se as mesmas em meio LB agar, com ampicilina (1 pL de ampicilina/ mL de
meio) e kanamicina (1 pL de kanamicina/ mL de meio). Apos incubacdo das placas por
18 horas a 37 °C coletou-se as colbnias que cresceram, pois essas possuiam o plasmideo
PCR 2.1 TOPO que as tornavam resistentes aos antibioticos. As coldnias foram
incubadas em 10 mL de meio 2XYT com ampicilina e kanamicina a 37 °C com agitacao

por cerca de 18 horas para que as bactérias multiplicassem.
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3.12) Extracéo dos plasmideos PCR 2.1 TOPO (Invitrogen) por lise alcalina:

Os tubos que continham as bactérias que estavam sendo incubadas tiveram seus
plasmideos extraidos conforme o descrito na pagina 32.

Apos a extracdo do plasmideo por lise alcalina, 0 mesmo foi ressuspendido em
50 pL de RNase (10 mg/ml-estoque), 2 uL/ mL de TE (10 mM pH8,0 Tris-HCI/0.1 mM
pH 8,0 EDTA), deixando agir por 1 dia a 37 °C, e meio dia a temperatura ambiente para
a eliminacdo do RNA. Logo apés, fez-se a purificagdo com fenol/cloroférmio
(Sambrook et al., 2001) e em seguida o plasmideo foi ressuspendido em 20 pL de TE.
Foi aplicado 1 pL da solucdo em um gel de agarose 0,8% com coloragdo em Brometo
de Etideo para quantificar o plasmideo que foi entdo seqlienciado como descrito na
pagina 33.

3.13) Anélise do sequienciamento:

Apos o seqlienciamento foram feitas analises para confirmar a existéncia do
inserto contendo o marcador molecular no vetor PCR 2.1 TOPO.

Para os seqiienciamentos realizados com o iniciador M13 reverso a seqiiéncia se
apresentava no sentido 3°-5. Para se obter a fita complementar no sentido 5°-3" foi
utilizado o programa Reverse Complement (The Sequence Manipulation Suite. Reverse
Complement. Disponivel online em: <http://www.bioinformatics.org>. Acesso: julho de
2008).

A regido da seqliéncia que correspondia a do vetor de clonagem PCR 2.1 TOPO
era excluida das analises. Para isso, o programa VecScreen (NCBI- National Center for
Biotechnology Information, disponivel online em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VVecScreen/VecScreen.html>. Acesso: julho de 2008) foi

utilizado.
3.14) Analise estatistica dos dados:
As seqiiéncias consenso foram obtidas a partir de 4 sequéncias de alta qualidade

geradas com o0s iniciadores M13 direto e reverso, utilizando o0s programas
Phred/Phrap/Consed (Ewin e Green, 1998; Gordon et al., 1998). Os alinhamentos das


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html
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seqliéncias obtidas foram construidos utilizando-se o Clustal W (Higgins e Sharp,
1998), implementados no programa MEGA 4 (Tamura et al. 2007).

Para andlise de particdo da variabilidade genética das amostras coletadas ao
longo do rio, foi empregada a metodologia da Andlise de Variancia Molecular
(AMOVA) (Excoffier et al.,1992), incluida no pacote para analises de genética de
populagbes Arlequin v. 3.0 (Excoffier et al. 2005). Essa analise da variancia (AMOVA)
é baseada na comparacdo de duas estimativas diferentes da varidncia comum as
diferentes populagGes: a variancia entre amostras, que se baseia na variabilidade entre as
medias amostrais e a variancia dentro das amostras, baseado nas variancias amostrais.

No método de AMOVA a significancia do indice de fixac&o é testada utilizando-
se permutacdo ndo paramétrica (Excoffier et al. 2005). Utiliza-se a distribuicdo F ndo
parameétrica, sendo que esse tipo de distribuicdo € assimétrica a direita, onde se tem uma
distribuicdo F diferente para cada par de graus de liberdade. Os valores de F podem
variar de zero a positivos, mas nunca poderdo ser negativos.

No programa Arlequin foram também calculadas estimativas de diversidade
génica (H), diversidade nucleotidica (), Fst (indice de Fixacdo) e o teste exato da
cadeia de Markov, para avaliacdo do potencial discriminatorio do marcador.

Uma analise de agrupamento de genoétipos foi feita para os 45 individuos
coletados nas trés regides do rio Para com o programa Structure (Pritchard et al., 2000).
Essa analise avalia, por meio de inferéncia Bayesiana, a designacdo de individuos a
populacdes hipotéticas (K), na tentativa de encontrar subestrutura em uma amostragem.

Para estimar as relagdes genealdgicas entre as amostras coletadas, através do
critério da maxima parsimémia (95%), o programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000) foi
utilizado. O programa insere a freqiiéncia dos haplétipos na populacdo, gerando uma
rede haplotipica.

Apos realizar o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnoff e verificar a
presenca de outlines através do teste de Grubbs (Barnett e Lewis, 1994), os dados
biométricos (peso, comprimento e fator de condicdo) foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), implementado no programa de estatistica GraphPad Instat
(GraphPad InStat Software versdo 3.00, disponivel online em: www.graphpad.com.
Acesso: agosto 2009), seguido pelo teste de Duncan para ver se a variancia era ou ndo
significativa. Utilizando esses testes estatisticos, foi feita a comparacéo entre os dados
biométricos dos peixes coletados em diferentes trechos do rio Pard. O nivel de

significancia considerado no presente trabalho foi de p<0,05.


http://www.graphpad.com/
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4) RESULTADOS:

4.1) Busca por novos marcadores para Prochilodus:

4.1.1) Transformagdo dos plasmideos previamente selecionados pelo laboratério de
Biotecnologia e Marcadores Moleculares na triagem com sonda radioativa em bactérias
Escherichia coli eletrocompetentes e extracao por lise alcalina:

A Tabela 1 mostra os 71 clones selecionados a partir da biblioteca genémica de P.
lineatus utilizados para eletro transformacéo, a identificacdo de cada um deles e a
indicacdo do numero de sequienciamentos realizados por clone. A Figura 8 mostra
exemplos de clones positivos, ou seja, que cresceram em meio contendo ampicilina,

cujos plasmideos foram extraidos por lise alcalina em gel de agarose 0,8%.
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Tabela 1: Clones de Prochilodus utilizados no trabalho. Primeira coluna: clones
utilizados para eletrotransformacéo, segunda coluna: identificacdo do clone, terceira

coluna: indicacdo do niumero de seqiienciamentos realizados por clone.

Clone | Identificacdo | Seqlienciados Clone | Identificacdo | Seqiienciados
1 2M3 2 36 3E27 3
2 2014 2 37 3E32 3
3 2020 2 38 3F5 3
4 2030 2 39 3M29 3
5 2P19 2 40 5N34 3
6 2P22 2 41 5010 3
7 2R25 2 42 5032 3
8 2R31 2 43 5P6 3
9 2S3 2 44 5Q11 3
10 2S20 2 45 5Q18 3
11 2535 2 46 5R13 3
12 2T10 2 47 5S7 3
13 2T14 2 48 5518 3
14 2721 2 49 5S31 3
15 2U12 2 50 5T22 3
16 2U14 2 51 5T25 3
17 2u32 2 52 5T28 3
18 2V26 2 53 5U29 3
19 2V 35 2 54 5V34 3
20 2X7 2 55 5W11 3
21 2x27 2 56 5W18 3
22 272 2 57 5W27 3
23 2711 2 58 5Y9 3
24 3A5 3 59 5Y22 3
25 3A19 3 60 5Y30 3
26 3A26 3 61 5Y33 3
27 3B18 3 62 573 3
28 3B26 3 63 6A10 3
29 3C4 3 64 6A20 3
30 3C10 3 65 6A33 3
31 3C18 3 66 6B9 3
32 3C27 3 67 6B30 3
33 3D10 3 68 6C30 3
34 3D22 3 69 6D11 3
35 3E9 3 70 6D16 3

71 6E6 3
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Figura 8: Gel de agarose 0,8% mostrando plasmideos contendo insertos de

microssatélites de DNA de P. lineatus. Visualizagdo de rotina objetivando a analise de
qualidade dos plasmideos e quantificacdo para seqlienciamento.

4.2) Sequienciamento e analise de clones positivos:

Um total de 71 clones foi seqlienciado, sendo que 19 (26%) apresentaram pelo
menos uma sequéncia repetitiva (Figura 9).

Sequénciamento de clones positivos

26%

B Com microssatélites

W Sem microssatélites

74%

Figura 9: Gréafico de proporcédo entre as sequéncias de clones do peixe P. lineatus que

possuem microssatélites e as que ndo possuem.
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Cerca de 66% das seqliéncias repetitivas encontradas (18) foram da classe dos
dinucleotideos, seguidos pelas classes de seis trinucleotideos, de dois tetranucleotideos
e de um pentanucleotideo.

Analisando-se essas 27 regides de microssatélites, trés clones (2M3, 2V35 e
2X7) do peixe Prochilodus lineatus foram selecionados. Em seguida, analisaram-se as
extremidades flanqueadoras das regifes consenso dos microssatélites, chamadas a partir
de agora de Marcadores Moleculares, para que os iniciadores internos e externos a
serem utilizados na Nested PCR fossem desenhados utilizando o programa Primer3 v.
0.4.0 (Rozen e Skaletsky, 2000) (Figura 10).

A)Clone 2M3/1

TCATCTGTGTGCAGACCAACAACAGGT
CAGATTTACCAAGCTCACCAAGTCTCCAGCTTCAGGTCTGAGAGAAGCACAAGGTCTCA
GCTTTACAGCCCTCCGGCACCCTCTCAAAGTGGAAGCACCATCATTAGGCATCATCAGA
GGCTGGTTTTTATAAAAAAGAGGCCATGCCACCCACGTAATGACAGGCAGTCCCCCACA
GCACTGAGCTCCAGCTCTAATTACCGTTCTCTCCCTGAAAGCGGCTCTTTTTGACACAG
CTCTGTGTGTGTGTGATTGACTGGAGTGGGGGAGAGCGCCACACACACCCCGTATTTAC
CGCACCGCGTGGTTAAAAGTTAATGCTCAAAACATTAGTGAACTGGACAGTGGAGCGN

[AGAGG|ATAA|CACAACAAGGATGGGGAATC|TAGATAAACCAGAGACGCACACACACACA
CACACACACACACACACACACGCACACGCACACTCACACTCACACTCACACACGCACAC
GCACACGCACACGCACATGCACACACACACACGCACACACACACACGCACACACACGCG
CACACAAACGTACACGCACACATACACACACACGCACACGCACACGGACACTCACACAC
GCAAACACACACGCACACGCACACGCACATGCACACACACACACACACACACACACACA
CACACGCGCACACGCACACATACACACACGCACACTCACACACGCACATGCACACACAC
GCGCGCACGCACACACGCGCACACGCACACACATAC|GTCTGTTTCTGTACCTTGACAG)

PACATATGGTGTTCTATATGTTAATTATGTATATGTAGGG

B)Clone2v35/5

TC/TAATGATTCTCTTTGCTTGTGTC{TTGCTCT
CTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCCACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTC
TCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTCCAACGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTT
CTTTTTTTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATG
TCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCT
GTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTC
TTTTCCTGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCCCTCTTTCTCTCTTGTGTCCTTTTTTCTGTC
AGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAQTGCAC'

|TGTATTTCAGGCCTThTGTTAAGTGACATGAACTCCTGAATATTTAATGTGTGTGTGT



http://jura.wi.mit.edu/rozen/
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GTTACACACAGCAGAGTACACACAGAACATGTTCTTCTTAGCAGGACTTTCTCTTGTAC
ACTTCTTTACACACACACACACACACACAGTGGCACTGACCTTTCCTTCTTAACGTAAA
AGCATGAATTTGTGGGTTTAACTTTATGAGGGIGTGCTGAGGGGTCTGC|ICATCATTTGA
CCCCCCTGTCTAATGTGATTTGGAGAGTAAATGAATTAAGTGCAGCTTTCATTGCACAC
TGGCTAGTGGTCTATTAGTGTAATTTTCCCAGCCCACCACCCCCACCTCTCACCCCTCC
CGCCCCCTTTTTTTTGATGGG

C)Clone 2X7/3

TCAAGGTTAGGATAAGGCTGGC
TGTTCAGGTTAAGGAAAATTAAGTCTGCTGAAAATGAATGGAAATCTCACAATACGTAC

AAACAAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGGTGCGTGTGTGTTCTTACAGACTGAGA|GTC
CTGTGCTCGAGTGCAGCACATAIAAGAACCTCAACCTCCGA|ICTCCAACTACTCGCCTGA)

CCICTCCTCCAGTCTGTGTCTGAGAGAGAGAGAGGAGAGAGAGAGAAAGAAAAAGAGAG

AAAGAGAGAGAGAAAGAGAAAGAAGGGGGAGGAGGGGAAGGAAGACAAAAAGGAAGAGG
GCAGAAAGAAAGACAGAAGGAAAGACAGAAAGAAAGAAAAAAACAAAAAACACAGAAAG
AACACACAAAAGAAGAAATAAGAGACAGAAAGAGAGAAAAAAAATGAAAAAATAACAAC
CCAGAAAGAACACTTAAAGAAGCAAGGAGGCCAGAGAAAAACAGACATGAAGAAAAGAC
AAATGAAATAAAGAAAAATGAATTGAAAGGAAAAAAGACAAAAAGAAGAAAACAGAAAG
AAAGAACGAAAGAAAGAACGAAAGAACGAAAGAAAGAACGAAAGAAAGAAAGAACAAAA
GAAAGAACGAAAGAAAGAAAGAAAGAACGAAAGAAAGAAAGAAAGAACGAAAGAAAGAA
AGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAAGGAAGAAAGAACAAAAGAACGAAAGAAAGAAAGAAAA
GGAAGAAAGAACAAAAGAACGAAAGAAAGAACAAAAGAACGAAAGTAAATGAAGAAAAA
GAAAGAGAAAGAGGTAGAAGAAGGAAATAGAAAAAGAAAAGAAAGAAAGTAAGTAAAGG
GAGATAAAGAAAGAGAAAGAGGTAGAAGAAGGAAATTTAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAA
AGAAAGTAAAGGAAGAAAAAGAAAGAGAAAGAGGTAGAAGAAGGAAATAGAAAAGGAAA
AGAAAAGAAAAGCATTAAAGAAAGAAACAAAGAAAAATGAAGGACGAAAGAAACAAACA
GAGAAAGAAAAATGAAGAAAGGAAGAAAGAAAGAAAGGAACAAACAAAAAAAAAAACGT

TAAAAGACTTTCTCA|ICCAAAATCAGACAGGGGAGA|TGGGTGATAAAACGTGTCC|CCGG
|TACCGAGCTCC|AATATA

Figura 10: Marcadores moleculares encontrados no seqiienciamento de clones do peixe
Prochilodus lineatus cujas seqliéncias flanqueadoras foram selecionadas para desenho
dos iniciadores internos e externos a serem utilizados em Nested PCR. Todas as
seqiiéncias apresentadas estdo no sentido 5°-3’. As regides correspondentes ao
plasmideo PUC 18 foram indicadas por letras mailsculas e em cor cinza claro. As
sequéncias correspondentes ao DNA do peixe Prochilodus estdo escritas com letras
mailsculas e em preto. As regides dos marcadores moleculares estdo grifadas e as
sequéncias dos iniciadores escolhidos foram marcadas em negrito, sendo os iniciadores
externos destacados em caixas de bordas e sombreamento verdes e os iniciadores
internos destacados em caixas de bordas e sombreamento vermelhos. A) clone 2M3, B)
clone 2V35, C) clone 2X7.
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Na Tabela 2, tem-se todos os sequenciamentos realizados para cada regido

polimdrfica selecionada.

Tabela 2: Sequenciamentos realizados na identificagdo dos marcadores moleculares. Na
primeira coluna encontram-se as siglas de identificacdo dos clones; na segunda coluna
0s numeros dos seqlienciamentos realizados para identificar com precisdo toda a
sequéncia dos marcadores descobertos; na terceira coluna, tem-se 0 nome do iniciador

utilizado em cada reacéo de seqlienciamento.

Idggtgllgerllg;ao Seq. N° Iniciador
M13
2M3 AM 618 Direto
M13
AM 619 Direto
M13
AM 620 Direto
M13
AM 621 Direto
M13
AM 622 Direto
M13
2V35 AM 894 Direto
M13
AM 895 Direto
M13
AM 896 Direto
M13
AM 897 Direto
M13
AM 953 Reverso
M13
2X7 AM 998 Direto
M13
AM 999 Direto
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4.3) Padronizacéo de PCR:

A temperatura de anelamento de cada iniciador foi calculada pelo programa
Primer3 v.0.4.0 (Rozen e Skaletsky, 2000) e posteriormente testada na PCR para ajuste
preciso a ser utilizado na amplificagdo do DNA gendmico.

A Tabela 3 mostra além das seqliéncias dos iniciadores internos e externos
desenhados para cada clone, as temperaturas de anelamento padronizadas no laboratério

para a reacdo de Nested PCR do clone 2V35.

Tabela 3: Seqliéncia dos iniciadores especificos para cada marcador. Na primeira coluna
encontram-se as siglas de identificacdo dos clones; na segunda coluna as seqiiéncias dos
iniciadores internos e externos; na terceira a temperatura de anelamento calculada pelo
programa Primer3 v.0.4.0 (Rozen e Skaletsky, 2000); na quarta coluna a temperatura de
anelamento padronizada no laboratério; na quarta coluna, o peso molecular esperado

para cada fragmento amplificado como produto de PCR.

Tm
Tm Fragmento
Identificacdo Programa
Iniciadores padronizada | amplificado
do Clone Primer3 ‘) (ob)
v.0.4.0 °C) ( P
Direto Externo 55,2
5’GACAGTGGAGCGAAGAGG 3’
Direto Interno 60,17
M3 5’CACAACAAGGATGGGGAATC 3’ - 403
Reverso Externo 58,5
5S’AACACCATAGTTC 3’
Reverso Interno 54,3
5’CAAGGTACAGAAACAGAC3’
Direto Externo 533
S’TAATGATTCTCTTTGCTTGTGTC 3’ ’
2V35 Reverso Externo 56.0 51 455
5’AAGGCCTGAAATACAGTGCA3’ ’
Reverso Interno 54,5
5’GCAGACCCCTCAGCAC3’
Direto Externo 577
5’GTGCTCGAGTGCAGCACATA 3° ’
Direto Interno 59 87
2X7 5’CTCCAACTACTCGCCTGACCS’ ’ - 037
Reverso Externo 55,0
5’GGAGCTCGGTACCGG 3’
Reverso Interno 60.04
5S’TCTCCCCTGTCTGATTTTGG3’ ’

O asterisco (*) indica as temperaturas que ainda ndo foram calibradas na padronizagédo
da PCR.


http://jura.wi.mit.edu/rozen/
http://jura.wi.mit.edu/rozen/
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A padronizacdo das condigOes ideais de amplificacdo para o locus do marcador
do clone 235 comecou com a utilizacdo de um mix com volume final de 25 pl,
contendo: 5 pmols de cada iniciador externo (direto e reverso), 0,2 unidades de Taq
Polimerase (Phoneutria, BH, MG) e tampdo IVB especial (Phoneutria, BH, MG). A
partir desse ponto, foram testadas as melhores condicbes de anelamento, testando as
amostras em um gradiente de temperatura de anelamento, entre 47 °C e 67 °C, com
incremento de 2 °C. O programa do termociclador foi ajustado para 0s seguintes passos:
1) 2 min. a 94 °C; 2) 30s a 94 °C 3) 30s a X °C; 4) 40s a 72 °C; 40 vezes de volta a0
passo 2 ¢ 5’ a 72 °C, onde X é a temperatura de anelamento que foi variada.

A Figura 11 mostra um exemplo de amplificacGes feitas com os iniciadores
internos utilizando-se o plasmideo do clone 2V35. O par de iniciadores resultou em
amplificacbes consideradas satisfatorias para a tipagem de alelos em um padrdo
dipléide. As bandas de alto peso molecular sdo do plasmideo e ndo amplificacGes
inespecificas, podendo ser comprovado quando comparado com a amplificacdo de DNA
genémico de Prochilodus costatus (figura 13). O locus escolhido e entdo caracterizado
neste trabalho foi o HPL (Highly Polymorphic Locus), referente ao clone 2V35.

1. 2 3. 4. 5abeasdea8 010 11 12

Figura 11: Gel de agarose 1,5%. Exemplo de amplificacdo utilizando o clone 2V35 com
variacdo de temperatura entre 47 °C e 67 °C (canaletas 2 a 12). A primeira canaleta
contém o padrdo de peso molecular de 1 Kb plus (Invitrogen). A seta compreende o
tamanho de 400 pb.
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A temperatura de anelamento escolhida foi a de 51 °C; 3,5 °C abaixo da média
das temperaturas dos iniciadores direto e reverso (54,65 °C). O programa utilizado foi
ajustado para os seguintes passos: 1) 2 min. a 94 °C; 2) 30s a 94 °C 3) 30s a 51 °C; 4)
40s a 72 °C; 35 vezes de volta ao passo 2 e 6) 5’ a 72 °C. O numero de ciclos foi
diminuido para obtencdo de bandas mais especificas.

Inicialmente, o tampéo IVB especial (Phoneutria, BH, MG) foi o escolhido para
as reacdes de PCR com os iniciadores do marcador do clone 2V35, como mostra a
Figura 12, mas ap6s a extracdo de DNA dos individuos da espécie P. costatus, foram
realizados varios testes com o DNA genbmico e decidiu-se utilizar o Pré-mix IC
(Phoneutria, BH, MG), que ja contém DNTPs, Taq Polimerase e Tampéo I1C (500 mM
KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100, 200 mM MgCl,), sendo necessario

acrescentar apenas 0 DNA, os iniciadores e a agua.

Figura 12: Gel de agarose 1,5%. Exemplo de amplificacdo utilizando o clone 2V35 e
tampao IVB. Canaleta 1: padrdo de peso molecular 1.200pb. Canaletas 2 a 4: produto de
PCR do plasmideo 2Vv35 com iniciadores externos, internos e M13, respectivamente. As

setas indicam os tamanhos de 500 pb e 700 pb.

4.4) Padronizacéo da Nested PCR:

Para a padronizacdo da primeira etapa de amplificacdo da Nested PCR foi
constatado que o uso do Pré-mix IC e 5 pmols de iniciadores externos (direto e reverso)
e aproximadamente 100 ng de DNA genémico, geraram os melhores resultados (Figura
13). Para a segunda etapa de amplificacdo, a utilizacdo de 5 pmols de iniciadores

internos (direto e reverso), 02 unidades de Taqg Polimerase (Phoneutria) e Tampéo VB



49

(Phoneutria), apresentaram os melhores resultados. O volume de 0,2 ul de amplicon foi
o0 selecionado para todas as amplificagdes (Figural4).

A temperatura de anelamento escolhida foi a de 51°C, praticamente igual &
média das temperaturas dos iniciadores direto e reverso internos (50,8°C). O programa
utilizado foi ajustado para os seguintes passos: 1) 2 min. a 94°C; 2) 30s a 94°C 3) 30s a
51°C; 4) 40s a 72°C; 25 vezes de volta ao passo 2 ¢ 6) 5° a 72°C.

Figura 13: Gel de agarose 1,5% contendo o produto de amplificacdo da primeira etapa
da Nested PCR, utilizando-se diferentes concentracdes de DNA extraido de um
exemplar de P. costatus e Pré-mix 1C. Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 1 Kb
(Promega). A seta indica o tamanho de 750 pb. Nas canaletas 2, 3, 4, 5 e 6 foram usadas
diferentes concentracbes de DNA genbémico de P. costatus. Canaleta 7: controle

positivo da reacao.

94 A0, 14 12 A3

Figura 14: Gel de agarose 1,5% contendo o produto de amplificacdo da segunda etapa
da Nested PCR, utilizando-se o tampdo IV B. Canaleta 1: padrdo de peso molecular
1.200 pb. A seta indica o tamanho de 500 pb. Canaletas 2 a 11: produtos da Nested

PCR. Canaleta 12: controle positivo da reacdo. Canaletal3: controle negativo da reacéo.
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4.5) Subclonagem do produto da Nested PCR em plasmideo pCR 2.1 TOPO

Invitrogen:

A subclonagem em plasmideo pCR 2.1 TOPO foi realizada com os produtos da
Nested PCR de cada um dos 45 individuos de P. costatus que apresentaram os melhores
resultados, ou seja, bandas mais definidas e nitidas e foram purificados em coluna de
Sephacril 400, com o intuito de excluir fragmentos de amplificacdes inespecificas
(Figura 15). Apos a reacdo de subclonagem, os plasmideos foram eletrotransformados
em E. coli XL1Blue. Foram selecionadas 10 coldnias de cada individuo (Figura 16) e 0s
plasmideos foram extraidos e entdo a PCR de colénia foi realizada para a verificagcdo de
inserto de DNA exo6geno, ou seja, 0 marcador HPL, no vetor de clonagem pCR 2.1
TOPO, como esta demonstrada na Figura 17. Em seguida, os quatro melhores
amplicons de cada individuo foram selecionados para o sequenciamento, como se pode
observar também na Figura 17 onde os amplicons do exemplar A de P. costatus das
canaletas 2, 9, 10 e 11 foram selecionados por apresentarem bandas com melhor

definicao ¢ menos “rastros”.

Figura 15: Amplificacdo da regido do marcador molecular HPL de um exemplar de P.
costatus feita por Nested PCR em gel de agarose 1,5%, mostrando bandas livres de
rastros. Canaleta 1: padrdo de peso molecular de 1 Kb (Promega). A seta indica o
tamanho de 500 pb. Canaletas 2 a 5: individuo A.
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Figura 16: Placa de Petri contendo meio de cultura LB-Agar com ampicilina mostrando
a alta eficiéncia da subclonagem. As coldnias brancas possuem o plasmideo pCR 2.1

TOPO, resistente a ampicilina.

Figura 17: PCR de colbnia do exemplar de P. costatus A em gel de agarose 1,5% para

verificacdo de inserto de DNA exdgeno no vetor de clonagem pCR 2.1 TOPO. Canaleta
1: padrdo de peso molecular 1.200pb. A seta indica o tamanho de 500 pb. Canaletas 2 a
11: produto de PCR de colénia do Individuo A. Canaletas 2, 9, 10, 11: amplicons

selecionados para sequenciamento.
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4.6) Andlises de sequienciamentos:

Para cada individuo dos 45 selecionados para esse estudo foram obtidas 4
sequéncias de alta qualidade (Figura 18), totalizando 180 seqiiéncias. Das 180, foram
obtidas 45 seqliéncias consenso do marcador molecular HPL.

As seqiiéncias foram entdo alinhadas pelo Clustal W (Figural9), implementado
no programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007) e todo polimorfismo detectado era entdo
conferido manualmente, voltando-se no eletroferograma que continha a seqiiéncia em
questdo (Figura 20).

Apos o alinhamento, foi constatado que o marcador molecular HPL néo é apenas
um microssatélite imperfeito, contendo polimorfismos de comprimento (diferentes
nameros de temas repetidos lado a lado), mas que também apresenta mutagdes por

transversao e transi¢do, e “indels” (insercao/delecao de pares de bases).
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Figura 18: Exemplo de quatro eletroferogramas resultantes do seqlienciamento da regido

de microssatélite HPL do exemplar 1278 de P. costatus, mostrando alta qualidade dos

picos.
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Figura 19: Alinhamento dos 15 exemplares de P. costatus coletados a jusante da UHE

de Gafanhoto realizado pelo Clustal W implementado no programa MEGA 4.0 (Tamura

et al. 2007). Pode-se observar “indels” e mutagdes por substitui¢do.
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Figura 20: Alinhamento feito no Clustal W implementado no programa MEGA 4.0

(Tamura et al. 2007) mostrando um polimorfismo detectado no marcador molecular

HPL no individuo 1173 de P. costatus e dois de seus eletroferogramas onde os picos de

alta qualidade confirmam esse polimorfismo.
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4.7) Andlises Estatisticas:

4.7.1) indices de diversidade:

Foram encontrados 25 haplotipos para a espécie analisada, onde foram
observadas 96 substituicOes, sendo 63 transi¢es e 33 transversdes. Foram observados
44 “indels”. O polimorfismo de comprimento variou entre 448 pb e 458 pb. As
amostragens apresentaram hapl6tipos em comum sendo que as coletadas a jusante de
Gafanhoto e na barragem de Cajuri possuem os haplétipos 1 e 4 em comum e as
coletadas no trecho Gafanhoto/Cajurt e na barragem de Cajur possuem em comum O
haplotipo 16 e o 19. Na Tabela 4 tem-se um resumo dos indices de diversidade

observados para essas amostragens.

Tabela 4: indices de diversidade de Prochilodus costatus observados para as trés

localidades.
Jusante Gafanhoto Trecho Gafanhoto/ UHE Cajuru
Cajuru
N 15 15 15
h 12 8 9
H 0,9264 +/- 0,0242 0,8690 +/- 0,0384 0,8874 +/- 0,0324
T 0,042471 +/- 0,017420 +/- 0,035805 +/-
0,021511 0,009268 0,018257

Onde N= namero de individuos, h= nimero de haplétipos, H= diversidade génica e n =

diversidade nucleotidica.

4.7.2) Fst e teste exato da cadeia de Markov:

Na Tabela 5, tem-se o resultado dos célculos realizados pelo programa
ARLEQUIN 3.1.1 para os valores do indice de fixacdo (Fst) (Wright, 1951), que é a
medida classica de diferenciacdo das populacbes, usada para avaliar os niveis de
conectividade entre elas. A amostra localizada no trecho entre as duas barragens foi a
que apresentou a maior diferenca genética entre as trés amostragens analisadas,
comparando-se o indice de fixacdo: amostras coletadas a jusante da UHE de Gafanhoto
e Trecho (0.23); amostras coletadas a jusante da UHE de Gafanhoto e na UHE de

Cajurt (0.09); amostras coletadas na UHE de Cajurt e Trecho (0.19).
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Os valores de probabilidade de P foram significativos (P< 0,05) para o Fst
calculado para as trés amostragens. Sendo assim, os valores encontrados foram
considerados.

O teste da cadeia de Markov indicou uma enorme diferenciacéo genética entre as
trés amostragens (P<0,05), como mostra a Tabela 6.

Tabela 5: Matriz com os valores de Fst (acima) e o valor de probabilidade P (abaixo)
das amostragens analisadas. Foram realizadas 1023 permutagdes para o célculo do Fst e
para P(0,050).

Jusante Gafanhoto Trecho UHE Cajuru
Cajuru/Gafanhoto
Jusante 0.00001
Gafanhoto
Trecho 0.23024 0.00001
Cajurd/Gafanhoto 0.000014-0.0001
UHE Cajuru 0.09031 0.19351 0.00001
0.02703+-0.0139 0.00001+-0.0001

Nota: Quando P for maior que 0,05, o valor é considerado néo significante, o que significa que o valor

calculado para Fst é plausivel de ter sido encontrado ao acaso. Neste caso, desconsidera-se o valor.

Tabela 6: Teste global de ndo diferenciacdo da cadeia de Markov. Foram realizados
6000 passos da cadeia de Markov com o P exato igual a 0.00001 +- 0.00001. O valor P

indica a diferenciacao entre as populaces.

Jusante Gafanhoto Trecho
Cajuru/Gafanhoto

Trecho 0.00001+-0.0001
Cajuru/Gafanhoto

UHE Cajuru 0.00001+-0.0001 0.00001+-0.0001

4.7.3) AMOVA:

O programa AMOVA, implementado no ARLEQUIN 3.1.1, foi utilizado para
determinar a diferenga entre a varidncia molecular dentro e entre as amostragens. Para

esse calculo, as trés amostragens foram agrupadas em apenas um grupo.
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O resultado do AMOVA mostrou uma maior variacdo entre os individuos de
cada uma das trés amostragens (83,27%), do que entre as trés (16,73%). O indice de
fixacdo Fst (16,6%), aponta uma variagdo pouco significativa entre as trés amostragens
analisadas (Tabela 7). O nivel de significancia considerado foi de P<0,05.

Tabela 7: Resultados do programa AMOVA sugerindo auséncia de subestruturacéo,
com poucas diferencas genéticas, sem fluxo génico elevado. Onde g.l.= grau de
liberdade, Fst =indice de fixacéo.

Fonte de Soma dos Componente Porcentagem
variacgéao g.l. quadrados de variéncia de variacéo
Entre

populacdes 2 102.989 1.47218 Va 16.73

Dentro de

populacdes 87 637.633 7.32912 Vb 83.27
Total 89 740.622 8.80130
Indice de Fixacéao FST 0.16727

4.7.4) Analise de subestruturacdo populacional:

Para a avaliacdo da presenca de subestruturacdo dentre os 45 individuos
analisados, foi empregada a técnica de agrupamento (clustering) de gendtipos atraves do
método apresentado por Pritchard et al. (2007); no programa de analise de estrutura
genética Structure 2.3.1. Um exemplo de output da analise esta representado na Figura
21, sendo que K=3 (trés clusters). A opcdo de utilizar trés clusters foi escolhida porque
permite que todos os clusters construidos sejam representados de modo direto, ou seja, ndo
ha um angulo que represente mais do que um cluster. Os resultados para os valores de K
(Clusters) sdo representados por um triangulo equilatero onde cada angulo representa
um cluster. Cada populacdo presumida é representada por uma cor (Jusante Gafanhoto,
Trecho Cajurt/Gafanhoto e UHE Cajur() e, na presenca de estruturacdo, € possivel
perceber a distribuicdo dos individuos de cada uma delas pelos diferentes clusters, o que
permite a associacao entre 0s grupos presumidos e 0s grupos genéticos construidos pelo
programa, como esta exemplificado na Figura 21. O diagrama da Figura 22 representa um
perfil que retrata a auséncia de estruturacdo com pontos de todas as cores preenchendo as

areas mais centrais do triangulo.
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Figura 21: O exemplo extraido do manual do Structure (Pritchard et al., 2007) mostra
um perfil caracteristico de estruturacdo genética. No caso sdo 4 as subpopulacdes

presumidas e K=3.

All others

Cluster 1 Cluster 2

Figura 22: Diagrama de agrupamento dos genotipos dos 45 exemplares de P. costatus
coletados em trés diferentes localidades do rio Pard: no rio a jusante da represa
Gafanhoto, no trecho entre as barragens de Cajuri e Gafanhoto e na barragem de
Cajura. Os pontos agrupados representam os individuos das amostras, sendo que a cor
vermelha representa exemplares coletados a jusante da represa de Gafanhoto, a verde
representa exemplares coletados entre as represas de Cajurl e de Gafanhoto e a azul,

exemplares coletados na represa de Cajurd. Observa-se um perfil que retrata a auséncia
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de estruturacdo com pontos de todas as cores preenchendo as areas mais centrais do

triangulo.

4.7.5) Arvores de Haplotipos:

Para a construgdo do cladograma foi utilizado o principio de méxima
parcimdnia, de forma que os haplétipos tivessem probabilidade igual ou maior que
95%, de se conectar parcimoniosamente, obtendo-se assim, dois haplotipos isolados e

duas sub-arvores, sendo esses correspondentes as unidades evolutivas (Figura 23).
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Figura 23: Arvore de hapldtipos evidenciando as conexdes entre os 25 hapldtipos evidenciados em P. costatus. Os circulos pequenos significam
haplotipos inferidos, mas ndo detectados. Os haplotipos estdo distribuidos da seguinte forma: Unidade evolutiva 1: S2= rio Para (jusante UHE
Gafanhoto); unidade evolutiva 2: S9= rio Para (jusante UHE Gafanhoto); unidade evolutiva 3: S6, S10, S12 = rio Para (jusante Gafanhoto) e
S13= UHE Cajuru; unidade evolutiva 4: S1, S3, S4, S5, S7, S8 e S11=rio Para (jusante Gafanhoto); S14, S15 e S18= UHE Cajuru; S16,S17 e
S19=trecho entre UHE de Cajuru e Gafanhoto e UHE Cajuru; S20 a S25= trecho entre UHE de Cajuru e Gafanhoto.
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4.7.6) Biometria e Fator de Condigéo:

As anélises das varia¢cdes de comprimento padréo e peso corporal das amostras,
bem como o fator de condigdo (K) foram feitas para avaliar o bem-estar dos peixes, ou
seja, a adequacao deles ao meio ambiente em que vivem. O teste estatistico ANOVA foi
utilizado para medir a variancia entre as amostras das trés regides do rio Para.

Os valores do comprimento padréo e peso corporal das amostras da barragem de
Cajuru foram maiores do que as do rio (jusante da UHE Gafanhoto) e do trecho entre
UHE de Cajurt e Gafanhoto (Figuras 24 e 25). O fator de condi¢cdo (K) foi maior para
as amostras da barragem de Cajurl e do rio (jusante da UHE Gafanhoto) em
comparacdo com as do trecho entre UHE de Cajurt e Gafanhoto (Figura 26). O teste
estatistico ANOVA mostrou uma variacéo significativa entre as amostras da barragem
de Cajurt e do rio (jusante da UHE Gafanhoto) em relagdo as do trecho entre as duas
barragens, como mostra a Tabela 8. O nivel de significancia considerado foi de P<0,05.

Comprimento padrao

cm

40
35 |
30 d
25 -
20
15 4

10 A

jusante gafanhoto trecho cajuru

Figura 24: Comprimento padrdo das amostras coletadas a jusante da UHE de
Gafanhoto, no trecho entre as UHE de Gafanhoto e Cajurl e na UHE de Cajurd. A
média do comprimento das amostras a jusante da barragem de Gafanhoto foi de 26,73
cm com desvio-padrao de 2,75 cm; média de 22,35 cm para as amostras do trecho entre
as duas barragens com desvio-padrdo de 3 cm e para as amostras da barragem de

Cajura, média de 31,43 cm com desvio-padrao de 5,74 cm (P<0,05).
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Figura 25: Peso corporal das amostras coletadas a jusante da UHE de Gafanhoto, no
trecho entre as UHE de Gafanhoto e Cajurt e na UHE de Cajurt. A média do peso das
amostras a jusante da barragem de Gafanhoto foi de 449,66 g com desvio-padrdo de
122,3 g; média de 211,42 g para as amostras do trecho entre as duas barragens com
desvio-padréo de 112,58 g e para as amostras da barragem de Cajurt, média de 681,66 g
com desvio-padrao de 230,56 g (P<0,05).

Fator de condicao (K)

0,025
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0,005

jusante gafanhoto trecho cajuru

Figura 26: Fator de condicdo (K) das amostras coletadas a jusante da UHE de
Gafanhoto, no trecho entre as UHE de Gafanhoto e Cajur( e na UHE de Cajuru, onde a
média das amostras a jusante da barragem de Gafanhoto foi de 0, 023 com desvio-
padrdo de 0, 003; média de 0, 017 para as amostras do trecho entre as duas barragens
com desvio-padrdo de 0, 004 e para as amostras da barragem de Cajurd, média de O,
021com desvio-padrdo de 0, 003 (P<0,05).
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Tabela 8: Resultado do programa GraphPad Instat: ANOVA mostrando a variancia
entre as trés amostragens. H4 uma variacao significativa entre as amostras da barragem

de Cajuru e do rio (jusante da UHE Gafanhoto) em relacéo as do trecho entre as duas

barragens.
Jusante Gafanhoto Trecho Cajuru
PC 449,6 + 122,3° 211,4 +112,6° 681,7 +230,6 ¢
CP 26,7+27° 22,35+ 3,002" 31,4+57°¢
K 0,02 +0,003° 0,017 +0, 004" 0,02 +£0,003°

Nota: PC= Peso Corporal, CP= comprimento Padréo, K= fator de condigéo e P>0,05.
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5) DISCUSSAO E CONCLUSAO:

No presente trabalho, foram sequenciados ao todo, 71 clones positivos
selecionados a partir da biblioteca gendmica do peixe Prochilodus lineatus, sendo que
19 (26%) possuiam pelo menos uma sequéncia repetitiva com potencial para se tornar
um marcador molecular. Foram encontradas ao todo 27 sequéncias repetitivas e a maior
parte das sequéncias encontradas (18) foram da classe dos dinucleotideos, seguido de
seis trinucleotideos, dois tetranucleotideos e um pentanucleotideo.

A freqiiéncia do tipo e do motivo de repeti¢cBes variou muito entre 0S grupos
taxondmicos, mas de maneira geral tém-se notado que dinucleotideos sdo mais
abundantes em muitos genomas (Katti et al., 2001), o que corrobora a propor¢éo
encontrada neste trabalho (Carreras et al., 2005; Hatanaka et al., 2006, Paiva e
Kalapothakis, 2008). Destacando também que apesar de terem sido utilizadas sondas
com varios motivos diferentes de repeticdes na hibridizacdo da biblioteca, poucas
sequéncias com tri, tetra ou pentanucleotideos foram encontradas. O que, novamente,
sugere que as repeticdes de dinucleotideos sejam muito mais abundantes que as demais
no genoma de P. lineatus.

De acordo com Estoup e Angers (1998), iniciadores de regides de marcadores
microssatélites desenvolvidos para uma especie, algumas vezes amplificam o locus em
outra espécie proximamente relacionada. O marcador encontrado na biblioteca
genémica de P. lineatus se mostra presente em P. costatus , levando a concluir que as
regides flanqueadoras onde os iniciadores foram desenhados permanecem conservadas
dentro do género.

Uma condicdo importantissima para a obtencdo de loci analisaveis é a regido
flanqueadora da sequéncia que deve possuir uma composicdo de bases que permitam o
desenho de iniciadores eficientes na amplificacdo via PCR. Esta € uma etapa limitante
para escolha dos marcadores, pois muitos apesar de possuirem boas repeticdes, nao
possuem sequéncias flanqueadoras suficientes ou com boa composicdo de bases. Dos
vinte e sete marcadores encontrados, trés foram escolhidos para o desenho dos
iniciadores, pois possuiam bordas 3’ ¢ 5’ com regides flanqueadoras ideais, sendo que
um locus chamado posteriormente de HPL- Highly Polymorphic Locus foi analisado
nesta Dissertacéo.

A padronizacdo da amplificacdo da regido de microssatélite € outra etapa crucial

para que seja realizada uma analise correta dos resultados. Essa etapa envolve um
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esforgo considerdvel e demanda certo tempo até que a reacdo esteja corretamente
calibrada. A padronizacdo da reacdo de Nested PCR para o locus HPL foi realizada
variando-se temperatura de anelamento, tipo de tampdo e quantidade de DNA
gendmico. A reacdo de Nested PCR apresenta a vantagem de permitir, através de seu
perfil de restricio do produto amplificado um melhoramento da especificidade e
eficiéncia da reacéo.

O método de extracdo de DNA escolhido para este trabalho foi o de proteinase K
e fenol (Sambrook et al., 2001). O método ja foi testado com sucesso pelo nosso grupo
(Paiva, 2007) e proporcionou 6étima eficiéncia também em passos subsequientes como a
amplificacdo via Nested PCR.

A analise de variabilidade genética via seqlienciamento vem sendo utilizada em
estudos populacionais de peixes (Dergam et al., 2002; Hatanaka et al, 2006; Barbosa et
al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2008). A grande vantagem da utilizacdo desse método
em relacdo a analise via gel de poliacrilamida é a obtencdo de resultados rapidos e
altamente sensiveis. Alem de seu tamanho em pares de bases, varios fatores influenciam
a mobilidade eletroforética de um amplicon na analise por gel de poliacrilamida
(Rosenblum et al., 1997), como por exemplo, fatores aleatérios de variacbes na
velocidade da corrida e temperatura do gel no momento da analise (Amos et al., 2007).
Esses fatores ndo estdo presentes na analise de seqiiéncias.

O sequienciamento do marcador HPL permitiu que o caracterizassemos como
uma regido polimorfica presente no genoma do peixe P. costatus, sendo constatados 25
haplotipos diferentes (ver anexo).

Para as amostras coletadas a jusante da barragem de Gafanhoto, foram
constatados 12 haplétipos, sendo que para as coletadas no trecho entre as duas barragens
constatou-se 8 e nas amostras coletadas na barragem de Cajura, 9 haplotipos, sendo que
as amostras coletadas a jusante de Gafanhoto e na barragem de Cajur( possuem 2
haplotipos em comum (1 e 4) e as coletadas no trecho Gafanhoto/Cajurt e na barragem
de Cajurt também possuem 2 hapl6tipos em comum (16 e 19). A diversidade génica
entre as trés amostras variou de 0,86 a 0,92, considerada alta quando comparada a
outros trabalhos do género Prochilodus (Hatanaka et. al, 2006; Barbosa et al., 2008;
Carvalho-Costa et al, 2008). As amostras coletadas a jusante da barragem de Gafanhoto
apresentam uma diversidade génica um pouco maior que as demais, além de 6
haplotipos exclusivos que podem ser constatados através da arvore haplotipica (Figura

23). A presenca de hapldtipos exclusivos pode ser explicado pelo alto grau de
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polimorfismo encontrado no locus estudado (Hatanaka e Galetti, 2003; Hatanaka et al.,
2006). No rio Pard, um intenso peixamento vem sendo realizado desde 1986 (Dr.
Yoshimi Sato, com. pess.) como pode ser constatado na Tabela 10 em anexo. Isso
reforca a idéia de que unidades reprodutivas distintas, ou seja, peixes nativos e peixes
provenientes do repovoamento podem estar se misturando reprodutivamente (Dr.
Gilmar B. Santos, com. pess.).

De acordo com os critérios de Wright, 1951, os valores de Fsx com P menor que
0,05 indicam que as populacbes estudadas sdo geneticamente distintas, mas com
diferenciacdo pequena. No presente trabalho, o indice de fixacdo Fy, quando calculado
para as trés amostras, apresentou variacdo de 0,16 (Tabela 8) podendo-se considerar
uma diferenciacdo genética pequena entre as trés amostras (Li et al., 2009). Resultados
semelhantes foram encontrados por Revaldaves et al.(1997) e Sivasundar et al. (2000),
utilizando-se diferentes marcadores; onde foi verificado baixo nivel de diferenciacdo
genética nas subpopulacdes do peixe Prochilodus lineatus.

O baixo nivel de diferenciacdo genética entre as trés amostragens é reforcada
diante da analise dos resultados do programa Structure, que apontam para a falta de
agrupamento entre as amostras e da arvore haplotipica, resultado gerado pelo programa
TCS 2.1., podendo-se observar que a unidade evolutiva 4 possui haplotipos
compartilnados pelas trés amostragens. Assim, infere-se que os 45 individuos
analisados pertencem de fato a mesma populacdo, com uma pequena diferenciacao
genética das amostras coletadas no rio em relacdo as coletadas no trecho entre as duas
barragens e as coletadas na represa de Cajurd. Isso se deve ao fato de que as amostras
do rio que foram coletadas a jusante de Gafanhoto sdo as Unicas que ainda possuem
populacdo nativa e que fazem a migracdo reprodutiva anual no rio Itapecerica,
retornando para o Para, ou seja, provavelmente ndo existe recrutamento a montante da
UHE de Gafanhoto (Dr. Yoshimi Sato, com. pess.). O calculo da diferenciacdo genética
utilizando o programa AMOVA determinou o grau de variabilidade genética como
sendo de apenas 16,73% entre todas as amostragens de P. costatus utilizadas neste
trabalho, sendo que 83,27% da variacao foi encontrada dentro de cada amostragem.

A origem de matrizes do peixe P. costatus que deram origem ao plantel das
estacGes de piscicultura da CODEVASF pode explicar essa pequena diferenciacao
genética entre os peixes coletados nas trés regides do rio Para, que vem recebendo
alevinos provenientes da estacdo hd mais de 20 anos (ver tabela fornecida pelo Dr.

Yoshimi Sato em anexo).
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O fato de que as amostras coletadas no trecho entre UHE Gafanhoto e UHE
Cajurt possuem uma divergéncia genética maior quando comparado seu indice de
fixacdo (Fst) com as demais (Trecho Gafanhoto/ Cajuri X Jusante Gafanhoto: F de
23% e Trecho Gafanhoto/ Cajurd X UHE Cajuru: Fy de 19,35%) pode ser explicado
devido a fragmentacdo do habitat ja que ndo existem mecanismos de transposi¢do em
nenhuma das duas Usinas. Essas amostras estdo isoladas em um pequeno trecho de
aproximadamente 32 Km e ndo tém como completar seu ciclo de vida pois ndo existem
locais para a desova. As condi¢des para reproducdo sdo particularmente desfavoraveis
devido a influéncia diaria de nivel causado pela operacdo da usina de Cajurt (é um
trecho regulado pela operacao deste reservatorio) (Dr. Gilmar B. Santos, com. pess.).

Outros dados que reforcam este indicio sdo as analises de biometria e fator de
condicdo feitas com todas as amostras analisadas. Os resultados observados neste
trabalho estdo dentro do padréo do género Prochilodus quando comparados com outros
estudos (Rocha et al., 1997; Vicentin et al.,, 2004). Analises das variacbes de
comprimento e peso corporal dos peixes permitem avaliar como a espécie obtém
recursos do ambiente em que vive e indicam a condi¢cdo do peixe através do bem-estar
geral, desenvolvimento gonadal, adequagédo ao meio-ambiente e do acimulo de gordura;
sendo que a variacdo no teor de gordura dos peixes pode estar relacionada com o ciclo
hidroldgico do rio ou do reservatorio (Le Cren, 1951; Bennemann et al., 1996; Orsi et
al., 2000). Quando esses dados sdo associados ao fator de condicdo k, que tem sido
amplamente incorporado a modelos estatisticos aplicados a biologia, como medida do
estado fisiologico de peixes (Barbieri et al., 1996), pode-se constatar que 0s maiores
valores de K e da biometria realizada sdo das amostras do rio e da Usina hidrelétrica de
Cajurt e que a variancia do comprimento padrdo (CP) e peso corporal (PC), mas nao
totalmente de K das amostras do trecho localizado entre as barragens, difere
significativamente das outras, como mostra a Tabela 8 (teste estatistico ANOVA).

A utilizacdo de novos marcadores moleculares do peixe P. costatus pode ser
realizada para aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos neste trabalho. Contudo,
deve-se lembrar que o marcador molecular HPL ndo € apenas um microssatélite
imperfeito, contendo polimorfismos de comprimento (diferentes nimeros de temas
repetidos lado a lado), mas que também apresenta mutac6es por transversao e transicao,
e “indels” (insercdo/delecdo de pares de bases) a serem analisados. Esse conjunto de
polimorfismos tornou esse marcador uma ferramenta molecular eficiente na indicagao

da estrutura genética dos peixes P. costatus estudados nesse trabalho.
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A utilizacdo de outros exemplares de Curimaté-pioa (P. costatus) que ndo foram
alvo de reproducéo em cativeiro para repovoamentos também seria de grande valia para
a determinacdo da eficiéncia do repovoamento. Tal estudo, em conjunto com o0s
resultados obtidos até o momento, ira contribuir de forma determinante para o
desenvolvimento de sistemas mais adequados para a manutencdo da diversidade das
comunidades de peixes além de acelerar e aumentar a exatiddo das decisdes tomadas
para a conservacdo e manejo das espécies em questdo, pois trardo subsidios técnicos

capazes de minimizar o impacto gerado pela construcdo de hidrelétricas.
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Peixamento com curimaté pioa (Prochilodus costatus) — a montante da barragem

de Trés Marias (alto Sdo Francisco)

Data Local Quantidade (UN)

04/1983 Represa Trés Marias / Trés 30.000
Marias

09/1984 Represa Trés Marias / Trés 35.000
Marias

03/1985 Represa Trés Marias / Trés 50.000
Marias

03/1986 Represa Trés Marias / Trés 50.000
Marias

03/1986 Rio Paraopeba / Betim 15.000

03/1986 Rio Pard / Martinho 12.000
Campos

03/1986 Represa  Gafanhoto  / 10.000
Divinopolis

03/1986 Represa Cajuru / C do 10.000
Cajuru

09/1986 Rio Pard / Martinho 15.000
Campos

09/1986 Represa Trés Marias / 44.000
Morada Nova de Minas

09/1986 Rio S@o Francisco / Bom 25.000
Despacho

04/1987 Rio Pard / Martinho 22.000
Campos

04/1987 Represa  Gafanhoto  / 7.500
Divinopolis

04/1987 Represa Cajuru / Carmo do 7.500
Cajuru

04/1987 Represa Trés Marias / Trés 35.000
Marias

04/1987 Rio Paraopeba / Betim 15.000

04/1987 Represa Trés Marias / 13.500
Morada Nova de Minas

04/1987 Rio S8o Francisco / Bom 15.000
Despacho

04/1987 Represa Cajuru / C do 7.000
Cajuru

04/1987 Rio Pard / Martinho 14.500
Campos

04/1988 Rio Para/ S&o S do Oeste 9.500

04/1988 Rio Para/S G do Para 8.000

04/1988 Rio Para / Divinopolis 12.000
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04/1988 Represa  Gafanhoto  / 8.500
Divinopolis

04/1988 Represa Cajuru / C do 8.000
Cajuru

04/1988 Represa Trés Marias / Trés 25.000
Marias

04/1988 Rio S Fco / Pompéu 11.000

04/1988 Rio Sdo Fco / Bom 13.000
Despacho

03/1989 Rio S Fco / Pompéu 30.000

03/1989 Rio Sdo Fco / Bom 18.000
Despacho

03/1989 Represa Trés Marias / Trés 35.000
Marias

03/1989 Represa Cajuru / C do 12.000
Cajuru

04/1989 Rio Pard / S&o S do Oeste 10.000

04/1989 Rio Pard /S G do Para 10.000

04/1989 Rio Para / Divinopolis 12.000

04/1989 Rio Pard / Martinho 15.000
Campos

04/1989 Represa  Gafanhoto  / 10.000
Divinopolis

04/1989 Represa Trés Marias / 14.000
Felixlandia

04/1990 Rio S Fco / Pompéu 10.000

04/1990 Rio Sdo Fco / Bom 20.000
Despacho

04/1990 Represa Trés Marias / 30.000
Morada Nova de Minas

09/1990 Rio Paraopeba / Betim 15.000

09/1990 Represa Trés Marias / Trés 59.500
Marias

09/1990 Represa Cajuru / C do 10.000
Cajuru

09/1990 Rio Pard / Martinho 15.000
Campos

03/1992 Represa Trés Marias / Trés 36.500
Marias

03/1992 Rio Pard / Martinho 12.000
Campos

04/1993 Represa  Gafanhoto  / 15.000
Divinopolis

04/1993 Represa Cajuru / C do 15.000

Cajuru
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09/1993 Rio Pard / Martinho 15.000
Campos

09/1993 Represa Trés Marias / Trés 18.800
Marias

04/1994 Rio Pard / Martinho 24.500
Campos

04/1994 Rio Paraopeba / Betim 15.000

04/1994 Represa Cajuru / C do 21.000
Cajuru

04/1994 Rio S Fco / Pompéu 23.100

09/1995 Rio Pard [/ Martinho 16.500
Campos

09/1994 Rio Paraopeba / Betim 12.000

09/1995 Represa Trés Marias / Trés 15.500
Marias

03/1996 Represa Trés Marias / Trés 43.000
Marias

03/1996 Represa Trés Marias / 20.000
Morada Nova de Minas

04/1999 Rio Paraopeba / Betim 15.000

04/1999 Rio Sdo Fco / Bom 20.000
Despacho

09/1999 Represa  Gafanhoto  / 25.000
Divinopolis

09/1999 Represa Cajuru / C do 25.000
Cajuru

10/1999 Represa Trés Marias / Trés 36.680
Marias

10/1999 Represa Trés Marias / 30.000
Morada Nova de Minas

10/1999 Rio S Fco / Pompéu 25.000

10/1999 Rio Pard / Martinho 17.000
Campos

11/1999 Represa Trés Marias / Trés 3.675
Marias

02/2000 Represa Trés Marias / 14.300
Morada Nova de Minas

02/2000 Represa Trés Marias / Trés 4.620
Marias

05/2000 Represa Trés Marias / Trés 15.800
Marias

04/2002 Rio Sdo Fco / Moema 17.500

04/2002 Represa Cajuru / C do 12.000
Cajuru

04/2002 Rio Para/ S&o S do Oeste 12.500
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04/2002 Rio Pard /S G do Para 12.600

04/2002 Rio Para / Divinépolis 12.000

10/2002 Represa Trés Marias / Trés 16.740
Marias

10/2002 Represa Cajuru / C do 5.500
Cajuru

10/2002 Represa  Gafanhoto  / 5.960
Divinopolis

11/2002 Rio Pard / Sdo S do Oeste 1.600

11/2002 Represa Trés Marias / Trés 10.880
Marias

10/2003 Represa  Gafanhoto  / 15.300
Divin6polis

10/2004 Represa Cajuru / C do 13.300
Cajuru

11/2004 Represa Trés Marias / Trés 9.500
Marias

09/2005 Represa Trés Marias / Trés 5.800
Marias

09/2005 Represa Cajuru / C do 3.000
Cajuru

09/2005 Represa  Gafanhoto  / 4.860
Divinopolis

10/2005 Represa Trés Marias / Trés 15.980
Marias

10/2005 Rio S&o Fco / Iguatama 9.720




Sequiéncias dos 25 haplétipos encontrados para o marcador Molecular HPL

Hapl TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTC-
CAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCAGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap2 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCGAATTCGATTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCAACC----
CTCCAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCACATTGCCTCCTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTC
TCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap3 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCCCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTT-
CTTCAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCACATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTC
TCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap4 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTTTCTCT-TTTGTCTCTCCCTCTGTCCCCACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCAACC----
CTCCAACCTTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCACATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTC
TCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCAGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap5 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTATGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTT-
CTTCAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCACATTGCCCCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTC
TCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap6 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTT-
CTCCAACGCTTCTCTCTCTCCCTTTTTTCTCTTCTTTTTTTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCTGTCTCTTTCTCCATGTCTCT -------=---
CCCTCTTTCTCTCTTGTGTCCTTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT
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Hap7 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTCTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTT-
CTCCAACGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTTTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTC
TCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap8 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTT-
CTTCAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCC
CATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCT
CTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap9 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCC-
AGGGTCCCTTCTCCCTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTAAAAACAACGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTTTAACCTCCCTCAGTGCCATTTTCTGAT

GTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTT
CTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTCTCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCA
TGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hapl0 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTC-
CAACGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTITTITTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
TATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCTGTCTCTTTCTCCATGTCTCT ===
CCCTCTTTCTCTCTTGTGTCCTTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hapll TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCGC-ACGTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCAACC----
CTCCAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCACATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTC
TCTTCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap12 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTT-
CTCCAACGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTTTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCC
CCATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCTGTCTCTTTCTCCATGTCTCT-----------
CCCTCTTTCTCTCTTGTGTCCTTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT
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Hap13 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTCTTTCTCTTTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTC-
CAACGCTTCTCTCACTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTT-
AACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCCCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCATATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTC
TCCATCTATTTCTTATTCTGCGCCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCTGTCTCTTTCTCCATGTCTCT-----------
CCCTCTTTCTCTCTTGTGTCCTTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hapl4 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTCTTTCTCT-TT-GTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCAACC---CTC-
CAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCCCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCAGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hapl5 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA

CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTTTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hapl6 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTCTGTCTCTCCCTTTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATTTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTC-
CAACGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTTTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA

TATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTACGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTCTCT

TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hapl7 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGTCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
TATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCCCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTTTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap18 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA

CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCCCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT
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Hap19 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTATTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap20 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTC-
CAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCACCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTTCATGTCTCTTTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCAGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap21 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCCCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCT--
TCTCTCTTTCTCTCTTTTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap22 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCAACC---CTC-
CAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTTTCTCTCTCT
TCTCTCTTCCTCTCTTGTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap23 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA

CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCCCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTTTGTCCCTTTTTCTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT

Hap24 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCCCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTT-
CAACTCTTCTCTCTCTCTCTTTTTTCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCATCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTCCATGTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTTTGTCCCTTTTTTTGTCAGCCTTTGTTCATCACCCTGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT
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Hap25 TCTTTGCTTGTGTCTTGCTCTCTCTC--TTTCTCTTTGTCTCTCCCTCTGTCCC-ACCTTCCCTTCTCACTCTATCATCTCTCTGCCTTTCATCTTTGTCACTTTTTCTC-
CAACCCTTCTCTCTCTCTCTCTTATCTCTTCTTTTTCTAACCTCCCTCTGTGCCATTTTCTGATGTCACTCTTTTTCTCTCTCTCCATGCCTCTACCTCTTTTTCTCTTCCTCTCTCCCCCA
CATTGCCTCTTTCACTTTCTCCCTCTGTCTCTCTCTCTCCACCTATTTCTTATTCTGCGTCTTTCTTTCCCACTCACCGTCTTTCTTTTCCCGTCTCTTTCTTCATGTCTCTTTCTCTCTCT
TCTCTCTTTCTCTCTTGTGTCCCTTTTTTITGTCAGCCTTTGTTCATCACCCAGCAAACTCTCATGCTGTCCTCTGCCGTTTCTGAGTGCACTGTATTTCAGGCCTT
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