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RESUMO

Pertencente a familia Characidae, a tabarana (Salminus hilarii) € uma espécie de
piracema de grande importancia ecoldgica que habita os rios das principais bacias
hidrogréaficas brasileiras, entre elas, a do Alto Parana. Atualmente, a espécie corre 0
risco de reducdo em suas populacdes em funcdo de acdes antrOpicas, como o
barramento dos rios e a poluicdo, resultando assim em perdas sobre a diversidade
genética. Estudos utilizando marcadores genéticos e moleculares tém sido aplicados
na identificacdo da diversidade e estrutura genética das espécies de peixes
neotropicais. No presente estudo foram utilizados marcadores moleculares do tipo
microssatélites para avaliar a diversidade e a estrutura genética de populagcdes de
Salminus hilarii, distribuidas em trés rios que compdem a Bacia do Alto Parana. Para
isso, foram coletadas amostras de tecido muscular de 151 tabaranas, provenientes
dos rios Tieté, Paranapanema e Rio Grande (nas regides de Igarapava e Lavras). O
DNA total foi extraido com o protocolo fenol/cloroférmio e amplificado utilizando
cinco primers microssatélites (Sh01; Sh05; Sh10; Sh12 e Sh16) desenvolvidos para
a espécie. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 9%, corado com nitrato de prata e fotodocumentado. Os alelos foram
genotipados com o0 uso do programa Alpha Index 6.5 e as andlises estatisticas
conduzidas por meio dos programas Arlequin 3.01, FSTAT e GenePop. A estrutura
genética das populacdes foi analisada por meio da AMOVA, baseada nas
estimativas de Fst e Rst. Os cinco loci estudados foram polimérficos para a espécie,
apresentando heterozigosidade observada de 0,928 (+0,07) a 0,966 (x0,03) para as
quatro populacdes analisadas. O numero de alelos encontrados foi alto de 10 a 19
alelos por loci e a média da riqueza alélica variou de 10,98 (+ 1,47) a 12,63 (z 3,12).
A analise de AMOVA mostrou que a maior parte da variabilidade genética (98,08%)
encontra-se dentro de cada local amostrado e apenas 1,92% entre elas. O valor de
Fst= 0,01921 (p< 0,01), altamente significativo, demonstra que ha uma baixa
estruturacdo entre as populacbes. Nas analises par a par os valores de Fsr
mostraram que entre as localidades de Lavras e Tieté h& maior diferenciacédo
genética e menor entre as comparagbes de Lavras e Paranapanema. Apesar da
separacdo geografica e fisica, devido a diversas barragens construidas ao longo da
Bacia do Alto Parana, as populacbes analisadas apresentaram baixos valores
significativos de Fsr entre populacdes. Isto sugere que 0S mecanismos de
isolamento ainda néo refletiram de forma acentuada em uma maior diferenciacéao
destas populacoes.

Palavras-chave: Tabarana, Salminus hilarii, microssatélite, conservagado genética.



ABSTRACT

Tabarana (Salminus hilarii), a Characidae species, inhabits Rivers of the main
Brazilian drainages, which includes the Upper Parana River basin. It is a migratory
species and plays an important role on the food chain in the freshwater ecosystem.
Populations of this species are currently jeopardized due to anthropic actions such as
construction of dams and pollution of rivers. Such environmental modifications may
result in genetic variability lost. Studies using molecular markers have been carried
out to identify genetic diversity and population structure of neotropical fish species In
the present study microsatellite molecular markers were used to evaluate genetic
diversity and structure of Salminus hilarii populations from three rivers in Upper
Parana River basin. Fin clipping and muscle tissue samples of 151 tabaranas from
the Tiete, Paranapanema and Rio Grande rivers (lgarapava and Lavras regions)
were collected. Total DNA extraction was performed with phenol/ chloroform
protocol and DNA amplification used five microsatellite primers (Sh01, Sh05, Sh10,
Sh12 and Sh16) developed for S. hilarii. Amplification products were analyzed by
electrophoresis in 9% polyacrylamide gels, detected by silver nitrate staining and
then photodocumented. Alleles genotyping was performed using Alpha Index 6.5
software and statistical analysis were conducted using Arlequin 3.01, FSTAT and
GenePop softwares. Population genetic structure was investigated using Fst, Rst
estimates as well as AMOVA. All five loci used in this study were polymorphic with
observed heterozygosity ranging from 0,928 (+0,07) to 0,966 (+0,03) in the four
population surveyed. The number of alleles per locus for the five loci used herein
was high ranging from 10 to 19 alleles per locus and the allelic richness average was
10,98 (x 1,47) to 12,63 (x 3,12). AMOVA analysis showed that most of genetic
diversity (98.08%) is within sampled location and only 1.92% genetic diversity is
between them. High significant Fsr value (0.01921 p<0,01) indicates a low genetic
differentiation between populations. Fst pairwise analysis values demonstrated the
highest genetic differentiation is between Lavras and Tieté and lowest between
Lavras and Paranapanema. Despite physical obstacles due to the various dams built
throughout the Upper Parana River basin, the S. hilarii populations evaluated in the
present study show low genetic differentiation, suggesting that the isolation
mechanisms haven'’t significantly reflected on population structuring, yet.

Keywords: Tabarana, Salminus hilarii, microsatellite, genetic conservation.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIODIVERSIDADE DE PEIXES NEOTROPICAIS, COM ENFASE
NA BACIA DO ALTO PARANA

O termo peixe é designado a um grupo heterogéneo de cordados aquaticos
composto por feiticeiras, lampréias, peixes cartilaginosos (tubardes, quimeras, raias)
e peixes 0sseos. Destes, o ultimo grupo é o mais diversificado e bem representado
na agua doce, enquanto 0s outros sdo predominantemente marinhos (LEVEQUE et
al., 2008).

De acordo com Froese (2009) das 31.200 espécies de peixes descritas,
aproximadamente 13.000 s&o exclusivas de ambientes de dgua doce. A maior parte
dessa rigueza e diversidade encontra-se em aguas tropicais (LOWE-MCCONNELL,
1999), particularmente nas dguas doces neotropicais. S6 na regido Neotropical séo
cerca de 4.475 espécies efetivas, podendo chegar a mais dede 6.000 incluindo as
espécies conhecidas porém ainda ndo descritas pelos pesquisadores (REIS, et al.,
2003). Essa diversidade pode ser diretamente correlacionada a heterogeneidade
estrutural, bem como com a historia geoldgica dessa regido (NAKATANI et al.,
2001).

Diferente de outras regiées zoogeogréficas, onde predominam ciprinideos
(exceto Austrdlia), a maior parte dos peixes Neotropicais pertence a cinco grupos
dominantes: Characiformes (aproximadamente de 1.500 a 2.000 espécies descritas),
Siluriformes (pelo menos 1.400 espécies conhecidas), Gymnotiformes (em torno de
180 espécies), Cyprinodontiformes (cerca de 400 espécies) e ciclideos (cerca de
450 espécies) (LEVEQUE et al., 2008).

Apesar do predominio de espécies de Characiformes e Siluriformes em todas
as bacias sul-americanas, a maior parte dessa diversidade se concentra na bacia
Amazobnica e na bacia do Rio Parana (LANGEANI et al., 2007). Na bacia Amazénica,
onde os levantamentos sédo ainda incompletos, ja foram catalogadas mais de 1.300
espécies (AGOSTINHO et al., 2007), os numeros totais estimados alcancam 5.000
(SANTOS; FERREIRA, 1999). Ja a ictiofauna da bacia do Rio Parana é estimada em
600 espécies (BONETTO, 1986), destas apenas o Pantanal deve apresentar 400

espécies. Agostinho e Thomaz (1995) ao revisarem os levantamentos efetuados por
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Bonetto em 1986, listaram 221 espécies para 110 areas amostradas apenas no Alto
rio Parana, enquanto, Bonetto obteve 130 espécies para o que ele denominou
Provincia do Parana Superior (Alto Parana e lguacu).

A bacia hidrografica do Alto Parana drena uma vasta area, que em territorio
brasileiro supera 802.150 Km?. Desde sua nascente na Serra da Mata da Corda
(MG) até a desembocadura no rio da Prata, na altura da foz do rio Uruguai, ele
percorre aproximadamente 3.809 Km. Recebe esse nome apds a conjuncao dos rios
Grande e Paranaiba (AGOSTINHO et al.,, 1999). Os principais rios da margem
esquerda sdo mais largos, com comprimento variando entre 400 e 600 Km, e
possuem nascentes em rochas cristalinas na Serra do Mar.

De acordo com Castro e Menezes (1998), o sistema do Alto Parand inclui os
maiores rios do estado de Sao Paulo e contém 22 familias e aproximadamente 170
espécies de peixes descritas, distribuidas em 11 ordens e 38 familias sendo cerca
de 80% das espécies sao registradas nas ordens Siluriformes e Characiformes
(LANGEANI et al., 2007).

Nessa bacia, os principais rios, como o Paranaiba, Grande, Tieté,
Paranapanema e o Iguagu tiveram seus cursos transformados em cascata de
reservatérios, reduzindo drasticamente os trechos l6ticos. O namero crescente de
barragens e os impactos que essas exercem sobre as caracteristicas hidroldgicas e,
por consequéncia, nos atributos biolégicos dos sistemas naturais, tém despertado
interesse pelo seu manejo (AGOSTINHO, 1992).

O barramento de rios causa profundas modificagces no ambiente aquatico e
nas comunidades presentes (SALE, 1985). Entre as comunidades aquaticas,
destacam-se os impactos sobre os peixes de piracema. A espécie Salminus hilarii,
comumente conhecida como tabarana, € um exemplo tipico de peixe de piracema
gue vem sofrendo com a poluicdo e a construcao de barragens.

Um dos pontos centrais para o planejamento de medidas de conservacdo da
biodiversidade aquética € o entendimento da estrutura populacional da espécie para
que se determine, tanto as respostas fisiologicas as variagdes ambientais como as
estratégias de manejo das populac¢des naturais (HILSDORF, 2002).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de métodos moleculares em estudos de
padrbes de variacdo genética tem auxiliado os programas de conservacdo, ndo

somente indicando quais espécies merecem maiores esfor¢os de preservacao, mas
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também contribuindo no delineamento da viabilidade de uma populacdo natural
(JOHNSON et al., 2001).

1.2 GENERO SALMINUS

Pertencente a familia Characidae o género Salminus é caracterizado por
peixes de médio a grande porte, cujo comprimento adulto padréo oscila entre 15 a
100 cm, e que habitam as 4guas doces de boa parte das bacias hidrograficas sul-
americanas (LIMA, 2006). Os representantes desse género, os dourados e a
tabarana, sdo peixes predadores, principalmente icti6fagos que realizam migracdes
reprodutivas procriando no leito dos rios durante o periodo de chuvas (MORAIS
FILHO & SCHUBART, 1955; GODOY, 1975; ESTEVES & PINTO LOBO, 2001). Nao
apresentam cuidado parental, possuem alta fecundidade e seus ovos com pequeno
diametro séo livres, demersais e dependem da correnteza da agua para se
manterem na regido pelagica e serem dispersos (AGOSTINHO E JULIO JR, 1999;
SATO et al., 1999).

Segundo Lima (2006) quatro espécies foram reconhecidas como efetivas
para o género: Salminus affinis (Steindachner) com distribuicdo nas bacias
transandinas dos rios Magdalena, Rancheria e Sina; Salminus brasiliensis (Cuvier),
do sistema dos rios Parand, Paraguai e Uruguai, sistema do rio Jacui e bacia do alto
rio Madeira; Salminus hilarii (Valenciennes), das bacias dos rios Sao Francisco e alto
Parand, além do rio Jaguaribe, no nordeste brasileiro e Salminus franciscanus do
Séo Francisco (Lima).

Apesar da popularidade e da importancia que as espécies desse género
possuem, o conhecimento taxondmico € bastante insatisfatorio, sendo este
considerado incertae sedis (LIMA, 2003). O primeiro trabalho a incluir Salminus ao
empregar a metodologia cladistica foi o de Orti & Meyer (1997), que realizaram uma
analise filogenética da ordem Characiformes utilizando sequéncias de DNA
ribossomal dos genes 12S e 16S. Como resultado, esses autores encontraram uma
relacdo corroborada de grupos-irméaos entre Salminus e Brycon. O primeiro estudo
filogenético baseados em caracteres morfologicos que incluia representantes de
Salminus foi realizado por Zanata (2000), que encontrou resultados diferentes de

Orti. Por sua vez, Calcagnotto et al. (2005) realizaram um estudo filogenético de
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Characiformes baseados em dados moleculares e obtiveram resultado similar ao de
Orti & Meyer. Estudos recentes, compreendendo revisdo taxondmica e uma analise
das relagdes filogenéticas do género foi conduzida por Lima (2006), que propés o
estabelecendo o monofiletismo do género baseado em 15 sinapomorfias (5 delas

exclusivas para o género).

1.2.1 Tabarana (Salminus hilarii)

Salminus hilarii (Valenciennes, 1849) vulgarmente conhecida como tabarana,
tubarana ou dourado-branco (Figura 1) € uma espécie similar ao dourado (Salminus
brasiliensis), entretanto, atinge menor porte. Dentre as espécies do género
Salminus, ela é a que apresenta menor numero de escamas na linha lateral e nas
séries transversais (LIMA, 2006). De coloracdo branca-prateada, a tabarana possui
a nadadeira caudal vermelha e as nadadeiras pélvicas, peitorais dorsal e anal
levemente avermelhadas. Os machos apresentam-se mais esguios e menores do
gue as fémeas (GODOQY, 1975; SANTOS, 1987).

Sao peixes de dgua movimentada sendo possivel observa-las na queda de
cachoeiras, corredeiras e pequenos corpos d’agua. Sua preferéncia por corpos
d’agua menores deixou essa espeécie mais susceptivel do que seu congénere
(dourado), devido a extincdo de locais ocasionados pela poluicdo e a construcao de
barragens. E um peixe de importancia ecoldgica, pois além de ser de topo de
cadeia, pode ser utilizada como uma boa indicadora ambiental devido ao seu grau
de seletividade ambiental (CETRA, 2003; LIMA-JUNIOR, 2003).

Figura 1. Tabarana (Salminus hilarii). Fonte: Hilsdorf, (2009).
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Quando adulta € piscivora (GODOY, 1975), mas na fase juvenil se alimenta de
insetos e crustaceos. Seu tempo minimo de duplicagdo da populacéo € de 1,4 a 4,4
anos, sendo uma espécie de baixa fecundidade (LIMA, 2006). Os ovos sdo de
coloracdo verde escuro a marrom, ndo sdo adesivos e ndo possuem capa envoltoria
(cérion) gelatinosa (SATO, 1999). Apresentam tamanho da primeira maturacédo
variando de 21 cm do comprimento total para machos e 23 cm para fémeas. Como
dimorfismo sexual secundéario, os machos de Salminus hilarii possuem espiculas na
nadadeira anal. Este, que por ser um carater temporal, ocorre ao longo de todo
estagio de maturacdo gonadal em diferentes graus de intensidade. Seu periodo
reprodutivo varia, ocorre durante a estagdo chuvosa, entre os meses de outubro a
fevereiro (ANDRADE et al., 1988; ANDRADE et al., 2004).

Estudos envolvendo a reproducdo da espécie foram realizados na bacia do
Rio Mogi-Guacu por Godoy (1975), na bacia do rio Sdo Francisco por Andrade et al.
(1988) e Sato et al. (2003), na regido do rio Sorocaba por Takahashi (2006) e na
bacia Alto Tieté por Honji (2006). Tempos atras, a producéo cientifica a respeito da
reproducdo de S. hilarii, se reduzia a trabalhos envolvendo aspectos gerais da
biologia da reproducao, tendo como enfoque apenas o ciclo reprodutivo da espécie.
A partir de 2005, a tabarana passou a ser objeto de estudo em trabalhos de fisiologia
da reproducéo, na regido da bacia do Alto Tieté. Desde entdo, novos conhecimentos
desta espécie foram adquiridos. Amaral et al. (2005) estudou o perfil dos esteroides
gonadais na espécie e os efeitos do bloqueio migratério no eixo-hipdéfise - gbnadas;
o perfil metabdlico foi estudado por Rodrigues et al. (2006) e Camargo (2007), e a
identificacdo de células produtoras de prolactina durante o ciclo reprodutivo da
tabarana foram realizadas por Honji et al. (2006).

Salminus hilarii € considera um reofilico de grandes distancias segundo
Agostinho et al. (2007), entretanto, Godoy (1975) e Carolsfeld et al. (2003)
caracterizam a espécie como sendo um migrador de curtas distancias, migrando
menos do que 100 Km, isso foi observado por Godoy durante a piracema, em que,
trés tabaranas marcadas nos meses de outubro/novembro na Cachoeira de Emas
(Rio Mogi Guagu) foram recapturadas em distancias de 51, 87 e 115 km a montante
desse ponto.

Em 1914 uma grande piracema de tabaranas foi reportada por Von lhering

(1929, p. 75) no rio Tamanduatei na cidade de S&o Paulo, ele relatou: “Apds varios
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dias de chuvas prolongadas, as varzeas do rio Tamanduatehy, entre as estacdes de
Ypiranga e Sao Caetano estavam alagadas; certa noite, alguns moradores da
regido, que annualmente aproveitavam a piracema, cercaram 0s peixes, que haviam
sahido do rio para campos alagados. Esbarrando contra as redes e tapumes, nao
podiam as tabaranas voltar ao leito do rio e assim, a pescaria rendeu algumas
centenas de kilos de peixes. Seja dito de passagem que, ainda mezes depois,
pudemos comer dessas tabaranas [...]". Magalhdaes (1931) relata uma observagao
similar para a bacia do rio Parana, em uma area nao especifica.

Quanto a sua distribuicao (figura 2), a tabarana é uma espécie conhecida da
Bacia do rio Parand no Brasil (estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato
Grosso do Sul e Parana), bem como no Paraguai (rios Monday e Acaray) e na Bacia
do alto Sdo Francisco (Minas Gerais e Distrito Federal), sendo que na Bacia rio
Parana a ocorréncia da tabarana é quase circunscrita ao trecho conhecido como
“‘Alto Parana”, que compreende a regido da bacia acima do Salto de Sete Quedas,
atualmente coberto pelo reservatorio de Itaipu (BONETTO et al., 1968). Presumia-se
gue a tabarana apresentava ampla uma distribuicdo ao norte da América do Sul
cisandina e também na bacia do Rio Orinoco, sistema do alto Amazonas e rio
Tocantins (STEWART et al., 1987; SANTOS et al.,, 1984; GERY & LAUZANNE,
1990), porém Lima (2006), em seus estudos constatou que as populacdes dessas
areas apresentam diferencas morfologicas em relacdo aquelas das bacias dos rios
Sédo Francisco e Alto Parana, sugerindo que as espécies que ali ocorrem seja um
outro Salminus, provavelmente Salminus iquitensis.

Para a bacia do Alto Parand somente no Estado de S&o Paulo, estudos
recentes relataram a ocorréncia de Salminus hilarii nos seguintes rios: Rio Sorocaba
(SMITH,1999; SMITH et al., 2003), Mogi-Guacu (OLIVEIRA e GARRAVELO, 2003),
Paranapanema (VARELLA et al.,, 2007), Rio Tibagi (SHIBATTA et al., 2007), Rio
Corumbatai (CETRA & PETRERE, 2006), e rios Rio Ribeirdo do Pantano (PEREZ-
JUNIOR & GARAVELLO, 2007) e Rio Quilombo (APONE et al., 2008), afluentes do
rio Mogi-Guagcu, Rio Guirai (SUAREZ et al., 2009) entre outros.

Como relatado, a tabarana ja foi encontrada em abundéancia nos Rios Tieté e
Pinheiros e em seus tributarios em trechos da capital (VON IHERING, 1929). No
entanto, atualmente se reduz a poucos cardumes confinados em alguns quilémetros

desses rios e seus tributarios. Por se tratar de peixe reofilico, precisa durante um
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determinado periodo do ciclo reprodutivo migrar rio acima para se reproduzir, € em
razao disto, corre grande risco de reducédo na sua populacéo natural em fungéo de
acOes antrépicas, como o barramento dos rios, poluicdo e a pesca predatoria
(GODOQY, 1975; ABILHOA, 2004). Dessa forma, o conhecimento sobre a estrutura
genética das populagbes se faz necessario para uma estratégia efetiva da
conservacao e manejo da espécie (EIZIRIK et al., 2001).

Com relagdo aos estudos genéticos em Salminus hilarii, a producéo cientifica
brasileira, s6 apresenta trabalhos na area de citogenética. Estes foram realizados
por Marco (1986) que estudou os cromossomos desta espécie de ocorréncia do rio
Mogi Guacu comparando-os com os da populacdo de Séao Francisco; Carvalho et al.
(1998), no qual analisa o conteudo de DNA nuclear de 30 espécies de peixes
neotropicais entres eles, a tabarana; Margarido & Galetti Jr. (1999) que analisaram
os cromossomos de Salminus hilarii (2n=50) baseado no padréo de distribuicdo da
heterocromatina, e com isso inferiram a relagdo cariotipica entre Bryconinae e
Salmininae. Souza et al. (2007) que realizaram estudos citogenéticos baseados na
hibridizacdo dos genes 5S e 18S. Na area de genética populacional, apenas um
trabalho tém sido realizado envolvendo andlise da variacdo genética da tabarana na
regido de transposi¢éo do rio Piumhi (MG), utilizando o gene mitocondrial citocromo
b como marcador (LEITE & GALETTI, 2008).
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Figura 2. Mapa do Brasil evidenciando a distribuicdo geografica da tabarana (modificado de Lima),
(2006).
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1.3 MARCADORES MOLECULARES

Marcadores genéticos sdo caracteristicas qualitativas com heranca
Mendeliana, facilmente reconhecidas e cuja expressdao ndo sofrem influéncia
ambiental (ROBINSON,1998), podendo ser morfologicos, bioquimicos ou
moleculares.

Avancos tecnolégicos em bioquimica e biologia molecular levaram ao
desenvolvimento de uma grande variedade de marcadores moleculares
(FERGUSON; DANZMANN, 1998). Com o desenvolvimento da técnica da PCR
(Polymerase Chain Reaction) (SAIKI et al., 1988), tornaram-se possiveis estudos
genético-moleculares envolvendo grande numero de individuos. Ela se baseia na
sintese in vitro de milhdes de coépias de um segmento especifico de DNA que
permite a quantificacdo e analise da variabilidade genética dentro e entre
populacdes de qualquer organismo. Segundo Matioli e Passos-Bueno (2001), a
variabilidade genética € um importante instrumento de investigacdo para verificar
afinidades e limites entre as espécies e estimar niveis de migracao e dispersdo das
populacoes.

Estudos genéticos em populacdes de peixes tém sido realizados utilizando-se
marcadores bioquimicos e moleculares tais como: aloenzimas/isoenzimas, RAPD
(“Randomly Amplified Polymorphic DNA”) (WILLIAMS et al. 1990), RFLP (“Restriction
Fragment Lenght Polymorphism”), AFLP (“Amplified Fragment Lenght
Polymorphism”), VNTR (“Variable Number of Tandem Repeats”) e STR (“Short
Tandem Repeats”) (MARQUES, 2002), sendo a maioria dos estudos realizados
aplicam esses marcadores no genoma nuclear, sendo o RFLP o marcador mais
utilizado em estudos com o DNA mitocondrial.

Dentre as abordagens mais importantes da aplicacdo dos marcadores de
moleculares em espécies aquaticas, temos: a identificacdo de populacoes,
verificagdo de relagbes filogenéticas entre as espécies, segregacao reprodutiva
entre populacdes isoladas, caracterizacdo de estoques nos programas de
melhoramento genético, além de estimar inumeros parametros de interesse
ecologico como tamanho populacional, efeito gargalo, relacdo de parentesco e
outros (SALKOE & TOONEN, 2006).
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Polimorfismo de proteinas foi inicialmente utilizado para investigar estrutura
genética de peixes neotropicais. Revaldaves et al. (1997) analisaram a variabilidade
genética das subpopulacdes de curimbaté, Prochilodus lineatus, coletadas em trés
localidades da bacia do Rio Parana por meio de isoenzimas. Peres et al. (2002)
também utilizaram sistemas enzimaticos para investigacao da variabilidade genética
em Hoplias malabaricus de duas localidades da planicie de inundacdo no Rio
Parand, e encontraram diferencas significativas entre as duas localidades.

O marcador RAPD também foi uma ferramenta utilizada por Almeida et al.
(2003) para averiguar a variabilidade genética de espécimes de mandi amarelo
(Pimelodus maculatus) nos rios Tieté e Paranapanema. Leuzzi et al. (2004)
também utilizaram o marcador RAPD para analise da estrutura populacional de
Astyanax altiparanae (lambari) em trés localidades do Rio Paranapanema (baixo,
médio e alto). Os autores verificaram que a populacdo do baixo Paranapanema €&
geneticamente diferente das outras duas.

Apesar de diversos marcadores moleculares como o RAPD terem sido
utilizados satisfatoriamente em estudos de genética populacional de peixes
(SAITOH, 1998), desde o inicio dos anos 90 os loci microssatélite vem sendo a
classe mais polimérfica de marcadores disponivel (QUELLER et al., 1993). Isso
porque possuem potencial para fornecer estimativas de migracbes contemporaneas,
distinguirem elevadas taxas de migracdo de panmixia e estimar o parentesco dos
individuos (SELKOE & TOONEN, 2006).

1.3.1 Marcadores Microssatélites

Os marcadores moleculares microssatélites, também conhecidos como SSR
(simple sequence repeat) ou STR (short tandem repeats), consistem de seqiéncias
curtas de DNA de um a seis nucleotideos (repetidos em tandem) e dispersas pelo
genoma nuclear de organismos procariotos e eucariotos (HAMADA et al., 1982;
TAUTZ & RENZ, 1984; LITT & LUTY, 1989; OLIVEIRA et al., 2006). Podem estar
presentes tanto em regides codificadoras como néo codificadoras (ZANE et al.,
2002).
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Correspondem a marcadores de herangca mendeliana e sdo codominantes,
sendo assim, individuos homozigotos e heterozigotos para um determinado locus
podem ser distinguidos (ZANE et al., 2002).

A andlise de loci microssatélites, € realizada por meio da técnica de PCR
(POWELL et al, 1996), utlizando oligonucleotideos iniciadores (primers)
complementares de (18 a 30 bases) as regides que os flanqueiam (HOSHINO et al.,
2002). As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas dentro de uma mesma espécie, permitindo a selecdo de primers
especificos (MORGANTE & OLIVIERI, 1993).

Os microssatélites mais comuns sao os dinucleotideos (repeticbes de duas
bases), seguidos pelos mononucleotideos e tetranucleotideos, sendo menos
abundantes os trinucleotideos (ELLEGREN, 2004). Para os vertebrados a repeticao
dinucleotidica (CA), € uma das mais abundantes (STALLINGS, 1995) e em peixes
as repeticdes dinucleotidicas (GT/AC), ou (CT/GA), sédo predominantes (GOFF et
al., 1992).

Quanto a sua estrutura os microssatélites podem ser: perfeitos ou puros -
gquando ndo apresentam nenhuma interrupcdo em sua seqUéncia de repeticao;
interrompidos - quando possuem um par de bases ou uma pequena sequéncia
interrompendo a série de repeticdo e compostos - quando apresentam duas
sequéncias de repeticdes distintas lado a lado (ZANE et al., 2002).

Estes marcadores apresentam uma alta taxa de mutacao, variando de 10° a
102 por geracdo, sendo que a maioria das mutacées é ocasionada por alteracées no
namero das unidades de repeticdo (EISEN, 1999). Acredita-se que esta instabilidade
surge através de um mecanismo especifico de mutacdo chamado deslizamento
(slippage) da DNA polimerase, que ocorre durante a replicacdo do DNA e conduz ao
aumento ou a diminuicdo do numero de repeticdes (TAUTZ & SCHLOTTERER,
1994). Outro motivo pelo qual a taxa de mutagdo é alta nos microssatélites é devido
ao fendbmeno de crossing-over desigual, causado pelo pareamento errbneo destas
sequéncias durante os quiasmas (EISEN, 1999).

Dois modelos mutacionais sdo adotados quando se analisam loci
microssatélites em estudos populacionais. Esses modelos sdo principalmente o
modelo dos alelos infinitos (IAM - Infinite Allele Model) e o modelo de mutagao
escalonada (SMM - Stepwise Mutation Model) (MOYSES, 2005). No modelo IAM,
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cada mutacédo cria um novo alelo a uma dada taxa (u), hdo permitindo homoplasia.
Alelos idénticos compartilham o mesmo ancestral e s&o idénticos por descedéncia.
O modelo SMM é o mais utilizado para explicar as caracteristicas evolutivas dos
microssatélites. Este modelo considera que cada mutacdo cria um novo alelo
através do ganho ou perda de uma repeticdo com probabilidade igual a W2 em
ambas as direcdes. Assim, os alelos de tamanhos muito diferentes séao
considerados menos relacionados que aqueles de tamanhos similares,
caracterizando uma meméria em relacdo ao tamanho do alelo, ao contrario do IAM
(BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002).

Apesar das duvidas a cerca da origem e evolucdo dos microssatélites, esses
marcadores microssatélites possuem caracteristicas que o0s tornam excelentes
marcadores, pois além de ser abundantes no genoma sao altamente polimorficos
(OLIVEIRA et al., 2006). A consisténcia dos padrées de polimorfismo de
microssatélites e a possibilidade de identificacdo de heterozigotos fez com que
sejam reconhecidos como marcadores eficientes em avaliacbes da estrutura
genética e fluxo génico entre populacbes de peixes (ADAMS et al.,, 1992;
EDWARDS et al., 1992).

Dentre as vantagens do uso de microssatélites na analise de variabilidade
genética had a deteccdo de loci Unicos, utilizando-se condi¢cdes altamente
estringentes (temperaturas de anelamento altas: 55° C a 60° C). Temperaturas de
anelamento mais altas possibilitam a analise de um locus especifico (HOSHINO et
al., 2002).

Outra caracteristica muito interessante dos microssatélites é sua grande
reprodutibilidade, dado que € possivel obter os mesmos resultados em qualquer
laboratério do mundo (CENIS, 2000). Sendo assim, a compara¢do de dados é
facilitada pelo fato de que os resultados de microssatélites se expressam
numericamente, mediante o tamanho dos pares de nucleotideos dos alelos de cada
locus (CENIS, 2000).

Devido a alta homologia encontrada nas sequéncias flanqueadoras, 0s
primers desenvolvidos para uma espécie também podem ser amplificados em
espécies relacionadas (MOORE et al., 1991). Embora ndo haja necessidade de que

essas espeécies sejam intimamente relacionadas, a porcentagem de loci amplificados
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decresce a medida que o tempo que separa as espécies aumentar (FITZSIMMONS
et al., 1995).

A dificuldade de se trabalhar com marcadores microssatélites é a falta de
marcadores espécie-especificos para a maioria das espécies (ABILA et al., 2004).
Segundo Zane (2002) a necessidade de se construir esses marcadores especificos,
entre outros fatores, se deve a ao fato de os microssatélites serem normalmente
encontrados em regides ndo codificadoras, nas quais a taxa de substituicdo dos
nucleotideos € maior que em regides codificadoras, o que interfere na estratégia de
se desenhar primers universais.

Apesar das dificuldades, o desenvolvimento de microssatélites tem-se tornado
cada vez mais acessivel, principalmente devido as novas técnicas de
enriguecimento de bibliotecas gendbmicas e a técnologias rapidas de

sequenciamento automatico baseadas em fluorescéncias (RAFALKI et al., 1996).

1.3.2 Aplicacao de marcadores moleculares em peixes neotropicais

Os estudos utilizando marcadores moleculares em peixes neotropicais estao
apenas comecando, mas tendem a aumentar com a ampla atencdo que vem sendo
dada a aplicacdo de marcadores moleculares visando minimizar problemas
relacionados ao risco de extincdo (WASKO et al., 2004).

Os primeiros trabalhos com a utilizacdo de marcadores de DNA em peixes
neotropicais de agua doce foram publicados na década de 90 (OLIVEIRA, 2009).
Desde entdo, inumeros trabalhos empregando diferentes marcadores moleculares
visando o entendimento dos padrfes genéticos das populacdes, resolucdo de
problemas taxondémicos, de filogenia, conservacdo e introducdo de peixes de
cativeiro em populacdes selvagens tém sido realizados (DERGAM et al., 1998;
CHIARI & SODRE, 1999; RENESTO et al., 2000; MOYSES & ALMEIDA-TOLEDO,
2002).

Marcadores moleculares microssatélites sdo de longe os mais utilizados
atualmente em estudos genéticos de peixes (WASKO e GALETTI, 2002). Sua
aplicagéo é ampla como se pode observar em alguns relatos como no trabalho de

Lépez (2006) que utilizou seis loci microssatélites de pacu (Piaractus
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mesopotamicus) para estudo andlise da variabilidade genética de populacbes de
Brycon sinuensis. Morelli et al. (2007) verificaram por meio de marcadores
microssatélites e DNA mitocondrial, que popula¢cdes de Prochilodus lineatus
apresentaram leve estruturacdo entre 0s animais residentes e migrantes, do rio
Mogi-Guagu. Apesar do grande potencial desses marcadores, a utilizacdo dos
mesmos em peixes neotropicais ainda é pouco expressiva.

Alguns microssatélites ja foram desenvolvidos para algumas espécies de
peixes neotropicais, como por exemplo: Piaractus mesopotamicus (CALCAGNOTTO
et al.,, 2001), Arapaima gigas (FARIA et al., 2006), Brycon opalinus (BARROSO et
al., 2003), Eingenmannia spp. (MOYSES et al., 2005), Pseudoplatystoma corruscan
(REVALDAVES et al., 2005), Prochilodus (HATANAKA et al., 2002) e Leoporinus
macrocephalus (MORELLI et al.,, 2007). No entanto, nenhum microssatélite foi
descrito especificamente para Salminus hilarii. Para se iniciar os estudos com esta
espécie houve a necessidade de isolar e caracterizar um conjunto de loci
microssatélites para, entdo, utiliza-los na caracterizacdo genética populacional da
espécie, ja que ndo ha nada descrito na literatura. Com tais loci devidamente
caracterizados, as populacdes amostradas puderam ser devidamente avaliadas e
comparadas geneticamente permitindo assim um melhor planejamento

conservacionista para especie.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a hipotese de estruturacdo genética das amostragens de Salminus
hilarii, provenientes de trés rios da bacia do Alto Parana, por meio de marcadores

moleculares microssatélites.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver marcadores microssatélites para a espécie Salminus hilarii, por
meio da constru¢éo de um banco enriquecido de microssatélites;

b) Sequenciar, identificar e desenhar os primers SSR;

c) Descrever o nivel de diferenciacdo genética inter e intra-populacional da

espécie;
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Os exemplares de Salminus hilarii utilizados no presente trabalho foram

coletados nos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo, em quatro localidades

pertencentes a Bacia do Alto Rio Parana, os quais sdo sumarizados na Tabela 1 e

Figura 3. Esses exemplares foram capturados utilizando-se a pesca artesanal (vara

e isca viva), rede de espera e alguns o elevador de transposi¢cao para peixes.

Tabela 1. Pontos de coleta e nimero de animais coletados de Salminus hilarii.

Bacia NUmero de
. ‘e Local de coleta Animais Coordenadas
Hidrogréfica
Coletados
Rio Grande 39 S 19° 59’ 36"
(Igarapava) W 47045’ 327
NN S 23° 32°45,3”
Rio Tieté 56 W 46° 08’ 03,2"
Bacia do Alto Rio Grande 37 S 21°07'57 79”
Parana (Lavras) W 45°01°04 85”
Rio 19 S 23°20°36 35"
Paranapanema W 48°34'17 44”
Total 151
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Figura 3. Mapa hidrografico do Brasil, indicando os
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Rio Ggénde

e

R g

I

Rio Tieté

rios de coleta de tabarana. Fonte:

Mapa



32

3.1.1 Bacia do Alto Rio Parana

3.1.1.1 Sub-bacia do Rio Grande

Com cerca de 145.000 km? de &rea de drenagem, a bacia do rio Grande (sub-
bacia da bacia do Rio Parana) esta localizada entre os estados de Minas Gerais e
Séo Paulo.

O rio Grande nasce na serra da Mantiqueira (MG), e percorre 1.306 km até o
rio Paranaiba, formando o rio Parana.

A coleta de tecido de nadadeira caudal foi realizada em dois locais do rio
Grande, no reservatério de Igarapava e na porcdo do rio Grande localizada na
regido de Lavras. Na regido de lgarapava foram coletados foram coletados 39
animais no ano de 1999, dos quais 18 se localizavam no reservatério (S 19° 59’ 36”
W 47°45’ 32”) e 21 a sua montante. Ja na regido de Lavras (S 21°07’57 79 W
45°01°04 85”) foram coletadas 37 amostras de tecido, durante o ano de 2005.

3.1.1.2 Sub-bacia do Rio Tieté

O rio Tieté nasce em Salesopolis (SP), aproximadamente a 95 km da capital e
cruza o Estado no sentido Sudeste-Noroeste até desaguar no rio Parana, na divisa
com Mato Grosso do Sul. E o maior rio do Estado de S&o Paulo com 1.100 km de
extensdo. E composto por seis sub-bacias: Alto Tieté, onde esta inserida a Regi&o
Metropolitana de S&o Paulo; Piracicaba; Sorocaba/Médio Tieté; Tieté/Jacaré,;
Tieté/Batalha e Baixo Tieté.

As 56 amostras de tecido (nadadeira e musculo) obtidas dessa sub-bacia
foram coletadas na regido das cabeceiras do Alto Tieté em dois locais: na calha
principal do Rio Tieté, entre as cidades de Mogi das Cruzes e Biritiba Mirim/ SP (S
23°32°45,3” W 46°08’03,2”) e a jusante da Barragem de ponte Nova (Salesopolis/SP)
(S 23°34’36,5” W45°54°23,9”), durante os anos de 2003 e 2004.
mistura 3,0 pl de RNAse A (USB) a 10 mg/ mL e novamente o material foi agitado e

incubado a 37° C por mais 1 hora.
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3.1.1.3 Sub-bacia do Rio Paranapanema

O rio Paranapanema nasce na serra de Paranapiacaba (leste do estado de
Sdo Paulo) e desemboca no Rio Parand, sendo considerado um dos principais
afluentes do alto Parand, cobrindo uma &area de aproximadamente 100.800 km?. O
rio Paranapanema possui uma série de reservatorios em “cascata” ao longo do seu
percurso, sendo o reservatorio de Jurumirim o primeiro da série.

O Reservatorio de Jurumirim (S 23°20°36 35" W 48°34’17 44”) apresenta uma
area de 425 Km?. Neste local, a coleta foi realizada durante o més de junho de 2008,

totalizando 19 amostras.

3.2 COLETA DE TECIDOS

As amostras de tecido de muscular e de nadadeira caudal (aproximadamente
200 mg) foram coletadas, armazenadas em etanol 95% e levadas para o Laboratorio
de Genética de Organismos Aquaticos e Aquicultura (LAGOAA), do Nducleo
Integrado de Biotecnologia da Universidade de Mogi das Cruzes, onde foram

armazenadas em freezer a -20°C até 0 momento de sua manipulacéo.

3.3 EXTRACAO DE DNA

O DNA total foi extraido dos tecidos (nadadeira e musculo) de acordo com o
protocolo descrito por Taggart et al. (1992), com algumas modificacdes.

Os tecidos previamente conservados em etanol foram cortados e em seguida
hidratados com tampao TE (10 mM de Tris-HCI, 1,0 mM de EDTA, pH 7,5) durante
1h. Passado este tempo, todo o TE foi retirado e adicionou-se a amostra 500 uL de
tampéo STE (Tris- HCI 0,05 M, EDTA 0,01M e NacCl 0,1M, pH 8,0), 30 pL de SDS
(Dodecil Sulfato de Sédio) a 10% e 10 pL de proteinase K (Invitrogen Life
Technologies) a 20 mg/mL. Agitou-se vigorosamente por 10 minutos e incubou em
banho-maria a 62° C por 60 minutos. A cada 15 minutos as amostras eram agitadas

levemente para homogeneizagéo do material. Apos os 60 minutos, acrescentou-se a
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mistura 3,0 uL de RNAse A (USB) a 10 mg/ mL e novamente o material foi agitado e
incubado a 37° C por mais 1 hora.

Apos a incubacéo, foram adicionados 400 pL de fenol equilibrado e 200 uL de
cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1), centrifugou-se por 10 min a 14.000 rpm.
Aproximadamente 600 pL do sobrenadante foram transferidos para novos
microtubos de 1,5 mL e a eles adicionou-se a mesma quantidade (do sobrenadante)
de cloroférmio/ alcool isoamilico. Centrifugou-se novamente, por mais 10 minutos a
14.000 rpm. O sobrenadante (cerca de 500 uL) foi transferido para novos microtubos
de 1,5 mL e, entdo, o DNA foi precipitado com 30 uL acetato de sodio a 3,0 M
(pH5,2) e 500 pL de etanol 100% (gelado).

As amostras foram armazenadas a -20°C por 18 horas e, entéo, centrifugadas
a 4°C por 30 minutos, a 14000 rpm para obtencao do DNA precipitado. A fase liquida
foi desprezada e, as amostras, lavadas com 500 pL etanol 70% foram centrifugadas
por um minuto. Novamente o liquido foi descartado e o precipitado, apos sua
secagem total, foi ressuspendido em 70 pL de tampéo TE e armazenados a 4°C por
48 horas para completa ressuspenséao. O volume do TE dependeu da quantidade de
DNA existente.

A qualidade do DNA extraido foi checada em eletroforese em gel de agarose
0,8%, e avaliada por comparagdo com o marcador A Hindlll — Invitrogen. Ja a
guantificacdo do material extraido foi verificada no espectrofotbmetro Nanodrop®
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

3.4 ISOLAMENTO DE REGIOES DE MICROSSATELITE

Para esta etapa, foi necessaria a construgdo de uma biblioteca gendmica
enriquecida em regides microssatélites. Para isso, foi necessaria apenas uma unica
amostra de DNA ja extraida de Salminus hilarii. De acordo com a qualidade e
guantidade do DNA, a amostra A22 (rio Grande) foi escolhida para construcdo da
biblioteca.

A biblioteca foi construida no Laboratério de Analise Genética e Molecular, do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, de
acordo com o protocolo de (BILLOTE et al., 1999).
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3.4.1 Construgcdao da biblioteca genOGmica enriquecida em

microssatélite

Digestdo do DNA gendmico

O DNA genbmico (180ng) extraido do tecido muscular da tabarana, foi
digerido por meio da enzima de restricdo de corte frequente, Rsa | (10 U/ug), de
forma que fossem obtidos fragmentos entre 300 e 600 pb. A reacao de digestdo foi
feita, de acordo com a instrucdo do fabricante, modificada apenas pelo acréscimo de
espermidina (40 mM para uma reacao de 25 yL). Essa reacao foi incubada a 37° C
por 12h. Os produtos gerados pela digestdo do DNA foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% por 2 horas a 60 V.

Selecao dos fragmentos

Adaptadores com sequéncias conhecidas de 21 e 25 pb Rsazl
(5°CTCTTGCTTACGCGTGGACTA3) e Rsa25 (5TAGTCCACGCGTAAGCAA
GAGCACAZ’) foram ligados, com o auxilio da enzima T4 ligase (Amershan Pharmacia
Biotech), aos fragmentos com extremidades abruptas, gerados pela digestdo do DNA.

A reacdo de ligacéao foi realizada com: 6 yL de DNA digerido, 10 pL de tampéo
5X [Amershan Pharmacia Biotech — (150 mM Tris-HCL (pH 7,8), 50 mM de MgCly,
50 mM de DTT e 5 mM de ATP)], 2 uL de adaptador (10 pM), 4 unidades de T4

DNA ligase e agua para completar 50 pL. Essa reacéao foi incubada a 20° C por 2h.

Pré-amplificacéo

Para enriquecer o produto da ligacéo e evitar a selecdo e exclusédo casual de
alguns fragmentos, o produto da reacgéo de ligacdo foi amplificado utilizando apenas
um primer Blunt, neste caso o oligonucleotideo Rsa2l. A reacdo de amplificacdo
consistiu em: 5 yL do produto da ligagao; 2,0 uL do primer Rsa21 (10 uM); 5,0 pL de
tampéo 10 X (50 mM KCI; 10 mM de Tris-HCI, pH 8,9); 2,0 yL de MgCl; (50 mM);
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4uL de dANTP (2,5 mM), 1,0 yL de Taq polimerase (5 U) e agua deionizada
autoclavada para completar o volume final de 50 yL. O produto da amplificacao da
ligacao foi purificado com o kit (Quiaquick PCR Purification Kit, Quiagen) .

Selecéo dos fragmentos contendo microssatélites

O material purificado da pré-amplificacdo foi entdo, submetido ao passo de
enriguecimento da biblioteca de regides contendo as repeticbes desejadas. Os
fragmentos contendo sequéncias ricas em GA a CA foram selecionados por meio da
hibridizacdo com oligonucleotideos biotinilados piotinal HHI(CT)g € biotina I11111(GT)s que se
ligam a estreptavidina contida nas particulas magnéticas (Streptavidin MagneSphere
Paramagnetic Particles, Promega).

Como as contas magnéticas marcadas com estreptavidina precisam de uma
preparacdo prévia, estas particulas foram lavadas. Para isso 600uL da solucéo
contendo estas particulas, que veio do fabricante, foram homogeneizados e
colocados em um microtubo. Com o auxilio de uma rack (Magna Separator Magnetic
Particle - Promega) as particulas foram aderidas a parede do tubo e apos cerca de
30 s foi removido o sobrenadante. O tubo foi removido da rack e 300 uL de SSC 0,5
x foram adicionados e misturados as particulas. Este passo foi repetido por trés
vezes. Apb6s o sobrenadante ser removido pela dltima vez, as particulas foram
ressuspendidas em 100 pL de SSC 0,5x.

Para o preparo do DNA, juntou-se 400uL de agua a 100uL de DNA purificado.
Essa solucdo foi incubada a 95° C por 15 minutos. Em seguida, adicionaram-se
13uL de SSC 20x e 3 uL de cada sonda de microssatélite biotinilado - piotinal lI11(CT)s €
biotina IIIII(GT)g, sendo hibridizados a temperatura de 60° C por 20 minutos, com
agitacdo suave a cada 2 minutos. Em seguida, misturaram-se as esferas magnéticas
pré-lavadas a mistura de hibridizacdo. ApOs incubar a temperatura ambiente,
magnetizar e ressuspender obteve-se o sobrenadante contendo os fragmentos

selecionados.

Amplificacdo dos fragmentos selecionados

Os fragmentos selecionados foram reamplificados usando o oligonucleotideo

Rsa2l. A reacao de amplificacdo continha, 20 pL de fragmentos selecionados pelas
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contas magnéticas, 4 uL de Rsa21 (10 uM), 10uL de tampao 10x (Fermentas), 6 uL
de MgClz2 (25mM), 8uL de dNTP (2,5mM), 1 unidade de Taq DNA polimerase
(Fermentas) e agua deionizada para completar o volume de 100 L.
A amplificacdo realizada apresentou as seguintes condi¢cbes: 96°C por 5 min; 40
ciclos de 96°C por 45 s, 62°C por 1 min e 72°C por 2 min; alongamento final a 72°C
por 2 min. O produto foi aplicado em gel de agarose 1%. A corrida eletroforética foi
realizada a 120 V por 1h e 40 min.

Clonagem

Apos a etapa de amplificacdo pela Reacdo da Polimerase em Cadeia, 0s
fragmentos selecionados foram ligados ao plasmideo (pGEM-T Vector System,
Promega). Este plasmideo possui o gene AMP', que confere resisténcia ao
antibiotico ampicilina, as bactérias que possuem este plasmideo sdo capazes de

sobreviver em um meio de cultura contendo ampicilina.

Transformacéo de bactérias

Para a transformacdo, foram utilizadas bactérias Escherichia coli linhagem
XL-Blue, modificadas pelo método de HANAHAN et al. (1991), no qual se utiliza o
choque térmico, processo pelo qual a parede celular das bactérias competentes é

desestabilizada temporariamente, permitindo a entrada de DNAs exdgenos.

Plagueamento das bactérias transformadas

Uma vez transformadas, as bactérias competentes foram plaqueadas em
meio LB-agar com ampicilina e X-Gal e incubadas em estufa a 37° C por 20h. A
selecdo das colbnias foi realizada, de forma a escolher, as colénias que
apresentaram coloracdo branca, as chamadas coldnias positivas. Apds a selecao

das colbdnias positivas, estas foram repicadas em meio 2YT-HMFM (Figuras 4 e 5)
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contendo ampicilina e incubadas a 37°C por 20h. Logo apoés, foram deixadas em

freezer a -20°C por 30 min., e finalmente, armazenadas em freezer a -80°C.

Figura 4. Pipetagem do meio 2YT-HMFM Figura 5. Selecao de colbnias positivas

Amplificacdo dos insertos clonados

Com o objetivo de identificar os clones contendo microssatélites e verificar a
eficiéncia do procedimento de enriqguecimento e clonagem, foi realizada uma reacao
de amplificacdo dos insertos diretamente das col6nias obtidas na etapa anterior,
utilizando o primer Rsa21. Colonias individuais foram transferidas com um palito
estéril para o tubo de PCR contendo 30,5 pL de agua deionizada (milli Q estéril).
Esta suspensao de células foi utilizada em uma reagao com volume final de 45,0 puL
contendo as seguintes concentragdes dos reagentes: 5,0 yL de tampao 10X (60 mM
KCI; 10mM de Tris-HCI, pH 8,9), 4,0 uyL de MgCI2 (2,5 mM), 4,0 yL de dNTP (2,5
mM), 2,5 uL de Rsa21 (10 mM), 1,0 yL de Taq DNA polimerase (5 U/uL). Esta
reacao foi submetida a um passo inicial de desnaturagdo a 95°C por 4 minutos,
seguido de 30 ciclos (94°C por 30segundos, 52°C por 45segundos, 72°C por 1
minuto e 30 segundos) e um passo final de extensdo a 72°C por 8 minutos. Para
controle, 10 pyL do volume da reagao foram utilizados na eletroforese em gel de
agarose 1,5%.
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Miniprep

Apoés o crescimento das bactérias foi realizado o processo de Miniprep, no
qual, a extracdo de DNA plasmidial de seis clones se baseou no protocolo descrito

por AEG (http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br).

Outros 32 clones foram extraidos com o kit para mini-prep da GE Healthcare
(lllustra tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit), no Laboratério de Genética de

Organismos Aquaticos e Aquicultura (LAGOAA).

Sequienciamento e analise das sequéncias

Apos a construcdo do banco com fragmentos enriquecidos em microssatélites
foi realizada a etapa de sequenciamento dos clones positivos com o primer T7
(primer direto). A reacdo consistia em: 1 yL de agua Milli Q, 2 L de tampao Save
Money, 1 pyL de primer (5pmol), 4 yL de DNA do plasmideo e 2 uL de Big Dye
(vs.3.1), com um volume final de 10 yL. Foi amplificada em termociclador nas
seguintes condi¢fes: 96°C, seguido de 35 ciclos (96° C por 45s, 50° C por 30s e 60°
C por 4 min). As seis amostras sequenciadas no CBMEG foram realizadas no
sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). Os outros clones
foram seqlienciados com os primers (T7) e (SP6), no Laboratério de Genémica do
Nucleo Integrado de Biotecnologia da Universidade de Mogi das Cruzes utilizando o
sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems).

As sequéncias foram visualizadas no programa Chromas 2.33 (Technelysium
Pty Ltd, 2008). Nesse mesmo programa, a sequencia do adaptador foi identificada e
removida. Em seguida, as sequéncia foram inseridas no programa WEBTROLL
(CASTELO et al., 2002) para a localizacdo de microssatélites.

Apés a selecdo das sequéncias que contém microssatélites, estas foram
alinhadas pelo método Clustal W, por meio do programa BioEdit (HALL et al.; 1999),

gue também foi utilizado para avaliar o nivel de redundancia entre as sequéncias.
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Desenho dos primers

Os primers direto e reverso de cada SSR foram desenhados com o auxilio do
programa WEBTROLL (CASTELO et al., 2002), de acordo com 0s seguintes critérios:
nao conter bases redundantes; estar a uma distancia adequada dos SSRs (entre 20 a
60 pb); ser constituidos por 17 a 23 nucleotideos sem seqléncias repetitivas; conter
uma porcentagem de bases G e C entre 50 a 55 %; comecgar em 5’ e terminar em 3’
com duas bases G, ou C, ou G e C, se possivel; e ter temperatura de anelamento
entre 45 e 60 °C, com diferenca maxima de 2 °C entre as temperaturas dos primers
direto e reverso, de modo que possam ser usados na mesma reagdo e nao sofram

auto-hibridizacéo.

3.5 AVALIACAO DO POLIMORFISMO PARA A ESCOLHA DOS LOCI
MICROSSATELITE E ANALISE POPULACIONAL

Os primers microssatélites selecionados e confeccionados foram diluidos em
agua deionizada (autoclavada) a uma concentracdo final de 10 pmol. Foram
realizados teste de gradiente de concentracdo de MgCl, (entre 1,5 mM e 3,0 mM) e
temperatura (entre 50°C e 60°C) para a otimizacdo da amplificacdo dos loci
microssatélites. Ambos os testes foram realizados com duas amostras para cada
locus.

Apos a otimizacdo das reacdes, foram realizadas as amplificacbes para a
analise populacional. As reacdes de amplificacdo para os loci selecionados
continham tampéo de reacdo 10x (sem MgCl,), 2,5 mM de dNTPs, 10pmol de cada
primer (direto e reverso), 5U de Tag DNA Polimerase (Fermentas),
aproximadamente 80 ng de DNA e MgCl, e agua deionizada suficiente para
completar o volume final de 10pL.

As condicbes de amplificacdo, descritas na Tabela 2, e a técnica da “PCR
Touchdown”, utilizada para alguns loci, (Tabela 3) foram realizadas nos
termocicladores PTC-100 e PTC-200 (MJ Research e Bio Rad).

Os produtos de amplificacdo (3uL) foram aplicados para analise por
eletroforese em gel de agarose a 1%. Os geéis foram corados com brometo de etidio



41

e observados e fotografados sob a luz ultravioleta com o fotodocumentador
(ImageQuant 300 GE Healthcare Life Sciences).

Tabela 2. Condi¢des de amplificacao

Etapas Temperatura Tempo
1- Desnaturacéo inicial 94°C 3 minutos
2- Desnaturacéo 94°C 40 segundos
3- Anelamento Variavel 30 segundos
4- Extenséao 72°C 1 minuto e 30 segundos
5- Repetir a etapa 2 - 34 vezes
6- Extenséao final 72°C 8 minutos

Os produtos amplificados foram visualizados por meio de eletroforese em gel
de poliacrilamida n&o desnaturante a 9%, (21 mL de H20 Millig; 9 mL de
poliacrilamida 30% [Acrilamida e Metilenobisacrilamida 29:1]; 1,5 ml de TBE 10 X,
pH 8,3; 300 uL de Persulfato de Aménio a 10% e 30 uL de TEMED) e o tempo de
corrida variou de acordo com o tamanho de cada locus. Os géis foram corados com
nitrato de prata (AgNO3) a 2g/L e revelado com solucdo de hidroxido de soédio
(NaOH) (a 12g/L com 800uL de formaldeido).

O tamanho dos alelos, em pares de bases (bp) foi determinado pelo uso do
programa “Alpha Index 6.5” (Alphamager™: Alpha Inotech Corporation) que estimou
0 peso molecular das bandas no gel de poliacrilamida por comparagdo com o
marcador 10 pb (Invitrogen) e o marcador 100 pb (Fermentas).
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Tabela 3. Condi¢des de amplificacao touchdown

Etapas Temperatura Tempo

1- Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos
2- Desnaturacéo 95°C 45 segundos
3- Anelamento 63°C 45 segundos
4- Extenséao 72°C 45 segundos
5- Repetir a etapa 2 - 1vez

6- Desnaturacédo 95°C 45 segundos
7- Anelamento 61°C 45 segundos
8- Extenséo 72°C 45 segundos
9- Repetir a etapa 6 - 1vez

10- Desnaturagéo 95°C 45 segundos
11- Anelamento 59°C 45 segundos
12- Extensédo 72°C 45 segundos
13-Repetir a etapa 10 - 1vez
14-Desnaturagéo 95°C 45 segundos
15-Anelamento 57°C 45 segundos
16- Extenséo 72°C 45 segundos
17- Repetir a etapa 14 - 1vez
18-Desnaturagéo 95°C 45 segundos
19-Anelamento 55°C 45 segundos
20- Extenséao 72°C 45 segundos
21- Repetir a etapa 18 - 25 vezes
22- Extenséo final 72°C 10 minutos

Para evitar possiveis erros de genotipagem, todas as amostras para cada
locus foram genotipadas duas vezes, por duas pessoas diferentes. Um controle
positivo também foi utilizado. Além disso, apds a confirmacdo da amplificacdo dos
loci em gel de acrilamida, foram realizados testes para 12 amostras (por local
amostrado) para cada primer, utilizando o sequenciador automatico Alf Express I

(GE Healthcare), a fim de confirmar a genotipagem manual.
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Para a genotipagem automatica, os primers diretos dos loci microssatélites
foram construidos de acordo com o método econdmico descrito por Schuelke
(2000), que acrescenta na sequéncia do primer especifico da regido microssatélite
(primer direto) uma sequéncia de 18 nucleotideos chamada de cauda M13. Além
desses, foi construido também, um primer universal M-13 marcado com
fluorescéncia Cy5 que permite a leitura dos fragmentos pelo sequenciador
automatico Alf Express Il (GE Healthcare) utilizado.

De acordo com Schuelke (2000), os primers diretos foram diluidos a 0,04
pmol/uL, e os primers reverso e universal a 0,16 pmol/uL para uma reacdo com o
volume final de 3 pL. As amplificagbes dos microssatélites foram conduzidas no
termociclador PTC-200 (MJ Research) e as condi¢cdes da PCR foram as seguintes:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, desnaturacdo a 94° C por 30 segundos,
temperatura de anelamento dos primers variando entre 51° C a 58°C (dependendo
do primer) por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, repetidas por 30
vezes, seguidas por outro ciclo para anelamento dos primers M13 com as seguintes
condicBes: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento do
primer M13 a 53 °C por 45 segundos, e extensdo a 72°C por 45 segundos, repetidas
por 8 vezes, com extensao final de 10 minutos a 72° C. As amostras foram corridas
um corante proprio para sequenciadores automaticos (formamida 2:1 dextran blue) e
também com o marcador interno 300 pb a 5 fmol/uL. O tamanho dos fragmentos em
pares de base foi estimado pelo programa AlleleLocator v.1.03 (Amersham
Pharmacia Biotech), por comparagcdo com o marcador externo de 50-500 pb (5
fmol/pL).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

3.6.1 Variabilidade Genética

A diversidade genética intrapopulacional foi caracterizada pelo niumero de
alelos por locus (A), riqgueza alélica (Ar), frequéncias alélicas, déficit de

heterozigosidade intrapopulacional (Fs), heterozigosidade observada (Ho),
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diversidade génica esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg (He),
estimativas obtidas pelo uso dos programas ARLEQUIN v. 3.01 (EXCOFFIER et al.,
2006), FSTAT v.2.9.3.2 (GOUDET, 2002) e GENEPOP SOFTWARE (RAYMOND &
ROUSSET, 1995).

A diferenciacdo genotipica, que consiste na distribuicdo de genoétipos nas
populacdes, foi estimada pelo teste exato de Fisher por meio do Genepop
(RAYMOND & ROUSSET, 1995). Para esta analise, a hipétese nula testada leva em
consideracao que a distribuicdo genotipica é idéntica em toda a populacéo.

Para detectar a recente redugéo no tamanho efetivo da populacéo foi utilizado
0 programa Bottleneck 1.2.02 (CORNUET & LUIKART, 1996) que avaliar cada
populacao de acordo com diferencas no excesso ou deficiéncia de heterozigosidade
e as diferencas no numero de alelos em uma dada populacdo. A heterozigosidade
foi medida sob os dois modelos mutacado (TPM, com 70% e 30% SMM, com 5000
interacdes). O teste de Wilcoxon foi a opcdo escolhida para avaliar o nivel de
significancia de excesso ou deficiéncia heterozigosidade. Este ensaio dispde de alto

poder estatistico e pode ser aplicado a alguns loci com baixo tamanho amostral.

3.6.2 Estrutura Genética

A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populacdes foi
caracterizada pelas estatisticas *F de WRIGHT (COCKERHAM & WEIR, 1993),
segundo a metodologia de NEI (1977). Esta estatistica admite que todos os desvios
de panmixia sejam exclusivamente devido aos efeitos da deriva genética e do
sistema reprodutivo.

A estrutura genética de populacdes foi investigada pela Anélise de Variancia
Molecular (AMOVA - Analysis of Molecular VAriance) (EXCOFFIER et al., 1992),
gue leva em consideracao a variancia das frequiéncias génicas entre as diferentes
localidades amostradas (WRIGHT, 1978). Portanto, o Fst corresponde ao grau de
subdivisdo genética intraespecifica (EXCOFFIER et al., 1992).

A Andlise de Variancia Molecular e, as estimativas dos valores de ®st
(WRIGHT, 1965, segundo a metodologia de NEI, 1977), baseados no numero de
diferentes alelos entre pares de populacdes (WEIR e COCKERHAM, 1984;
MICHALAKIS e EXCOFFIER, 1996) foram calculados pelo programa ARLEQUIN “A
Software for Population Genetics Data Analysis”, versao 3.01 (EXCOFFIER et al.,
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2006). Este mesmo programa foi utilizado para calcular uma estimativa anéloga ao
Fst, 0 Rst (SLATKIN, 1995). Enquanto que os valores de Fsr derivam da variancia
das frequéncias alélicas, os valores de Rst levam em consideragcéo a variancia dos
tamanhos dos alelos (BALLOUX e LUGON-MOULIN, 2002).

O programa estatistico Structure v.2.2 (PRITCHARD et al., 2000) foi utilizado
para verificar a estrutura populacional. Este implementa um método bayesiano de
agrupamento para inferir a estruturacdo populacional usando somente os dados
genotipicos das amostras. Um modelo com um numero K de populacdes (onde o K
pode ser desconhecido) € assumido e cada uma das populacdes é caracterizada por
um conjunto de frequéncias alélicas de cada locus. Entdo individuos da amostragem
sdo designados probabilisticamente as popula¢des, ou mutuamente para duas ou
mais populacdes se seus genotipos indicarem que eles estdo misturados. Para a
determinacdo do numero de populagbes (k) existentes utilizou-se o modelo de
ancestralidade misturada (admixture), com os alelos correlacionados, que permite a
resolucdo maxima na separacdo das populacdes com K variando de 2 a 8. Dez
corridas independentes com 500.000 simulaces em cadeias de Monte Carlo
Markov e 100.000 geracdes “burn in” foram usadas para cada valor de K.

O dendograma foi gerado baseado nos valores da distancia de Nei (1972), os
quais foram agrupados pelo algoritmo UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic mean) implementado no programa TFPGA"Tools for Population Genetic
Analyses”, version 1.3 (Miller, 1997).

O Nm (numero de migrantes) foi calculado pelo programa GENEPOP
SOFTWARE (RAYMOND & ROUSSET, 1995). Também foi verificada a presenca ou
auséncia de alelos nulos, com o programa ML-Nullfreq (KALINOWSKI; TAPER,
2006).
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4 RESULTADOS

4 .1 EXTRACAO DE DNA TOTAL

As extracBes de DNA total foram realizadas com sucesso. O DNA extraido
apresentou pouca degradacao (caracterizado pela presenca de arraste no gel)
gquando observadas em gel de agarose 0,8% (Figura 6), e forneceram material

suficiente para o desenvolvimento deste trabalho.

23 130 gm ot - : |

9.416pb

2027pb

BN

Figura 6. Gel de agarose a 0,8% com DNA gendmico extraido do tecido muscular de Salminus hilarii
corado com brometo de etideo. Nota: M= Marcador A-Hind

|
|

No geral, os resultados obtidos das amostras de DNA extraidas do tecido
muscular foram melhores para todos os locais amostrados, tanto em relacdo a
quantidade de DNA quanto a qualidade, em comparacdo ao DNA extraido da
nadadeira caudal.

As concentragdes de DNA obtidas variaram de 23,2 a 957 ng/uL, para as
amostras extraidas da nadadeira caudal e de 108 a 2452,5 ng/uL, para as
provenientes de tecido muscular. Ambas com bons niveis de pureza, mostrados

pelas razdes entre os comprimentos de onda de 260/280 préximos a 2.0.
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4.2 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA GENOMICA

A digestdo com a enzima Rsa | resultou em um arraste do DNA gendmico ou
“smear”, indicando que o DNA extraido da amostra A22 (denominada T1) estava
com boa qualidade (Figura 7). O DNA gendmico foi digerido, ndo gerando nenhum
tamanho preferencial de fragmentos, produzindo assim, o perfil adequado para a
construcéo da biblioteca. Como a enzima corta no sitio GT lAC de forma abrupta , a
ligacdo dos adaptadores foi importante para garantir que cada fragmento tivesse

uma terminagdo comum e conhecida.

Figura 7 Imagem da eletroforese em gel de agarose de amostras de DNA apés digestdo com enzima
de restricdo Rsa I. O circulo vermelho indica a amostra T1, e a seta indica a banda de 500pb do

marcador.

Dos 96 clones gerados, apenas 40 foram sequenciados (6 no CBMEG e 34
no Laboratério de Gendmica) destes 28 apresentaram repeticoes do tipo
microssatélites, o que corresponde a uma eficiéncia de enriquecimento de 70% .

Ao analisar as 28 sequéncias, apenas 15 delas possibilitaram o desenho de
primers. 1Sso ocorreu porque nem todas as sequéncias apresentaram boas regides
flanqueadoras, principalmente para o desenho do primer reverso. Por isso, a
eficiéncia de construcdo da biblioteca reduziu para 53,57%. Das 15 sequéncias
obtidas, que continham regifes ricas em microssatélites, foram desenhados 7 pares

de primers (Tabela 4), todos flanqueando microssatélites dinucleotideos perfeitos.
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Levando em consideragao que as sondas biotiniladas utilizadas na construgéo
da biblioteca carregavam motivos CT e GT, € explicavel a frequéncia de repeticdes
dinucleotidicas, como a maioria dos clones apresentou. Para o desenho dos primers,

deu-se preferéncia entdo, a microssatélites com motivos dinucleotidicos perfeitos.

Yl bl 4 11 Ll I tl bl
ATACGLOCCOGTCATATCTTTIGTGTGTGTGTCTOTGTCTETOTOTCTGTGTTGTCGTTTTIGTTGCCCTG CGG AAT

A

Figura 8 — Eletroferograma do clone 2 enfocando o microssatélite TG.

Os marcadores microssatélites foram denominados de “Sh” por ser a
abreviacdo das iniciais do nome cientifico da espécie Salminus hilarii. E o nimero

representa a ordem do clone da qual o marcador foi identificado (ex: Sh05).
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Tabela 4. Primers para a espécie Salminus hilarii

' o . . Tamanho .
Loci Sequéncia dos Primers Motivo Tipo
total (pb)

F-5TGG TTC TAAGTC TGG ATA AAG G- 3
Sh0o1 (GT)o6 191 Perfeito
R -5 ACA CAC ACACAAACTCAC AAAG-3

F-5 CTATCT GAT ACGCCCCGGTC-¥ )
Sh05 (TG)1s 182 Perfeito
R-5 CTCGTC CAG GGTCATCTCCTTA-%

F-5 GTACAACAAACG TGTCCTCCAC-3 ]
Sho7 (AC)13 282 Perfeito
R- 5 CGT ATAGAG CTCTGG GCT ATT G- 3’

F -5 AGA AGC GGG AAC ACACACAC-3
Sho8 (AC)12 184 Perfeito
R -5 CCT CAGACG TGA TCT GAT AAG G- 3

F-5 CGG CTC CAT GCC TTAGAATG-3 )
Sh10 (GT)2a 132 Perfeito
R-5 GGG GTG TGT TTC CAG AAC AA- 3’

F-5'GTT ATACTG TGG GGT TAACAT G -3' )
Shi12 (CA)13 235 Perfeito
R- 5' GAT GCT ACC AAG GGT TCT CAG T- 3

F-5 CCT CAGACGTGATCT GATAAGG Y
Sh16 (TG)10 200 Perfeito
R-5 GCG TCG GAG CAG TAGTTATA Y

4.2.1 Testes de amplificacdo dos microssatélites

Dos 7 pares de primers desenhados e confeccionados, um ndo amplificou
(Sh08), mesmo com diversas modificagdes como: quantidade e concentracdo dos
reagentes, bem como, nas alteragdes das condicbes de amplificagdo da PCR. Os
testes de amplificacdo variaram de locus para locus. Como a PCR é bastante
sensivel a uma série de fatores, principalmente, em relacdo aos reagentes utilizados
na reagdo (concentracdo de magnésio, tampdo e dNTP) e a temperatura de
anelamento dos primers, diferentes programas de amplificacdo foram utilizados.

O par de primers ShO7 amplificou, mas ainda necessita de ajustes na reagao
para ser avaliado, portanto foi excluido das analises posteriores, restando apenas 0s
primers Sh01, Sh05, Sh10, Sh12 e Sh16 para as analises populacionais (Apéndice
A). As temperaturas de anelamento mais adequadas para cada par de primers
variaram de 51°C a 58°C e a concentracdo de MgCl, variou de 1,5mM a 2,5mM
(Tabela 5).
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Tabela 5. Condicdes de amplificacdo para os loci

Loci Temperatura de Concentracio de
anelamento MgCl,

Shol 58°C 1,5mM

Sh05 51°C 2,0mM

Sh10 55°C 2,5mM

Sh12 54°C 1,5mM

Sh16 58° C 1,5mM

Para os loci ShO5 e Shl10, depois de tentativas mal sucedidas da
amplificacdo, foi utilizada a estratégias de PCR touchdown (na qual a temperatura
de anelamento diminui com o avango nos ciclos de amplificagdo da PCR) sendo
possivel, somente assim, amplificar esses loci.

A partir da relevacgdo dos géis de poliacrilamida 9% foram observadas para os
loci amplificacdes inespecificas (bandas stutters). Os loci Sh01 e Sh05 (figura 9)
apresentaram excesso destas bandas. J& os outros loci Sh10 (figura 10) Sh12 e
Sh16 apesar de também apresentarem bandas stutters, essas ndo atrapalharam na
identificacdo dos alelos microssatélites.

Por esse motivo, todas as amostras para os cinco loci foram reavaliadas para
a confirmacéo dos resultados em géis de poliacrilamida 9%.

Desta forma, antes de iniciar a genotipagem manual, a analise de todos 0s
loci no sequenciador automatico fez-se necessaria para evitar possiveis erros de

genotipagem.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida 9% para o locus Sh05
Nota: a) M e M1 representam, respectivamente, o marcador 10 pb €100 pb.
b) a seta indica banda stutter.

Figura 10. Gel de poliacrilamida 9% para o locus Sh10
Nota: a) M e M1 representam, respectivamente, o marcador 10 pb €100 pb.
b) a seta indica o alelo de 130 pb.
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4.3 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POPULACIONAL

Os cinco loci microssatélites utilizados para os 151 animais estudados nas
quatro populacdes de Salminus hilarii foram polimorficos, sendo encontrados no total

81 alelos. No apéndice B estao representados os todos 0s genoétipos amostrados.

4.3.1 Andlise Intrapopulacional

4.3.1.1 Alelos encontrados em cada locus microssatélite

A partir da revelacdo dos géis de poliacrilamida a 9%, foram encontrados 16
alelos para o locus Sh01 (tabela 6), 20 alelos para o locus Sh05 (tabela 7), 12 alelos
para o locus Sh10 (tabela 8), 18 alelos para o locus Sh12 (tabela 9) e 15 alelos para
o locus Sh16 (tabela 10).

O tamanho alélico maximo encontrado entre todos os loci analisados foi de
257 pb no locus Sh12 (tabela 9) e o tamanho minimo encontrado foi de 122 pb para
o locus Sh10 (tabela 8).

Tabela 06. Relacéo dos alelos encontrados no locus Sh01 classificados quanto ao tamanho total em

pares de base (pb) e nimero de repeti¢cdes

Alelos Tamanho total (pb) N° de repeticbes
01 173 (GT)1r
02 177 (GT)1o
03 179 (G20
04 181 (G2
05 183 (GT)2
06 185 (GT)2s
07 187 (GT)24
08 189 (GT)2s
09 191 (GT)2e
10 195 (GT)2s
11 197 (GT)a0
12 199 (GM3o
13 201 (GT)a1
14 203 (GT)s2
15 205 (GT)a3

16 211 (GT)ss
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Tabela 07. Relacéo dos alelos encontrados no locus Sh05 classificados quanto ao tamanho total em

pares de base (pb) e nUmero de repeticdes

Alelos

Tamanho total (pb)

N° de repeticbes

01
02

03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

168
170

172
174
176
178
180
182
184
186
188
190
192
194
196
198
200
202
204
206

(TG)os
(TG)oo
(TG)1o
(TG)11
(TG)12
(TG)13
(TG)14
(TG)1s
(TG)16
(TG)17
(TG)1s
(TG)1o
(TG)20
(TG)21
(TG)22
(TG)2s
(TG)24
(TG)2s
(TG)2s
(TG)27

Tabela 08. Relacéo dos alelos encontrados no locus Sh10 classificados quanto ao tamanho total em

pares de base (pb) e nimero de repeti¢cdes

Alelos Tamanho total (pb) N° de repeticées
01 122 (GT)1o
02 124 (GT)20
03 126 (GT)a1
04 128 (GT)22
05 130 (GT)zs
06 132 (GT)24
07 134 (GT)2s
08 136 (GT)2e
09 138 (GT)27
10 140 (GT)2s
11 142 (GT)2o
12 148 (GT)a2
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Tabela 09. Relacéo dos alelos encontrados no locus Sh12 classificados quanto ao tamanho total em

pares de base (pb) e nUmero de repeticdes

Alelos

Tamanho total (pb)

N° de repeticbes

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18

221
223

225
227
229
231
233
235
237
239
241
243
245
247
249
251
253
257

(CA)os
(CA)or
(CA)os
(CA)og
(CA)10
(CA)11
(CA)12
(CA)13
(CA)14
(CA)15
(CA)16
(CA)17
(CA)18
(CA)10
(CA)20
(CA)21
(CA)22
(CA)24

Tabela 10. Relacéo dos alelos encontrados no locus Sh16 classificados quanto ao tamanho total em

pares de base (pb) e nUmero de repeticdes

Alelos

Tamanho total (pb)

N° de repeticbes

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14

15

188
192
194
196
198
200
202
204
206
208
210
212
214

216
218

(TG)oa
(TG)os
(TG)o7
(TG)os
(TG)oo
(TG)1o
(TG)11
(TG)12
(TG)13
(TG)1a
(TG)1s
(TG)16
(TG)17
(TG)1s
(TG)19
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4.3.1.2 Diversidade alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg

De acordo com o numero de alelos totais para cada local amostrado (tabela
11), o Rio Grande (Igarapava) foi a regido que apresentou maior nimero de alelos,
73 no total. E o rio Paranapanema e o Rio Grande (Lavras) apresentaram ambos, 0
menor numero de alelos (66). Levando em consideragdo que para O rio
Paranapanema foram amostrados somente 19 animais. A riqueza alélica (nUmero de
alelos ajustados para o menor tamanho amostral) variou de 9,21 para o locus Sh10
(amostragem do Tieté) a 14,69 para locus ShO1 (amostra do Paranapanema), tabela
e figura 11.

A heterozigosidade observada (Ho) por locus variou de 0,80 para Shl2 a 1
para Sh05, Sh10 e Sh12 (tabela 11). A menor heterozigosidade esperada (He) foi
de 0,86 para as amostras de Rio Grande (Lavras) e a populacao correspondente ao
rio Paranapanema foi a que apresentou maior valor desta estimativa (He= 0,939)
tanto para o locus ShO1 como para o Sh12.

A maior diversidade alélica foi encontrada para a amostragem de RG
Igarapava (14,6) enquanto que a menos foi 13,2 para Paranapanema e RG Lavras.

De acordo com o teste exato de Guo-Thompson e a cadeia de Markov
verificou-se que todas as populagdes, com excecdo de Igarapava (locus Sh05) e
Paranapanema (locus Sh10 e Sh16) apresentaram desvios significativos das
proporcdes esperadas pelo modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses desvios
sdo provavelmente atribuidos a um excesso de heterozigotos verificado por meio
dos valores de Fis (coeficiente de endogamia) negativos. Esses valores variaram de
-0,163 (Sh10- RG Lavras) a 0,136 (Sh12- RG lgarapava).

Nos dados de desequilibrio de ligacdo (Apéndice H) observou-se que nao

houve associacdes significativas nas analises par a par realizadas para os loci.
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Tabela 11. Resumo estatistico da diversidade genética de 5 loci microssatélites de Salminus hilarii
em 4 locais amostrados: niumero de alelos (A), riqueza alélica (Agr); heterozigosidade observada (Hp)
heterozigosidade esperada (Hg); equilibriode Hardy Weinberg (Pww); coeficiente de endogamia (Fis).

Local Locus A Ar Ho He Prw Fis
RG Igarapava Sho1 14 11,57 0,943 0,902 * -0,054
Sho5 19 14,68 0,972 0,931 o -0,044
Sh10 12 10,78 1,000 0,886 * -0,131
Sh12 15 12,64 0,800 0,924 * 0,136
Sh16 13 10,70 0,923 0,876 * -0,055
Média 14,6 12,07 0,928 0,904
DP (2,70) (1,65) (0,07) (0,02)
Tieté Sho1l 14 11,71 0,944 0,916 * -0,035
Sho5 19 13,08 0,959 0,914 * -0,050
Sh10 10 9,21 1,000 0,879 * -0,139
Sh12 13 10,54 0,944 0,876 * -0,076
Sh16 13 10,36 0,893 0,874 * -0,022
Média 13,8 10,98 0,948 0,892
DP (3,27) (1,47) (0,04) (0,02)
RG Lavras Sho1 14 10,96 0,892 0,900 * 0,009
Sh05 13 11,26 1,000 0,915 * -0,095
Sh10 10 9,22 1,000 0,865 * -0,163
Sh12 16 13,65 0,944 0,930 * -0,016
Sh16 13 11,27 0,838 0,912 * 0,083
Média 13,2 11,27 0,935 0,904
DP (2,17) (1,58) (0,07) (0,02)
Paranapanema Sho1 16 14,69 0,947 0,939 * -0,016
Sho5 13 13,00 1,000 0,887 * -0,132
Sh10 10 10,00 0,938 0,879 NS -0,069
Shi12 16 14,96 1,000 0,939 * -0,067
Sh16 11 10,50 0,947 0,902 NS -0,052
Média 13,2 12,63 0,966 0,902
DP (3,60) (3,12) (0,03) (0,03)

*p<0,01; **p<0,05; NS= ndo significatico;
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Figura 11. Médias de riqueza alélica e heterozigosidade esperada de cada local amostrado.

4.3.1.3 Frequéncias alélicas

Os padrbes das freqiiéncias alélicas (Apéndices C a G e figuras 12 a 16)
apresentaram variacdo entre as amostragens, especialmente para as amostras
capturadas no Rio Grande (lgarapava) que apresentaram 2 alelos exclusivos, um
para o locus Sh10 e o outro para o locus Sh16.

A maior frequéncia alélica encontrada foi 0,256 para o alelo 8 locus Sh1l6

(figura 16), proveniente também da regido de Igarapava.

Locus Sh01
0,25
0,2
0,15 B RG lgarapava
I W Tieté
0,1 M RG Lavras
M Paranapanema
0,05 i
0 ]
1 2 3 4 5 6 7 8 95 10 11 12 13 14 15 16
Alelos

Figura 12. Frequéncias alélicas encontradas para o locus Sh01.
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0,25
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Figura 13. Frequéncias alélicas encontradas para o locus Sh05

Locus Sh10
0,300
0,250
0,200 m RG lgarapava
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B Paranapanema
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Figura 14. Frequéncias alélicas encontradas para o locus Sh10
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Figura 15. Frequéncias alélicas encontradas para o locus Sh12.
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Figura 16. Frequéncias alélicas encontradas para o locus Sh16
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4.3.1.4 Efeito gargalo

A analise no programa Bottleneck indicou a ocorréncia de uma reducao
populacional recente na amostragem proveniente do Rio Grande — Lavras. A partir
das analises sob os dois modelos evolutivos de microssatélites TPM e SMM,
(determinadas com o teste de Wilcoxon), foram encontrados valores significativos
(p<0,05) para o excesso de heterozigosidade. Valores significativos também foram
observados nas populagbes de Rio Grande - lgarapava e Tieté. Apesar das
populacdes de Rio Grande (lgarapava) e Tieté ter demonstrado um excesso de
heterozigosidade significativa sob o modelo mutacional TPM (modelo bifasico),
essas populacfes ndo demonstraram uma probabilidade significativa sob o rigoroso
modelo mutacional SMM (modelo de mutacdo aos passos) para 0 excesso de
heterozigose. Portanto, ndo € certo que as populacdes de lgarapava e Tieté
passaram por um efeito gargalo. Ja para a populacdo do Paranapanema, nao foram

encontrados valores significativos para o excesso da heterozigose.

4.3.2 ANALISE INTERPOPULACIONAL

4.3.2.1 Diferenciacdo genética

A tabela 12 apresenta os valores de diversidade genética obtidos pelo indice
Fste Rsrdas analises par a par entre as populacées.

O indice Fst apresentou valores significativos (p< 0,05) entre todas as
populacées. A maior diferenciacdo genética ocorreu entre a populacdo do Rio
Grande (Lavras) e a populacdo do Tieté, com Fsr de 0,02605. Na comparacao entre
Rio Grande (Lavras) e Paranapanema foi encontrado o menor valor de Fsr
(0,00979).

Para o Rsrt, calculado a partir da média dos componentes de variancia, 0s
valores significativos variam de 0,05137 entre as popula¢bes do Tieté e lgarapava a
0,11584 entre as populacdes de Rio Grande (Lavras) e Paranapanema. Valores nao
significativos foram encontrados das comparacdes entre (RG Igarapava x RG
Lavras) e (RG lgarapava x Paranapanema).
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Tabela 12. Diferenciacdo genética utilizando os indices Fsr (diagonal inferior) e Rgr (diagonal

superior) entre pares de popula¢des de Salminus hilarii para todos os loci estudados.

RG Igarapava Tieté RG Lavras Paranapanema
RG lgarapava - 0,05137* 0,00857"° 0,02000™°
Tieté 0,02063* - 0,11135* 0,08505**
RG Lavras 0,01366* 0,02605* - 0,11584*
Paranapanema 0,01276* 0,02148* 0,00979** -

Baseado em 1000 permutagdes. * p<0,01; ** p< 0,05; NS= ndo significativo.

No teste exato de Fischer, que avalia a heterogeneidade na distribuicdo das

frequéncias genotipicas (tabela 13), houve diferencas significativas para todas as

comparacdes entre as populacdes, sendo que, os valores altamente significativos de

p-value foram encontrados nas comparacdes envolvendo a populagéao do Tieté.

Tabela 13. Diferenciacdo genotipica estimada pelo teste exato de Fisher entre popula¢cbes de

Salminus hilarii.

Pares de populacdes

RG lgarapava e Tieté

RG Lavras e RG Igarapava

RG Lavras e Tieté
Paranapanema e RG Igarapava
Paranapanema e RG Lavras

p -value

altamente significativo
p<0,01

altamente significativo
p<0,01

p<0,01

A partir do calculo da distancia de Nei (1978) pelo programa TFPGA “Tools for

population Genetic Analyses”, versédo 1.3 (MILLER, 1997), foi obtido um dendograma
do tipo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean) para as

populacdes de tabarana (Figura 17).
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O dendograma mostrou claramente que a menor distdncia genética se
encontra entre as amostras pertencentes ao Rio Grande (Lavras e lgarapava),
enquanto a amostragem de Paranapanema é a que apresenta maior distancia

genética em comparacao aos outros locais amostrados.

4.000 3.000 2,000 1.000 0,000

78 RG lgarapava

93 RG Lavras

100

Tieté

Paranapanema

Figura 17. Dendograma com os valores de bootstrap obtido a partir de dados de microssatélites, por
meio do método UPGMA, com base nos valores de distancia genética de Nei (1978) encontrados

entre populagBes de S. hilarii da bacia do Alto Parana.

4.3.2.2 AMOVA (Analise de Variancia Molecular)

Os resultados da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA - Analysis of
Molecular Variance) utilizando os indices Fst e Rst estdo descritos nas tabelas 14 e
15. Para esta analise foram considerados trés niveis de hierarquizacdo: o primeiro
considerando todas as populaces como um Unico grupo, o segundo separando as
populacdes em dois grupos (grupo | = Rio Grande - Lavras e Igarapava; grupo lI=
Tieté e Paranapanema) e por ultimo 3 grupos (grupo | = Rio Grande - Lavras e
Igarapava; grupo Il = Tieté; grupo Il = Paranapanema). Mas, somente o resultado
da primeira hierarquizagcdo foi apresentado neste trabalho, uma vez que os

resultados obtidos néo diferiram de modo significativo.
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Tabela 14. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o Fsr e considerando todas as
populacdes de Salminus hilarii em um mesmo grupo.

Causas da Graus de Somados Componentes Porcentagem

variacao Liberdade Quadrados de Variancia de Variancia
Entre 3 9,278 0,02504 1,92
populacdes
Dentro das 208 380,907 1,27821 98,08
populacdes
Total 301 390,185 1,30325
@, =0,01921*

*significa p<0,0001. Baseado em 1023 permutagdes

Tabela 15. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o Rst e considerando todas as
populacdes de Salminus hilarii em um mesmo grupo.

Causas da Graus de Somados Componentes Porcentagem
variacao Liberdade Quadrados de Variancia de Variancia
Entre 3 757,773 2,00997 6,52
populacdes
Dentro das 208 12430,001  41,71141 93,48
populacoes
Total 301 13187,775 44,62138

Rst= 0,06521*
*significa p<0,0001. Baseado em 1023 permutagdes

De acordo com os resultados de AMOVA, verificou-se que 1,92% da
variabilidade genética estdo representados entre as populagbes, de modo que
98,08% concentram-se dentro das mesmas. Embora o valor de Fst seja significatico,
ele é baixo 0 que demonstrou baixa estruturacédo genética.

Da mesma forma, que o Fst a analise da AMOVA obtida por meio do Rsr,

resultou em uma variabilidade maior dentro das populacdes (93,48%).



64

4.3.2.2 Estruturacéo populacional e fluxo génico

A analise Bayesiana gerada pelo programa Sctructure 2.2 (Pritchard, 2000) foi
realizada para avaliar a distingdo do numero de populacdes (K).

Na analise admixture foram testadas as possibilidades de 1 a 8 populacdes
gue gerou os valores de Ln(PD). O grafico (Figura 18) mostra os valores de Ln(PD)
em relacdo ao numero de populacdes testadas. E considerado o nimero mais
provavel de populacdes (K) aquele que possui o maior valor de Ln(PD). Quando o
grafico atinge um platd, escolhe-se o K de acordo com aquele que apresentar menor
desvio padrdo. Os resultados obtidos mostraram que K=1 seria 0 niumero mais
provavel de populagéo existente para tabarana. Evanno et al. (2005) verificaram que
em muitos casos os valores de Ln(PD) n&o oferecem uma estimativa acurada dos
valores de K. Sendo assim, os autores delinearam uma metodologia para a
determinacdo do K mais provavel que utiliza o delta K (AK) dos valores de Ln(PD).
Utilizando esse método obteve-se, também k=1 (figura 19) como sendo o nimero de

populacao encontrada dos dados analisados nesse trabalho.
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Figura 18. Valores de Ln(PD) em relagao ao numero de populagdes (K) testadas.
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Figura 19. Valores de (AK) em relagéo ao nimero de populagées (K) testadas.

A figura 20 é a representacdo gréfica da estrutura populacional resultante da
andlise bayesiana nas populacdes de tabarana (Salminus hilarii) da bacia do Alto
Parana. Nao houve a divisdo das populacdes, ilustrado pela auséncia da divisdo

vertical de cores, que representam os clusters (k).
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0.40
0.20
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Figura 20. Estrutura bar plot representando a atribuicdo dos genétipos para cada populagéo. As

cores representam cada populacgéo.

Os valores de numero de migrantes (Nm) entre as populacdes, calculados
com base na estimativa de alelos privativos encontrados nos loci amostrados,
apresentou um valor de Nm= 3,775, indicando alto fluxo génico.

O teste de Mantel revelou uma correlagédo nao significativa (P= 0,88) entre a
distancia geografica e a distancia génica (valores de Fst par a par).
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5 DISCUSSAO
5.1 EXTRAC}AO DE DNA TOTAL

Para garantir o sucesso da construcdo da biblioteca enriquecida em
microssatélites, além da concentragdo do DNA estar entre 150 a 250ng/ uL, a etapa
inicial e principal era a obtencdo do DNA de boa qualidade. A boa qualidade do DNA
€ essencial para se obter bons resultados em experimentos, especialmente na
reacao da polimerase em cadeia (PCR), na qual excessos de estruturas celulares e
proteinas podem inibir o processo de amplificacdo (SAIKI, 1988 apud MARENGONI
et al., 2006).

Apesar das altas concentracdes de DNA obtidas por meio do protocolo de
extracao utilizado no presente estudo, os melhores resultados das amplificacdes dos
loci microssatélites ocorreram em quantidades inferiores a 85 ng/uL. No geral, as
amostras apresentaram bons niveis de pureza, mostrados pelas razdes entre 0s
comprimentos de onda de 260/280 proximos a 2. Uma amostra de DNA considerada
pura apresenta razao entre 1,8 a 2,0, se essa razdo for menor possivelmente hi
contaminacao (LEHNINGER et al., 2004).

5.2 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA GENOMICA

O protocolo de construcdo da biblioteca genbmica enriquecida com
microssatélites envolve uma série de etapas, que necessitam de um cuidado
especial durante a execucdo desses procedimentos, de forma que 0s erros nas
etapas anteriores, s6 sdo vistos nas etapas finais, como no sequenciamento dos
clones positivos.

De acordo com ZANE et al. (2002) dentre os varios protocolos de isolamento
de microssatélites disponiveis na literatura, a metodologia na qual se utiliza
hibridizacdo seletiva com particulas magnéticas para o isolamento de marcadores
microssatélites (utilizada neste estudo), resulta em uma eficiéncia que pode variar de
20% a 90% na identificacdo de clones positivos. Enquanto o método tradicional de
isolamento de microssatélites (hibridizagdo com sondas) resulta uma taxa média de

clones positivos para peixes de 3,1%, sendo o minimo de 0,066 e 0 maximo de
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8,92%. A construcdo da biblioteca enriquecida em microssatélites para a tabarana
correspondeu a 70% de eficiéncia na identificacdo de clones positivos (28 clones
contendo microssatélites dos 40 clones sequenciados).

O motivo GT e AC foi o que apresentou maior frequiéncia, corroborando com
Goff (1992) que reportou que o0s microssatélites predominantes em peixes
compreendiam repeticbes de duas bases, usualmente (GT/AC), ou (CT/GA)..
Sanches (2006) também encontrou em seu trabalho os motivos GT e AC como
sendo 0s mais comuns para a Brycon hilarii, porém utilizando uma técnica diferente
da realizada neste estudo.

Apesar da biblioteca gendmica enriquecida em microssatélite utilizar sondas
biotiniladas que carregavam motivos dinucleotideos, foi encontrado outros tipos de
repeticbes microssatélites como tri e tetra. Relatos assim sdo comuns de serem
encontrados na literatura (BUTCHER et al., 2000; ASHKENAZI et al., 2001).

Um dos maiores problemas encontrados apds o sequenciamento dos clones
foi a falta de sequéncias flanqueadoras apropriadas para a confeccdo dos primers,
principalmente para o desenho do primer reverso, jA que na maioria dos casos a
regido sequenciada de boa qualidade ndo compreendia a regido flanqueadora
reverso. E importante obter regides flanquadoras de boa qualidade, uma vez que o
polimorfismo nestas regides pode afetar os sitios de anelamento dos primers,
promovendo o aparecimento de alelos nulos (RALLO, DOURADO e MARTIN, 2000).

Para o desenho dos primers, deu-se preferéncia entdo, a microssatélites com
motivos dinucleotidicos perfeitos, haja vista que microssatélites perfeitos séo tidos,
em média, como mais polimérficos do que aqueles com interrupcdes dentro dos
motivos (WEBER, 1990).

5.3 TESTES DE AMPLIFICACAO DOS MICROSSATELITES

Dos sete marcadores microssatélites desenvolvidos na dissertacdo, apenas
cinco foram considerados ideais para a continuidade das analises populacionais.
Isso porque além de apresentarem alto grau de polimorfismo observou-se uma
caracteristica bastante comum, a presenca de amplificaces inespecificas (bandas
sttuter) presentes em menor quantidade quando comparadas ao locus Sh07

(excluido das andlises por apresentar excesso de stutter) (NAISH e SKIBINSK,
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1998). O aparecimento de tais bandas ocorre, principalmente, em repeticbes de
dinucleotideos (CREGAN et al., 1994). De acordo com Ashworth et al. (2004), loci
qgue revelam muitas bandas residem em regifes duplicadas no genoma ou resultam
de desenho inadequado dos primers. No caso do primer Sh07, possivelmente, a
grande ocorréncia de bandas stutter pode ter sido ocasiona por um dos dois fatores:
um deles € o fato do par de primers ter sido confeccionado sem a sequéncia
consenso das fitas direto e reverse. Embora estas tenham sido seqienciadas, o0s
primers acabaram sendo confeccionados somente por meio da sequéncia consenso
das fitas de sentido direto. O outro fator se refere ao tamanho do motivo. De acordo
com (EDWARD et al., 1991), as bandas (stutter) tendem a diminuir com o aumento
do tamanho do motivo, e no caso do primer ShO7 era 0 que apresentava motivo de
menor tamanho (AC)13, em comparagao com 0s outros primers confeccionados.
Como as condi¢cdes para PCR precisavam ser otimizadas, haja vista, que
alguns locus apresentaram problemas de amplificacdo, a estratégia utilizada para
este propésito foi a chamada PCR touchdown. Segundo Senior et al. (1996), o uso
dessa estratégia oferece bons resultados quando muitas reacdes precisam ser
otimizadas. Excluindo o primer que ndo amplificou (Sh08) dois dos cinco primers

utilizados para tabarana foram otimizados com esta metodologia.

5.4 DIVERSIDADE GENETICA INTRAPOPULACIONAL

A diversidade genética encontrada nas populagcdes de Salminus hilarii
analisadas no presente estudo foi elevada. Segundo Frankham et al. (2008), a
diversidade genética pode ser descrita utilizando o nimero de alelos, a freqiéncia
de alelos e a heterozigosidade média.

A avaliacdo dos cinco loci microssatélites permitiu a identificacdo de 81 alelos
diferentes, apresentando de 10 (Sh10) a 19 (Sh05) alelos por locus, sendo 13,7 a
média do numero de alelos encontrados em todas as populacdes. Esse valor
encontra-se acima do observado para peixes de agua doce (DEWOODY & AVISE,
2000). Valores superiores a média de alelos observados em peixes de agua doce
também foram encontrados por Benites (2008) e Pereira et al. (2008),

respectivamente, 17 alelos e 15,3, ambos para Pseudoplatystoma corruscans.
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Alelos Unicos também foram encontrados neste estudo. Esses alelos reforgam
a caracteristica de dispersao restrita em espécies de agua doce (SALGUEIRO et al.,
2003), entretanto, a ocorréncia foram raras, sendo que, somente a amostragem do
Rio Grande - lgarapava que apresentou alelos Unicos, 2 alelos no total.

As heterozigosidades observadas variaram de 0,8 a 1, enquanto as
esperadas variaram de 0,86 a 0,939, sendo que, somente para o Rio Paranapanema
estes altos valores de He ocorreram para dois dos cinco loci analisados. Em geral,
as heterozigosidades esperadas sdo empregadas para a obtencdo da
heterozigosidade média, pois sdo menos sensiveis ao tamanho amostral do que a
heterozigosidade observada (FRANKHAM et al., 2008).

Os resultados obtidos relativos a variabilidade genética nas populacdes de S.
hilarii corroboram com dados obtidos na literatura para outras espécies. Vrijenhoek
(1996) analisando populacGes naturais de duas espécies de truta Oncorhynchus
clarki lewisi e Oncorhynchus mykiss, encontrou Ho de 0,676 e He 0,850. Barroso et
al. (2005) estudaram a estrutura genética de Brycon opalinus , espécie endémica da
Bacia do Paraiba do Sul e encontraram a maior heterozigosidade esperada de
0,892. Ferreira & Casatti (2006) detectaram He e Ho de 0,952 e 1,0 para loci
microssatélites em popula¢cfes de curimbata coletadas nas escadas de transposicéo
das usinas hidrelétricas de canoas | e Il, situadas no rio Paranapanema.

Desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg foram encontrados para a maioria
das populagbes, com excecdo do rio Paranapanema, que apresentou 3 loci em
equilibrio de EHW. Levando em consideracdo que esse local era 0 que possuia
menor numero de tabaranas amostradas, amostragens pequenas podem nao
mostrar toda a variabilidade alélica presente na populacdo natural (BEAUMONT &
HOARE, 1988; FERGUSON & DANZMANN, 1998; HILSDORF et al.,, 2006)
considerando que os microssatélites sdo uma classe de marcadores moleculares
com alta taxa de mutagdo (BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002) amostragens
maiores possivelmente revelariam a variagao de alelos que realmente correspondem
aquela presente na populacéo.

Entre as possiveis causas para os desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg
geralmente estdo o numero inadequado de individuos analisados, a presenca de
alelos nulos e o0 excesso de heterozigotos (SELKOE & TOONEN, 2006).
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A existéncia de alelos nulos parece ser um problema comum em loci
microssatélites (CALLEN et al., 1993; O"Connell & Wright, 1997). Benites (2008)
encontrou desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as 11 populacdes de
Pseudoplatystoma corruscans analisadas com marcadores microssatélites. O autor
verificou a existéncia de alelos nulos para a maioria dos casos. Morelli (2008)
verificou desvios em varias populacdes de Prochilodus lineatus em loci especificos
relacionados aos déficits de heterozigotos, também ocasionados pela presenca de
alelos nulos, o que néo foi o caso deste estudo, uma vez que, todos os desvios de
Hardy-Weinberg observados foram relacionados ao excesso de heterozigotos, o que
pode ser visualizado pelos valores do indice de fixacao (Fis) negativos. Excesso de
heterozigotos também foram encontrados por Moreira et al. (2007) em plantéis de
tilapia nilotica.

Segundo Murray (1996) um dos motivos principais pelos quais o excesso de
heterozigotos ocorre € devido a predominéncia de cruzamentos exogamicos.

Os dados encontrados sobre heterozigosidade sdo de extrema importancia,
pois, elevados niveis de variabilidade genética possibilitam a ocorréncia de um
grande numero de novas combina¢Bes genotipicas, aumentando o potencial
evolutivo das espécies, pela maior capacidade de adaptacao as possiveis mudancas
ambientais (SEBBENN et al., 2000).

A presenca do excesso de heterozigotos nos loci sugere uma possivel
reducdo populacional, principalmente na amostragem de Lavras, como mostra a
figura 11 e as figuras de 12 a 16 (frequéncia alélica) que por meio delas, fica nitido
que neste local, em comparac¢ao aos outros, as freqiiéncias alélicas foram menores.
Assim, segundo Luikart et al. (1998), populacdes que passaram por um pProcesso
recente de gargalo genético apresentam um excesso temporario de
heterozigosidade e baixa frequencia alélica, isso porque a heterozigosidade pode
nao ser perdida tao rapida quanto a diversidade alélica (HARD & CLARK, 1997).

5.5 ESTRUTURACAO GENETICA DAS POPULACOES

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) utilizando o parametro Fst aponta
que a maior parte da variabilidade genética encontra-se dentro das populagcbes
(98,08%) enquanto que apenas 1,92 % entre elas, sendo o valor de @4 =0,01921. A
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mesma analise, utilizando o parametro Rst também obteve que a maior parte da
variabilidade genética se encontra dentro das populagbées, com uma porcentagem de
93,06%, enquanto que 6,94% ocorrem entre elas, porém com o valor de
Rs7t=0,06521. Resultado semelhante foi obtidos por Lopes et al. (2007), que apos
analisarem Salminus brasiliensis capturados das escadas para transposicdo de
peixes das usinas hidrelétricas de Canoas | e Canoas Il no Rio Paranapanema,
também encontraram maior variancia molecular dentro de cada grupo (98,22%) do
que entre os grupos (1,78%), e um ®sr = 0,018.

De acordo com Wright (1978), valores de Fst entre 0 e 0,05 configuram uma
baixa estruturacdo genética, entre 0,05 a 0,15 estruturagcdo moderada, entre 0,15 a
0,25 alta e acima de 0,25 indicam uma forte estruturacao genética. Sendo assim, a
analise ®g sugere que as populagbes apresentam baixa estruturagéo genética. Ja o
valor de Rst obtido, indica uma moderada estruturacdo genética. Essa diferenca
encontrada nos resultados dos indices Fst e Rst se ocorre devido aos diferentes
modelos mutacionais pelo qual se baseiam esses indices. Enquanto o indice Fsr
baseia-se no Modelo de Alelos Infinitos (IAM), o indice Rst baseia-se no modelo
passo a passo SMM (Stepwise Mutation Model). Dessa forma, espera-se que 0s
valores de Rstsob um estrito SMM, sejam maiores que os valores de Fst (SLATIKIN,
1995).

Muitas pesquisas descrevem diferenciacdes genéticas significativas entre as
populacdes de peixes, porém com baixos valores de Fst (WIRTH & BERNATCHEZ,
2001; HATANAKA et al., 2006), o que ocorreu neste estudo. Na analise par a par
todos os valores de Fst foram significativos, apresentando valores entre 0,00979 e
0,02605 todos indicando baixa estruturacdo. J4 as analises de Rst par a par
obtiveram valores entre 0,00857 a 0,11584, entre eles valores ndo significativos
indicando de baixa a moderada estruturacdo. Os dados obtidos nessas analises
corroboram com o teste exato de Fisher, para diferenciagdo e o dendograma
construido a partir das distancias de Nei (1978).

O dendograma evidéncia a existéncia de grupos amostrais dentro dos quais
as amostras sdo mais relacionadas geneticamente. Esse dado permite realizar a
subdivisdo em 3 grupos amostrais: Rio Grande (lgarapava e Lavras) constituindo
uma Unica amostragem, Paranapanema mais uma e Tieté uma outra. As separacdes

dos grupos concordam a distribuicdo geografica dos rios na bacia do Alto Parand,
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embora os resultados obtidos para a analise bayesiana gerada pelo programa
Structure 2.2 (PRITCHARD, 2000) demonstrem a existéncia de apenas um grupo
populacional tanto para os valores de K como de AK. Isso talvez possa ter ocorrido
devido aos baixos valores de Fst, que nao foram suficientes para separar essas
amostragens em mais de uma populacdo. De acordo com Evanno et al., (2005) e
Yang et al., (2005), as analises realizadas pelo programa Structure 2.2 podem ser
imprecisas quando o numero populacional e de loci analisados é pequeno, ou
quando alelos nulos estéo presentes (PRITCHARD et al., 2005).

A estrutura populacional é grandemente influenciada pelo fluxo génico, que
determina até que ponto uma populacéo local pode ser considerada uma unidade
evolutiva independente (SLATKIN, 1993). Espécies com altas taxas de dispersdo ou
gue ocupam habitats livres de barreiras geograficas tendem a exibir baixos niveis de
estruturagcdo populacional, enquanto aquelas que possuem pequena capacidade de
dispersdo ou estdo submetidas a separacdo imposta por barreiras fisicas e
comportamentais acentuadas apresentam um alto grau de divergéncia
intrapopulacional (GRAVES, 1998). Entre 0S mecanismos que promovem o
isolamento das populacdes o comportamento de homing (tendéncia de voltar ao
local de nascimento para a reproducéo). Godoy (1975) notou que a frequéncia de
retorno de alguns peixes reofilicos aos sitios de reproducdo obedece a um ritmo e
que, alguns exemplares, passam anos seguidos pelo mesmo percurso. O fato da
frequéncia de visitacdo aos locais de desova nao ser aleatdria, leva-nos a hipotese
de que a disperséo, se ocorrer, ndo se faz tdo facilmente em Salminus hilarii. Vari
(1988) ressalta que a maioria de peixes neotropicais limita-se em transpor a maioria
das barreiras e com isso, tendem a isolar as populacbes de peixes em suas
drenagens de origem.

Embora seja uma espécie de piracema, as tabaranas utilizadas para este
estudo foram amostradas em locais onde se encontram barreiras geograficas
(reservatorios) e poluicdo, o que impedem o fluxo génico desta espécie. Entretanto,
os resultados aqui obtidos sugerem uma baixa estruturacdo genética. Um das
possiveis causas para explicar essa baixa estruturacdo genética pode ser devido a
distribuicdo da tabarana. Ha tempos atras, a tabarana era uma espécie que
apresentava uma ampla distribuicdo ao logo dos rios que compdem a Bacia do Alto

Parana, como descrito na introducdo, sendo assim, essa espécie compunha um
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gradiente sazonal de distribuicdo onde populac¢des subestruturadas realizavam fluxo
génico entre si. Com as ac¢bes antrdpicas, como a poluicdo e as construcbes das
barreiras (meados do século 70) as populacdes ficaram isoladas em pequenos
trechos, como é o caso da populacdo do Alto Tieté, e com isso o tempo de
isolamento entre elas n&o foi suficiente para refletir maior estruturagdo genética. Em
conclusao, pode-se dizer que as alteragbes ambientais provocadas pelas barragens
localizadas ao longo dos rios amostrados no presente trabalho, embora impecam o
fluxo migratorio, ndo geraram a curto prazo diferencas significativas entre as
amostras estudadas, 0 que explica assim, os baixos valores gerados pelos indices
Fst e Rst.

Paiva et al. (2007) relataram a ocorréncia de peixes de piracema nos
reservatorios do Rio Grande, apesar da impossibilidade de migra¢cdes a montante no
curso principal do rio, devido a presenca de barragens. No caso do local amostrado
para este estudo, somente no Rio Grande, da regido da regido de lgarapava até
Lavras sdo encontrados 3 reservatorios, o que dificultaria o fluxo entre eles as
tabaranas desses dois locais. Levando em consideracao o fato de a tabarana ser um
peixe reofilico, acredita-se que esta ndo desova em ambientes de aguas Iénticas
como, por exemplo, em aguas de reservatorios. Neste caso, a tabarana poderia ser
capaz de abandonar a represa poucas horas antes do ato reprodutivo, 0 que pode
entdo representar que esta espécie necessita distancia migratoria relativamente
pequena, quando comparada as informacfes disponiveis para os dourados e
curimbatas, para completar o seu processo de maturacdo gonadal (ANDRADE et al.,
2004). Sendo assim, uma das maiores preocupacbes € que, estas tabaranas
permanecam confinadas em seus locais atuais, o que poderia causar a longo prazo
perdas na variabilidade genética.

De acordo com Artoni e Matiello (2003) a manutengdo de uma grande
variabilidade genética em espécies migradoras de peixes € atribuida a um suposto
fluxo génico intenso entre populacdes distintas. O valor que indica a existéncia de
fluxo génico, que é equivalente ao niumero de migrantes por geracdo, pode ser
considerado alto (Nm = 3,775). Segundo Strickberger (1985) valores de Nm acima
de 1 indicam que o fluxo génico é um fator atuante contra a diferenciagéo genética
entre as populacdes. Valores de Nm superiores ja foram encontrados para a Bacia

do Alto Parana. Povh et al. (2008) encontrou um alto nimero de migrantes por



74

geracdo (Nm de 5,33) entre pacus do estoque de reprodutores e do rio
Paranapanema. Ja Leuzzi et al. (2004) constataram um Nm alto (2,54) entre as
populacbes de Astyanax altiparanae dos reservatorios de Capivara e Jurumirim, no

Rio Paranapanema.

5.6 IMPLICACOES PARA CONSERVACAO E MANEJO

Na bacia do Rio Parana os principais rios, como o Paranaiba, o Grande,
Tieté, Paranapanema e lguacgu tiveram seus cursos transformados em cascatas de
reservatorios, reduzindo drasticamente os trechos I6ticos (AGOSTINHO et al., 2007).
Um dos problemas que isso pode ocasionar em popula¢gdes naturais de peixes, com
falta de manejo sustentado, é a diminuicdo do tamanho populacional, que pode
acarretar em um processo de deriva genética, consequente endogamia e perda de
heterozigose (AVISE, 1994).

Apesar da tabarana nao constar no Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extincdo (MONTEIRO et al. 2008), a presente condicdo da espécie,
isolada por barreiras fisicas e quimicas, pode acarretar em uma possivel reducao
populacional e perdas significativas em sua diversidade genética.

Os resultados obtidos mostraram que, embora as populacfes de Salminus
hilarii apresentem baixa estruturacdo, elas sdo geneticamente diferentes umas das
outras. Para fins conservacionistas, a menor quantidade de variacdo genética intra e
inter populacional deve ser levada em consideracdo, garantindo assim que as
pequenas variagdes sejam mantidas, possibilitando assim a sobrevivéncia e aptidao
da espécie em suportar as alteracfes ambientais.

Considerando a importéancia ecologica de Salminus hilarii, e a falta de estudos
genéticos populacionais para esta espécie, os dados apresentados neste trabalho
sdo particularmente importantes para serem levados em consideracdo na
implantacédo de programas de gestao e conservacao desta espécie.

O estabelecimento das chamadas MU (management units) proposta por
Moritz (1994) nas quais populagdes que apresentem significativa diferenciacéo
populacional devem ser manejadas a curto prazo como unidades demograficas

independente. No caso da tabarana, a populacéo presente nas cabeceiras da bacia
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do Alto Tieté esta hoje confinada em um trecho de aproximadamente 24 km entre a
barragem de Ponte Nova e o trecho anterior a entrada do Tieté na cidade de Mogi
das Cruzes que devido a sua poluicdo ndo suporta populacdes de tabarana. Assim,
levando-se em consideracao que esta populacdo esté isolada e apresentar de baixo
a moderado nivel de diferenciacdo genética, sua sustentabilidade depende de acdes
de preservagdo que incluem conservacao do entorno do rio e de outras espécies
(lambaris, por exemplo) que sdo a base alimentar da tabarana.

Esta situacdo pode ser extrapolada para outras populacdes de tabarana que
também estejam isoladas em outras sub-bacias. O presente estudo € o primeiro a
investigar a presente situacdo genética populacional da tabarana. Outros estudos
devem ser conduzidos para se verificar os resultados achados aqui em outras
populacdes de ocorréncia em outras sub-bacias do Alto Parana bem como das
tabaranas da bacia do Alto Sdo Francisco. Marcadores como DNA mitocondrial
devem ser incorporados nestes estudos visto as caracteristicas evolutivas deste
marcador.

E importante salientar que os estudos de genética populacional s&o
fundamentais para o manejo futuro de peixes neotropicais, pois permitirdo avaliar e
monitorar as futuras modificacbes genéticas que as espécies deste grupo

apresentem.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

O estudo das amostragens naturais de Salminus hilarii, por meio de

marcadores microssatélites, possibilitou chegar as seguintes conclusoes:

<> Os marcadores microssatélites mostraram-se ferramentas eficientes para as
andlises de diversidade genética em populacdes naturais de Salminus hilarii.
Entretanto para melhor compreenséo da estruturacdo populacional, é sugerido que
seja realizado um estudo com marcadores mitocondriais.

s A amostragem do Rio Grande (Igarapava) possui maior variabilidade genética
em comparacdo aos outros locais amostrados, e a Unica que apresentou alelos
exclusivos.

% A grande maioria das amostragens ndo se encontra em equilibrio de Hardy-
Weinberg, possivelmente, devido ao excesso de heterozigotos indicado pelo indice
de fixacao.

% A amostragem de Lavras indicou a ocorréncia de uma reducao populacional
recente (efeito gargalo).

X N&o foi encontrada uma relacdo direta entre distancia genética e distancia
geografica.

%  Valores de Rst e Fst indicaram de baixa a moderada estruturacdo genética,
sugerindo assim, que os mecanismos de isolamento ainda nao refletiram de forma
acentuada em uma maior diferenciagdo entre estas populagdes.

% Apesar da maior parte da variacdo genética estar contida dentro das
amostragens, existe uma parcela de variacdo referente as diferencas entre
amostragens de tabarana aqui estudadas, que devem ser levadas em consideracao
para fins conservacionistas.

X Embora os marcadores moleculares permitam a identificacdo de amostragens
chaves para a conservacao das espécies de peixes, a recuperacao e a protecdo do
habitat sdo as formas mais efetivas da manutencéo da variabilidade e dos processos

evolutivos.
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Apéndice A - Tabela com as caracteristicas dos cinco loci microssatélites isolados
para Salminus hilarii, em que, n= numero de amostras; T,= temperatura de

anelamento para cada locus; Ho= heterozigosidade observada; He=
heterozigosidade esperada;
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' ' o ' . Tamanho N° de
Loci  Motivo Sequéncia dos Primers Tipo n Ta (°C) Ho He
total (pb) alelos

F-5TGGTTC TAAGTC TGG ATA AAG G- 3
Sho1 (GT)2 Perfeito 145 191 58 16 0,932 0,910
R -5 ACA CAC ACACAAACT CAC AAAG-T3

F-5 CTATCT GAT ACG CCC CGG TC-3 .
Sho5 (TG)1s Perfeito 135 182 51 20 0,983 0,911
R -5 CTC GTC CAG GGT CAT CTCCTT A- 3

F-5 CGGCTC CAT GCCTTAGAATG-3
Sh10 (GT)2a Perfeito 142 132 55 12 0,984 0,875
R-5 GGG GTG TGT TTC CAG AAC AA- 3

F-5 GTT ATACTG TGG GGT TAACAT G -3 )
Sh12 (CA)13 Perfeito 145 235 54 18 0,922 0,917
R-5' GAT GCT ACC AAG GGT TCT CAG T- 3'

F-5 CCT CAG ACG TGATCT GATAAG G Z

Shi6 (TG)1o Perfeito 151 200 58 15 0,900 0.891
R-5 GCGTCG GAGCAGTAGTTATAZ
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APENDICE B - Genétipos de todos os individuos analisados das populacées,
sendo A: Igarapava; B: Tieté; C: Lavras; D: Paranapanema.



Sho1 Sho5 Sh10 Sh12 Sh16
Populacéo
A 183 187 178 182 126 132 225 237 204 212
A 177 183 196 204 134 138 239 239 206 214
A 177 183 192 198 136 142 239 239 208 216
A 177 183 168 174 136 142 000 OO0 188 192
A 179 185 000 000 000 000 221 233 196 204
A 173 179 192 200 130 136 221 233 196 204
A 177 183 198 206 126 132 241 249 208 214
A 177 183 000 000 124 130 000 OO0 188 192
A 177 183 168 176 132 136 243 249 206 214
A 177 183 190 198 122 128 243 249 200 204
A 181 189 186 196 122 128 000 000 206 212
A 181 189 186 194 130 136 225 237 202 214
A 187 197 174 184 142 148 225 239 196 204
A 193 199 194 204 140 148 235 245 196 204
A 185 191 184 190 134 140 239 249 204 210
A 183 183 186 194 142 148 225 225 196 204
A 189 197 192 202 134 140 221 233 200 200
A 181 189 172 180 136 140 233 243 196 204
A 177 183 192 200 128 134 233 243 196 204
A 199 205 188 194 130 138 229 239 200 212
A 197 203 184 190 122 128 241 249 196 204
A 197 193 186 192 132 138 233 243 204 210
A 000 000 180 186 130 138 237 245 202 214
A 191 199 186 192 132 138 225 225 202 214
A 185 191 180 186 122 128 231 231 204 212
A 189 197 180 188 122 128 237 247 202 212
A 177 183 200 206 122 128 243 253 202 212

97



U ®® @ ® ® ® W W ® W® ® W W® W W W® W™ rr Xr Xr r r > P> xr r > > >

193
177
177
179
181
193
177
191
000
189
000
000
000
000
177
179
185
177
185
195
177
197
195
205
195
191
191
191
185

201
183
183
187
181
201
183
199
000
201
000
000
000
000
183
187
199
183
185
203
183
203
203
205
203
199
199
201
191

190
180
194
180
180
176
186
000
192
172
194
186
000
184
000
000
198
180
178
180
198
180
180
168
000
184
190
186
180

196
184
200
180
186
184
194
000
200
180
200
194
000
190
000
000
204

18
186
188
206
188
184
174
000
192
196
194
184

122
122
122
124
122
132
122
122
122
122
122
000
000
128
126
128
000
124
124
132
132
122
122
122
124
122
134
122
124

128
128
128
130
128
138
128
128
128
128
128
000
000
136
134
134
000
134
132
140
136
128
128
130
128
128
140
128
130

241
241
225
231
241
233
243
243
243
243
241
000
225
225
225
225
225
223
223
000
223
223
225
225
233
231
249
229
229

251
251
225
231
253
245
253
253
253
253
251
000
233
233
233
233
233
231
231
000
231
231
233
233
243
241

24
239
239

204
204
202
204
204
204
206
196
198
196
198
196
208
202
204
200
204
208
202
204
204
210
196
204
210
210
202
204
202

212
212
212
212
214
214
214
196
198
204
210
204
216
208
212
206
214
216
206
212
204
218
204
212
218
218
210
204
202

98



o ®™ ® ™ O W W O W ™ O W W W W W W W W T W W T W W W W W

179
201
185
179
179
179
183
189
187
181
183
185
189
195
181
187
183
183
183
183
181
177
177
179
181
179
181
181
181

187
201
191
185
185
185
189
197
193
187
189
193
195
187
189
193
189
189
189
189
187
183
183
187
187
181
187
187
187

186
186
176
180
180
180
168
184
180
184
180
170
180
184
180
180
172
184
196
182
176
184
000
178
000
186
182
000
182

194
194
184
186
190
190
168
190
190
190
188
176
180
192
188
186
180
194
202
192
184
192
000
186
000
194
188
000
190

134
134
134
134
134
134
128
134
130
136
136
134
136
122
128
000
128
124
122
122
134
122
122
130
122
122
128
122
122

138
140
140
138
140
138
134
140
136
140
140
138
140
128
136
000
136
130
128
128
140
128
128
138
128
128
136
130
130

227
227
231
233
231
231
231
231
000
231
231
231
231
231
229
227
227
229
229
229
227
233
231
231
231
233
231
233
233

239
239
243
245
243
243
241
243
000
241
241
241
239
239
239
239
239
239
239
239
239
245
245
245
245
245
231
247
247

200
202
204
202
202
194
194
202
202
202
202
204
202
202
204
202
204
204
202
202
204
204
204
204
206
204
204
202
200

212
210
210
210
214
202
202
212
208
208
208
212
208
208
212
214
214
214
208
208
216
216
216
214
214
214
204
208
206

99



O o o o o o o o o o o o o o o o o o 0 W E @ W W W@ W W W W

185
177
185
181
181
179
181
177
181
179
173
173
181
181
195
197
183
199
203
195
179
183
187
177
177
177
179
181
179

191
183
191
187
187
185
187
183
187
183
173
173
187
187
203
203
189
203
211
203
187
191
195
183
183
183
187
187
187

182
180
178
170
182
182
182
182
182
182
186
190
000
176
190
000
182
192
184
198
184
198
196
184
186
186
186
190
184

190
186
184
176
190
190
190
190
192
190
194
198
000
182
198
000
190
200
192
206
192
206
202
192
194
194
196
196
192

122
122
122
122
128
126
126
122
134
126
122
122
134
122
136
128
132
122
136
122
124
126
130
136
122
136
000
122
122

130
130
130
130
136
132
134
130
138
134
130
130
138
130
142
134
138
130
142
130
130
132
136
142
130
142
000
128
128

233
233
233
233
231
231
231
229
231
239
000
225
229
231
231
235
227
237
233
241
235
241
239
245
229
221
225
237
241

247
245
245
245
245
245
231
239
231
249
000
237
239
241
241
243
239
247
241
253
245
253
253
257
241
233
237
249
253

200
200
204
202
200
202
200
202
198
198
198
200
196
210
206
196
200
206
200
212
208
202
202
198
200
202
196
198
192

206
206
204
202
206
212
212
212
204
204
204
206
204
218
214
204
210
214
210
204
208
210
210
198
200
210
196
198
198

100



o U U U U U U U U O o O o o o o o o o o o o o o o o o o 0o

173
173
177
173
173
179
177
183
173
181
177
177
179
177
181
177
179
179
187
195
203
177
177
203
199
185
177
181
203

179
179
183
179
179
185
183
189
179
181
177
183
185
183
189
183
187
187
193
203
211
183
183
211
203
193
177
189
211

184
000
184
186
184
188
184
188
196
182
184
188
182
182
186
182
182
182
170
000
182

18
168
184
182
182
182
182
000

188
000
192
194
194
196
190
196
202
192
194
198
190
190
194
188
190
190
176
000
190
196
196
190
190
190
190
190
000

122
130
122
134
132
122
124
126
124
122
124
122
122
130
126
122
122
122
134
130
128
000
134
000
000
124
138
136
126

128
136
128
128
136
128
130
132
130
128
130
128
128
138
132
128
128
128
140
136
134
000
140
000
000
130
142
140
132

241
229
225
241
241
245
245
229
227
229
227
245
235
245
245
247
233
233
247
223
233
237
243
241
247
237
237
229
231

253
239
235
253
253
257
253
243
239
239
239
249
243
245
245
257
243
243
257
233
247
249
253
253
257
249
249
241
243

192
196
192
194
196
196
204
196
206
200
200
200
202
208
206
208
206
208
204
198
198
198
200
200
206
208
204
204
210

200
204
200
200
204
204
210
204
214
210
210
208
210
218
214
208
214
218
214
210
210
210
204
206
214
208
216
208
218

101



o U O U U O O O

201
173
183
189
177
197
185
185

211
179
191
197
183
205
193
193

186
182
000
168
168
178
182
194

194
190
000
174
174
184
190
202

136
134
130
124
130
128
134
134

140
140
138
130
140
134
142
134

231
221
223
235
245
223
239
223

243
233
233
243
249
233
251
233

198
198
202
196
202
204
202
200

206
206
208
204
208
208
210
208

102



103

APENDICE C - Estimativas das freqiiéncias alélicas encontradas para o locus

Sh01 para todas as populacgdes.
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Amostragem
Alelo RG Igarapava Tieté RG Lavras Paranapanema
01 (GT)17 0,014 0,000 0,122 0,026
02 (GT)19 0,171 0,065 0,135 0,132
03 (GT)20 0,043 0,083 0,162 0,026
04 (GT)21 0,071 0,111 0,081 0,026
05 (GT)22 0,214 0,130 0,149 0,105
06 (GT)23 0,043 0,111 0,027 0,079
07 (GT)24 0,043 0,148 0,122 0,026
08 (GT)zs 0,086 0,083 0,041 0,053
09 (GT)z 0,114 0,093 0,014 0,132
10 (GT)zs 0,000 0,046 0,041 0,026
11 (GT)z 0,071 0,019 0,014 0,053
12 (GT)3o 0,057 0,028 0,014 0,026
13 (GT)as 0,043 0,028 0,000 0,026
14 (GT)32 0,014 0,037 0,068 0,132
15 (GT)s3 0,014 0,019 0,000 0,026
16 (GT)se 0,000 0,000 0,014 0,105
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APENDICE D - Estimativa das frequéncias alélicas encontradas para o locus

Sh05 para todas as populacoes.



106

Amostragem
Alelo RG Igarapava Tieté RG Lavras Paranapanema
01 (TG)os 0,028 0,031 0,000 0,094
02 (TG)ogy 0,000 0,020 0,000 0,031
03 (TG)10 0,028 0,010 0,000 0,000
04 (TG)11 0,028 0,010 0,000 0,063
05 (TG)12 0,028 0,041 0,015 0,031
06 (TG)13 0,014 0,031 0,000 0,031
07 (TG)14 0,125 0,163 0,000 0,000
08 (TG)1s 0,014 0,102 0,118 0,219
09 (TG)16 0,069 0,122 0,132 0,063
10 (TG)17 0,139 0,092 0,088 0,031
11 (TG)s 0,028 0,061 0,074 0,031
12 (TG)y19 0,056 0,143 0,132 0,250
13 (TG)20 0,097 0,051 0,103 0,000
14 (TG)21 0,111 0,051 0,103 0,063
15 (TG)22 0,042 0,020 0,088 0,063
16 (TG)23 0,042 0,020 0,074 0,000
17 (TG)24 0,083 0,000 0,015 0,000
18 (TG)2s 0,014 0,010 0,029 0,031
19 (TG)2 0,028 0,010 0,000 0,000
20 (TG)27 0,028 0,010 0,029 0,000
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Apéndice E - Estimativas das freqUéncias alélicas encontradas para o locus
Sh10 para todas as populacdes. As frequéncias para os alelos privativos estéo

em negrito.
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Amostragem
Alelo RG Igarapava Tieté RG Lavras Paranapanema
01(@GThs 5203 0,179 0,236 0,000
02(GN 0027 0,047 0,056 0,063
03 (GT)x1 0,027 0,038 0,042 0,031
04 (GT)22 0,216 0,179 0,181 0,063
05CD= o081 0,113 0,194 0,156
06 (GT)24 0,081 0,038 0,056 0,031
07GN=s 054 0,160 0,042 0,250
08 (GT)2 0,081 0,094 0,097 0,094
9@z 5081 0,057 0,042 0,063
10 (GT)2s 0,054 0,094 0,000 0,188
11 (GT)29 0,054 0,000 0,056 0,063
12 (GT)z 0.041 0,000 0,000 0,000
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APENDICE F — Estimativas das freqiiéncias alélicas encontradas para o locus
Sh12 para todas as populacgdes.
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Amostragem
Alelo RG lgarapava Tieté RG Lavras Paranapanema
1 (CA)os 0,043 0,000 0,014 0,026
2 (CA)o7 0,000 0,037 0,000 0,105
3 (CA)os 0,129 0,065 0,042 0,000
4 (CA)oo 0,000 0,046 0,042 0,000
5 (CA)10 0,014 0,065 0,069 0,026
6 (CA)11 0,057 0,241 0,028 0,053
7 (CA)12 0,100 0,157 0,056 0,158
8 (CA)13 0,014 0,000 0,056 0,026
9 (CA)14 0,057 0,000 0,056 0,079
10 (CA)15 0,100 0,139 0,097 0,026
11 (CA)16 0,086 0,046 0,139 0,053
12 (CA)17 0,143 0,046 0,069 0,105
13 (CA)1s 0,043 0,102 0,125 0,026
14 (CA)19 0,014 0,028 0,028 0,079
15 (CA)20 0,071 0,019 0,028 0,105
16 (CA)21 0,043 0,000 0,000 0,026
17 (CA)22 0,086 0,000 0,111 0,053
18 (CA)24 0,000 0,009 0,042 0,053
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APENDICE G — Estimativas das freqiiéncias alélicas encontradas para o locus
Sh16 para todas as populagdes. As frequéncias para os alelos privativos estao
em negrito.
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Amostragem
Alelo RG lgarapava Tieté RG Lavras Paranapanema
1 (TG)oa 0,026 0,000 0,000 0,000
2 (TG)os 0,026 0,000 0,041 0,000
3(TG)or 0,000 0,018 0,014 0,000
4 (TG)os 0,154 0,009 0,108 0,026
5 (TG)oo 0,038 0,018 0,081 0,132
6 (TG)10 0,051 0,063 0,149 0,079
7(TG)11 0,077 0,214 0,054 0,079
8 (TG)12 0,256 0,223 0,122 0,158
9 (TG)13 0,051 0,063 0,081 0,105
10 (TG)14 0,026 0,098 0,095 0,184
11 (TG)1s 0,038 0,063 0,135 0,132
12 (TG)16 0,128 0,089 0,014 0,000
13 (TG)17 0,115 0,071 0,068 0,053
14 (TG)ys 0,013 0,045 0,000 0,026
15 (TG)19 0,000 0,027 0,041 0,026
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APENDICE H — Dados de desequilibrio de ligacéo para cada par de loci para cada da
populacdes de Salminus hilarii coletadas, sendo, A: Igarapava; B: Tieté; C: Lavras; D:
Paranapanema.
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Pop Locusl1 Locus2 P-Value S.E.

Sho1 Sh05 1.00000  0.00000
Sho1 Sh10 0.51860 0.04504
Sh05 Sh10 0.28051  0.04018
Sho1 Sh12 0.45755  0.04406
Sh05 Sh12 1.00000  0.00000
Sh10 Sh12 0.00000  0.00000
Sho1 Sh16 0.79402  0.03298
Sh05 Sh16 0.06903  0.02125
Sh10 Sh16 0.51498  0.04324
Sh12 Sh16 0.15647  0.02886
Sho1 Sh05 0.52016  0.04557
Sho1 Sh10 0.55056 0.04184
Sh05 Sh10 0.08460 0.02179
Sho1 Sh12 0.05666  0.01764
Sh05 Sh12 0.07973 0.01914
Sh10 Sh12 0.02089  0.00826
Sho1 Sh16 0.39674  0.04158
Sh05 Sh16 0.08784  0.02361
Sh10 Sh16 0.02674  0.00768
Shi12 Sh16 0.73869  0.03126
Sho1l Sh05 0.25826  0.03464
Sho1l Sh10 0.19832 0.03144
Sh05 Sh10 0.43989  0.03572
Sho1 Shl2 0.17413  0.03348
Sh05 Shl2 0.40442 0.04273
Sh10 Sh12 0.61391  0.03839
Sho1l Shl6 0.98109  0.00910
Sh05 Shl6 0.47732 0.04142
Sh10 Shl6 1.00000  0.00000
Shl2 Shl6 0.48541  0.04455
Sho1l Sh05 0.78889  0.02614
Sho1l Sh10 1.00000  0.00000
Sh05 Sh10 1.00000  0.00000
Sh01 Shl2 1.00000  0.00000
Sh05 Sh12 0.58978 0.03476
Sh10 Shl2 1.00000  0.00000
Sh01 Shl6 1.00000  0.00000
Sh05 Shl6 1.00000  0.00000
Sh10 Shl6 1.00000  0.00000
Shl2 Shl6 1.00000  0.00000

OO0OO0O0ODO0OD0O0OD0UOT0OoO0O00000000 0TI
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