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RESUMO

Astyanax altiparanae, € uma espécie de pequeno porte e de grande interesse
econdmico. E considerada uma 6tima opgdo para a piscicultura brasileira por suas
caracteristicas bioldgicas favoraveis ao cultivo e producdo. E amplamente distribuida
na bacia do Alto rio Parana, tanto em numero de individuos, como também em
biomassa. Além de comercialmente interessante, A. altiparanae é um excelente
modelo para estudos ecoldgicos, genéticos e evolutivos. Este trabalho teve como
objetivos isolar e caracterizar marcadores moleculares microssatélites para A.
altiparanae; testar a transferabilidade dos marcadores desenvolvidos em espécies
relacionadas; quantificar a variabilidade genética dentro e entre as populagdes;
verificar a possivel estruturagcdo genética das populagdes e averiguar se a
estruturacdo ou a falta dela pode estar relacionada com atividades antrépicas. O
isolamento e a caracterizagcdo resultaram em 11 locos polimdrficos, que foram
testados em dez espécies da mesma familia. Apenas para as espécies do mesmo
género, a transferabilidade foi eficaz. Em etapa posterior, foram selecionados oito
locos microssatélites para analisar 419 individuos de 13 localidades das principais
bacias do Alto rio Parana. As populagdes de A. altiparanae apresentaram uma elevada
variabilidade genética, e as bacias que apresentaram maior diversidade genética
foram a do Tieté, seguida do Paranapanema, lvinhema e Grande, esta ultima com a
menor diversidade genética encontrada. No geral, ndo foi detectada estruturacéo
genética, e a distribuicdo das populagdes foi relacionada com a atividade antropica
que por varios anos vem misturando os estoques, por razées de repovoamento apds a
construgcado de hidrelétricas e por liberagao indiscriminada de individuos em locais
distantes de sua origem durante a pesca esportiva, largamente praticada nos rios da
bacia do Alto Parana. Apenas as populagdes P3, P4, e G2 apresentaram diferenciagao
genética moderada, provavelmente pelo fato de essas trés localidades apresentarem
um elevado grau de isolamento geografico, mostrando-se mais estruturadas em
relacdo as demais localidades. As informagdes sobre a variabilidade genética
encontradas neste estudo poderao contribuir de maneira significativa na elaboragao de
planos de manejo e conservagao de A. altiparanae, além de fornecer embasamento
cientifico a producao desta espécie em pisciculturas, e de maneira geral a aquicultura

brasileira.



ABSTRACT

Astyanax altiparanae, is a small species and of large economic interest. It is
considered a great option for Brazilian fish-farming by its biological characteristics
favorable to the cultivation and production. It is widely distributed in the the Upper
Parana River basin, both in number of individuals, as well as biomass. In addition to
commercially interesting A. altiparanae is an excellent model for ecological, genetic
and evolutionary studies. This study aimed to isolate and characterize microsatellite
markers for A. altiparanae, test the transferability of the markers developed in related
species, to quantify the genetic variability within and among populations; verify the
possible genetic structure of populations and determine whether the structure or the
lack of it may be related to anthropic activities. The isolation and characterization
resulted in 11 polymorphic loci, which were tested in 10 species of the same family.
Just for the species of the same genus, transferability was effective. In a next step, we
selected eight microsatellite loci in the analysis of 419 individuals from 13 localities of
the Upper Parana River main basin. The populations of A. altiparanae showed a high
genetic variability in the Upper Parana River basin, and the basin with the highest
genetic diversity were Tieté, then the Paranapanema, lvinhema, and Grande, the latter
one with lower genetic diversity. Overall, it was not detected genetic structure and
distribution of populations was related to human activity that for several years has been
blending stocks for reasons of restocking after the construction of dams and
indiscriminate release of individuals in far places from their origin during sport fishing,
widely practiced in the rivers of the Upper Parana basin. Only populations P3, P4, and
G2 showed moderate genetic differentiation, probably because these three locations
have a high degree of geographic isolation, being more structured compared with other
locations. Information on the genetic variability found in this study may contribute
significantly in the development of management plans and conservation of A.
altiparanae, and provide scientific basis for the production of this species in fish farms,

and in general for the Brazilian aquaculture.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracfes sobre a bacia do Alto rio Parana

A regido do Alto Parana é uma ampla bacia intracratdnica com registro de
rochas sedimentares e vulcanicas que evoluiu sobre a Plataforma Sul-Americana,
e sua formacdo teve inicio a cerca de 400 milhdes de anos no Periodo
Devoniano, terminando no Cretaceo, sendo hoje uma parte da face sul do Escudo
Brasileiro. (Ab' Saber, 1997; Zalan et al., 1990). Compreende 10,5% do territorio
brasileiro, incluindo o norte do Estado do Parana, sul do Mato Grosso do Sul, a
maioria do Estado de Sao Paulo (a oeste da Serra do Mar), sul de Minas Gerais,
sul de Goias e uma area pequena do Paraguai oriental, adjacente ao Estado do
Mato Grosso do Sul (Agostinho e Julio-Jr., 1999). A bacia do Alto rio Parana
pertence a regiao ictiofaunistica do Parana (Gery, 1969) e inclui o sistema dos
rios da Prata-Uruguai-Parana-Paraguai e representa o segundo maior sistema de

drenagem na América do Sul, com 3,2 milhdes de km? (Lowe-McConnell, 1999).

Dentro deste sistema, o rio Parana, é o principal curso d'agua da bacia,
recebe esse nome apds a conjungao dos rios Grande e Paranaiba, corre em
orientacao geral sudeste até atingir os Saltos de Sete Quedas (hoje inundado pelo
Reservatoério de Itaipu) percorre, desde sua nascente (rio Paranaiba, Serra Mata
da Corda), cerca de 1.900 km em territorio brasileiro, cruzando diversos estados,
e segue para o sul passando a fazer fronteira entre Brasil e Paraguai numa
extensdo de 190 quildmetros até a foz do rio Iguagu, a partir de onde passa a ser

limite entre Argentina e Paraguai (Ab' Saber, 1977).
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A regiao do Alto rio Parana corresponde a porgcéo da bacia do rio Parana
situada a montante de Sete Quedas, e comporta as areas de maior densidade
populacional no pais, além de ser a mais industrializada e com grande atividade
agricola. E a mais intensamente explorada pelos aproveitamentos energéticos,
fornecendo cerca de 70% da energia elétrica produzida no pais, além de deter a

maior capacidade instalada nacional (63,76%) (Agostinho et al., 2007).

Nos levantamentos realizados nesta bacia, foram registrados 146 grandes
represamentos, 70% dos quais destinados & geracgéo hidrelétrica. E interessante
destacar que muitos apresentam area superior a 100 km? A drea total alagada
nessa bacia é de aproximadamente 16.700 km? contribuindo com quase a

metade da agua represada no pais (Agostinho et al., 2007).

Nessa bacia, os principais rios como o Paranaiba, Grande, Tieté,
Paranapanema e Parana tiveram seus cursos transformados em cascatas de
reservatorios, reduzindo drasticamente os trechos l6ticos, bem como nos rios e
ribeirbes tributarios dessas sub-bacias, onde esses empreendimentos também

sdo comuns (Agostinho et al., 2007).

Varios autores discutem que a constru¢ao de represas no curso dos rios €
uma das maiores fontes de interferéncia humana nos regimes hidricos naturais
(Agostinho et al., 1992; Fearnside, 1999; Agostinho et al., 2007). Atualmente os
reservatorios artificiais, em especial aqueles destinados a geragdo de
hidroeletricidade, presentes em todas as grandes bacias brasileiras, caracterizam
de forma marcante a paisagem local. Essas obras de engenharia provocam
grandes impactos de toda ordem (econémica, social e ambiental) nas bacias em
que sao instaladas. O crescimento vertiginoso destas obras e seus impactos

promovem alteragbes nas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas desses
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sistemas naturais aquaticos e vém despertando interesse e preocupacdo da
comunidade cientifica por atividades de manejo, preservagdo e mitigacao

ambiental (Agostinho, 1992; Agostinho et al., 2007).

As alteragdes promovidas pelos represamentos durante a formagao e as
oscilagbes decorrentes dos procedimentos operacionais na barragem nos
periodos subsequentes desestabilizam as comunidades presentes, diminuindo a
populagdo de algumas e extinguindo outras, o que cria oportunidade para que
novas espécies se estabelecam (Agostinho et al., 1999). Assim, a ictiofauna
presente em reservatorios € o resultado da selegdo inicial promovida pelos
impactos do represamento sobre a ictiofauna original, mais as espécies que foram

introduzidas e conseguiram se estabelecer (Agostinho et al., 2007).

Ha evidéncias de que, pelo menos para alguns grupos de peixes, o Alto rio
Parana represente uma area de endemismo, devido a presenga dos Saltos de
Sete Quedas, que isolaram por muito tempo a maioria da ictiofauna do Alto rio
Parana da fauna remanescente dos sistemas dos rios La Plata e Uruguai-Parana-
Paraguai (Britski e Langeani, 1988; Menezes, 1988; Vari, 1988; Weitzman et al.,

1988; Langeani, 1990; Castro e Casatti, 1997).

A bacia hidrografica do Alto Parana abriga cerca de 310 espécies de
peixes, distribuidas em 11 ordens e 38 familias. A maior riqueza ictiofaunistica é
registrada em Siluriformes e Characiformes, que respondem por cerca de 80%
das espécies e compdéem os grupos dominantes na maior parte dos ambientes
I6ticos do Alto Parana (Agostinho et al., 2007). Britski (1992) afirma que os
Otophysi (Characiformes, Gymnotiformes e Siluriformes) sdo os responsaveis por
mais de 90% das espécies, porém, esses valores vém sendo alterados em
consequéncia de um grande numero de Cyprinodontiformes descritos

3
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recentemente, bem como de ciclideos (Cichlidae, Perciformes), mais abundantes

em ambientes de aguas mais calmas (Lowe-McConnell, 1999).

Nesses ambientes Iénticos, representados no Alto Parana, principalmente
pelos reservatdrios artificiais, tem havido um aumento consideravel de espécies
aloctones ou exédticas (Lowe-McConnell, 1999) decorrente de programas de
repovoamento que vém sendo executados desde a década de 1970. A introdugao
de espécies de peixes esta presente ndo s6 na bacia do Alto rio Parana como em
diversas bacias hidrograficas brasileiras como medida de manejo recomendada
em reservatérios em que a deplegdo dos estoques, como decorréncia da
alteragdo qualitativa e quantitativa dos habitats e da sobrepesca é um fato
recorrente. Portanto, o repovoamento de peixes em reservatérios foi uma das
estratégias de manejo mais adotadas pelas concessionarias hidrelétricas e
entidades responsaveis pelo manejo de reservatorios no Brasil. Somente a partir
da década de 1990, os repovoamentos foram substituidos por espécies nativas
devido a uma maior conscientizagdo acerca dos riscos ambientais das

introdugdes de espécies exodticas (Agostinho et al., 2007).

Mesmo assim, a pratica de introdugcdo de espécie ocorreu por muito tempo
e especies foram introduzidas, em especial a corvina (Plagioscion
squamosissimus), o tucunaré (Cichla spp.), e a tilapia (Oreochromis niloticus e
Tilapia rendall) e conseguiram tamanho sucesso na colonizacdo dos
reservatorios que hoje compdem grande parte dos desembarques pesqueiros do
Sudeste e Nordeste (Agostinho et al., 2007). E relevante o fato de que as duas
primeiras espécies, as mais bem sucedidas na ocupacao dos reservatorios da
bacia do rio Parana, ndo constem da série histérica de dados do repovoamento

elaborada pelas concessionarias dessa bacia. A introducdo da corvina, espécie
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originaria da bacia do rio Parnaiba, Piaui (Machado, 1977) é atribuida ao
rompimento de tanques de cultivo mantidos por concessionarias hidrelétricas em
um tributario do rio Parana (rio Pardo, sub-bacia do rio Grande), fazendo com que
a espécie se dispersasse e se estabelecesse em toda a bacia (Agostinho et al.,
2007), e o tucunaré, originario da bacia Amazonica, bacia do Orinoco e rios da
Guiana, foi introduzido em quase todas as demais bacias hidrograficas do Brasil,
com a finalidade de controle de espécies com alta prolificidade, como a tilapia
(Santos et al., 2006), e resultado de solturas clandestinas de associa¢des de

pescadores esportivos (Agostinho et al., 2007).

A relevante preocupacao a respeito dessas introdugdes decorrem do fato de
que, em ambito global, a introdugdo de espécies é considerada a segunda maior
causa promotora da perda de biodiversidade (Courtenay e Williams, 1992). As
especies acima citadas, corvina e tucunaré, sao piscivoras, apresentam enorme
potencial em desestruturar a fauna nativa e parecem ter promovido grande pressao
de predacgéo sobre as espécies de pequeno porte (Santos et al., 1994), gerando
uma crescente preocupagao no que se refere a conservagao de espécies nativas
frente aos impactos que vém ocorrendo em seus ambientes e que podem leva-las a

extingao (Avise, 2000).

Neste aspecto, o conhecimento da composi¢céo genética e estruturagdo das
populagdes envolvendo analises moleculares, tém aplicagdo direta na biologia da
conservagao, uma vez que descrevem a biodiversidade com base na diversidade
genética, fornecendo informag¢des fundamentais para o manejo das espécies.
Assim, embora nao definam propriamente as estratégias de conservagéo,

constituem-se no ponto inicial para as decisdes conservacionistas (Avise, 2000).
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1.2 A espécie Astyanax altiparanae

Astyanax, género pertencente a familia Characidae, compreende
aproximadamente cem espécies de peixes que ocorrem na América do Sul e
Central e sdo amplamente distribuidas nas bacias hidrogréaficas brasileiras. Este
género foi previamente atribuido a subfamilia Tetragonopterinae (Géry, 1977).
Porém, as mais recentes classificacbes estdo reunindo as espécies dessa
subfamilia em um grupo provisoriamente denominado “genera incertae sedis” por

nao exibir evidéncias consistentes de monofiletismo (Lima et al., 2003).

Morfologicamente, as espécies pertencentes ao género Astyanax
caracterizam-se por apresentarem tamanho reduzido, nadadeira adiposa
geralmente presente; linha lateral completa, pouco curva na frente; pré-maxilar
nao protratil; dentes pré-maxilares cuspidados dispostos em duas séries, a interna
com 5 dentes; altura do corpo cerca de trés vezes ou menos o comprimento
padrado, e escamas de tamanho normal, cobrindo apenas a base dos raios da
nadadeira caudal (Britski et al., 1988). Possuem fecundacdo externa e auséncia

de cuidado parental (Vazzoller e Menezes, 1992).

Diferentes revisdes sistematicas e filogenéticas realizadas no género
Astyanax resultaram no estabelecimento de filogenias mais apropriadas para o
grupo, concluindo-se que a denominagao Astyanax bimaculatus, que apresenta
distribuicao ampla, podendo ser capturada desde a Bacia do Prata até o Panama,
nao correspondia a uma espécie somente, mas um complexo de espécies. Assim,
a mais recente revisdao taxondmica das bacias do Parana, Sao Francisco e
Amazoénica resultou na reestruturagdo da nomenclatura das espécies do género

Astyanax (Garutti, 1995). Na bacia do Alto rio Parana, a nova denominagao para o
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lambari-do-rabo-amarelo, ou tambiu, passou a ser Astyanax altiparanae (Garutti e

Britski, 2000).

Astyanax altiparanae € uma espécie de pequeno porte, que atinge de 10 a
15 cm de comprimento, podendo chegar a 60 gramas de peso. Possui
crescimento rapido, chegando a maturidade sexual com cerca de quatro meses
de idade (Porto-Foresti et al., 2010). Apresenta habito alimentar onivoro,
nectdnica, nadadora rapida, pouco dependente de esconderijos nos micro-
habitats benténicos (Casatti, 2003), possui 0 que deve torna-la capaz de adaptar-
se as ofertas alimentares diferenciais tanto do ponto de vista geografico quanto
sazonal (Castro et al., 2004), apresenta desovas parceladas durante todo o ano
em pequenos corpos d’agua como riachos, e desova total em grandes corpos
d’agua (Garutti, 1989), ndo apresenta cuidado parental (Agostinho e Julio Jr,
1999), e os ovos sao flutuantes (Godoy, 1975), fazendo com que a espécie seja,
portanto, relativamente independente do substrato para reproducdo. E
considerada uma espécie que, dentre as espécies de peixes de agua doce que
apresentam pequeno porte, possui capacidade natatéria relativamente alta, sendo
capaz de realizar migracdes, e € amplamente distribuida na bacia do Alto rio
Parana, tanto em numero de individuos, como também em biomassa (Castro et
al., 2003; 2004; 2005). Esse conjunto de caracteristicas pode estar relacionado
com a ocorréncia desta espécie em diferentes ambientes da bacia do Alto rio

Parana (Bennemann et al., 2005).

Até recentemente, os lambaris eram considerados por muitos produtores
como elementos indesejaveis nos viveiros por invadirem e colonizarem
rapidamente o ambiente de criagdo dos peixes nobres (Paiva, 1997). Nos tanques

de criagdo, competem por espaco e alimento com as espécies cultivadas. O
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aproveitamento destes pequenos peixes se resumia, entdo, a alegria dos
funcionarios nos dias de despesca, quando a sobra da captura formada pelos
pequenos peixes geralmente descartada, eram aproveitadas por eles. Este
conceito foi mudando a partir de observagcées mais acuradas durante o manejo
dos tanques de cultivo. Casos de associagdao de lambaris com tilapias nao
revertidas resultaram no controle da populagdo destas, uma vez que os lambaris
predavam os ovos, as larvas e pos-larvas das tilapias. Por outro lado, a
ocorréncia natural dos lambaris nos viveiros também passou a ser aproveitada
por alguns produtores, com a sua comercializacdo na forma eviscerada e sem

escamas, para bares e lanchonetes, e como isca-viva (Porto-Foresti et al., 2005).

Porntanto é notavel o grande interesse econémico da espécie, sendo
considerada uma o6tima opgao para a piscicultura brasileira, tanto por suas
caracteristicas bioldgicas favoraveis ao cultivo e produgao, como pela utilizagao
diversificada, quer para producdo de conservas, de massa proteica para
fabricacdo de racbes ou pelo interesse crescente como isca viva na pesca

esportiva, entre outros (Porto-Foresti et al., 2010).

Além de comercialmente interessante, Astyanax altiparnae é um excelente
modelo para estudos ecologicos, genéticos e evolutivos, pelas caracteristicas que
apresenta como gerador de prole numerosa, geragdes curtas e de facil
reproducao (Langecker et al., 1991; Jeffery, 2001). Vem sendo utilizado em
estudos sobre a avaliacdo do potencial mutagénico e téxico dos defensivos
agricolas utilizados nas culturas brasileiras (Goldoni e Silva, 2012; Disner et al.,
2011); na avaliagdo dos efeitos da poluicdo em reservatérios utilizando as

branquias como biomarcadores (Nogueira et al., 2009); avaliagcdo das
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concentracdo de anestésicos mais adequada e segura para o manejo de peixes

(Gimbo et al., 2008); entre outros.

Para que se torne possivel o desenvolvimento de pesquisas desta linha, o
conhecimento da biologia de A. altiparanae é fundamental, como estudos de
ocorréncia (Casatti et al., 2001; Dias et al., 2005; Graga e Pavanelli, 2002);
caracterizagdo morfolégica (Domingues et al., 2007); aspectos ecologicos (Orsi et
al., 2004; Bennemann et al., 2005; Dias et al., 2005); organizagdo gendmica
(Fernandes e Martins-Santos, 2006); analises citogenéticas (Pacheco et al., 2001;
Hashimoto et al., 2008; Neto et al., 2009) e filogenéticas (Javonillo, 2010;

Mirande, 2009).

Adicionalmente aos diversos aspectos da biologia de A. altiparanae ja
conhecidos, o conhecimento da composigcdo genética, e de como ela esta
organizada (estruturada) em suas populagdes, € essencial para as acgdes de
manejo e conservagao, e A. altiparanae tem se mostrado uma espécie ideal para
estudos de genética aplicada. Leuzzi e colaboradores (2004) analisaram a
estrutura genética de populagdes do Baixo, Médio e Alto rio Paranapanema,
visando a conservacdo e manejo desses estoques utilizando o marcador
molecular RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). Todos os
parametros utilizados indicaram que a populacido do Baixo Paranapanema é
geneticamente diferente das demais localidades (Médio e Alto Paranapanema). O
polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo (RFLP) do DNA mitocondrial
também foi empregado para caracterizar espécies e populagdes de Astyanax do
Alto rio Parana e da Bacia do rio Sao Francisco, a analise apresentou
polimorfismo consideravel dentro e entre as populagdes (Moyses e Almeida-

Toledo, 2002). Galindo et al. (2005), utilizando como marcador RAPD, estudaram
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a estrutura genética de populagdes de A. altiparanae provenientes de dois
ribeirdes urbanos da cidade de Londrina, PR e, através de calculos de
similaridade genética, os individuos analisados formaram dois grupos distintos,
um com individuos coletados em um dos ribeirdes, e outro com a maioria dos
individuos coletados no outro ribeirdo, o que parece refletir, segundo os autores, a
expressiva variabilidade genética encontrada para esta espécie. Prioli et al. (2002)
identificaram e avaliaram a relacdo genética entre duas populagdes de A.
altiparanae da bacia do Alto Parana com uma populacéo identificada como A.
bimaculatus no rio Iguacgu, utilizando como marcador sequéncias de DNA
mitocondrial e RAPD, e encontraram uma alta diversidade genética dentro de
cada populagdo, bem como baixa distancia genética, alto fluxo génico e alta
similaridade do DNA mitocondrial entre as trés populagbes. Os resultados
demonstraram ainda que a populacao identificada como A. bimaculatus no rio
Iguacu, deveria na verdade ser definida como A. altiparanae. Além disso, foi
possivel inferir que esta populacdo nao é endémica da bacia do rio Iguagu sendo
provavel sua introdugao recente nesta bacia, mantendo a identidade genética da

populagdo ancestral.

Os exemplos citados acima demonstram uma preocupacédo em se estudar
a estrutura populacional de Astyanax altiparanae, e de espécies do género
Astyanax da bacia do Alto rio Parana, devido a grande importancia biologica
destas espécies para esse ecossistema, e a grande capacidade de ajuste a
condicbes ambientais diferenciadas. Porém, a maioria dos estudos envolvendo
Astyanax estao relacionados a ferramentas como RFLP, DNA mitocondrial e
RAPD, no entanto, apesar da confiabilidade de todas essas técnicas, elas

apresentam algumas limitagbes, o RAPD por exemplo, possui baixa
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reprodutibilidade dos resultados obtidos. Estudos envolvendo esta técnica vem
sendo substituidos por estudos utilizando marcadores moleculares
microssateélites, mais recentes, que permitem discriminar individuos com maxima
precisao, por serem mais refinados e pelo seu alto poder de transferabilidade

(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

1.3 Estrutura genética das populagdes

As pesquisas em genética de populagdes de peixes tém contribuido para
elucidacao de varias questoes relativas a estruturagdo de populagdes selvagens
ou cultivadas de diversas espécies, da sua origem e suas caracteristicas
peculiares, tais como sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas entre
populagdes, migragdo, tamanhos populacionais, selecdo natural e eventos

histéricos (Sunnucks, 2000).

E fundamental conservar os recursos genéticos de peixes para garantir e
manter a diversidade genética intra e interespecifica, identificando maneiras de
conservagcao e incentivando o estabelecimento de programas de manejo e
monitoramento (Zamparette, 1996). Além disso, o incremento da investigacao
sobre a genética de peixes pode gerar informacgdes de grande importancia em
programas de melhoramento genético das espécies de interesse zootécnico,

promovendo o desenvolvimento da aquicultura (Toledo-Filho et al., 1996).

O estudo da genética de populagdes consiste em compreender a
composi¢cao genética de uma populacédo e as forgas que determinam e alteram
esta composicdo, como por exemplo, 0os processos evolutivos que moldam a

estrutura genética e os processos responsaveis pelo surgimento de divergéncia

11
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genética entre populagdes. Em qualquer espécie, uma grande parte da variagao
genética dentro e entre populagdes surge da existéncia de varios alelos em locos
génicos diferentes. Uma mensuragao fundamental na genética de populagdes € a
frequéncia com a qual os alelos sao encontrados em qualquer loco génico de
interesse. A frequéncia de um determinado alelo em uma populagdo pode ser
alterada por mutagao recorrente, selegao, migracéo ou por efeitos aleatoérios de

amostragem (Griffiths et al., 2002).

A literatura é vasta no que se refere aos estudos voltados a genética de
populagdes, abordando tanto questdes de estrutura genética quanto questdes
filogeograficas. Benites (2008) analisaram a estrutura genética populacional do
Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) espécie de grande interesse econdmico
da Bacia do Alto Paraguai e Parana utilizando marcadores microssatélites. Os
resultados revelaram que ha uma estrutura genética significativa nas onze
populagdes analisadas. Opostamente, a diversidade genética de populagdes de
pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) da bacia do Alto Paraguai
caracterizadas utilizando marcadores microssatélites, revelou que praticamente
nao houve diferenciacdo genética entre as nove populagdes de pacu estudadas,
apresentando uma estruturacdo muito ténue e revelando certa homogeneidade

genética (Suganuma, 2008).

Com relagao a Astyanax altiparanae, Graga e Pavanelli (2002) compararam
espécimes da bacia do Alto rio Parana e da bacia do rio Ilguagu através de
caracteristicas morfolégicas e concluiram que elas pertenciam a mesma espécie,
sendo, portanto, sua distribuicdo geografica bastante ampla. Embora ndo haja
duvidas sobre a fidedignidade dos resultados obtidos em analises deste tipo,

quando se pretende analisar mais profundamente aspectos da estrutura
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populacional e da filogeografia das espécies, os estudos genéticos enfocam um
maior conhecimento das popula¢des naturais e sdao de fundamental importancia,
principalmente no sentido de fornecer subsidios para os programas de manejo,

piscicultura e conservagao biologica deste grupo de peixes.

Diversas razbes podem ser apontadas para demonstrar a necessidade de se
preservar a variabilidade genética de populagdes naturais, entre elas, a perda da
variabilidade pode aumentar a probabilidade de extingdo através de um declinio na
fecundidade e viabilidade; populagbes com baixos niveis de variacdo genética,
sobre as quais a selegao natural pode operar, podem ter oportunidades reduzidas
para futuras adaptagdes frente a mudangas evolutivas; a preservacdo da
variabilidade genética pode ter papel chave na identificacdo das unidades
evolutivas significativas para a conservagéo (Rubin et al., 2001); riscos da extingao
de espécies, em consequéncia das alteragbes antropicas dos recursos hidricos
naturais, como por exemplo a construgcao de reservatorios para geragao de energia

hidrelétrica (Agostinho et al., 2007).

E possivel observar portanto, que quando se adiciona informacdo genética
ao estudo da conservagcao de espécies, o cenario se torna ainda mais
interessante, pois podemos encontrar linhagens evolutivas (algumas
correspondentes a novas espécies) que dificilmente seriam descritas baseados
em outros tipos de dados. Em outras palavras, a diversidade genética nem
sempre acompanha a diversidade morfologica. Dai a importancia de, sempre que
possivel, usar varias informacdes independentes para estudar a diversidade nas
suas diversas formas e niveis. Somente com essa integragdo poderemos
compreender como e quando essa diversidade surgiu e se manteve (Miyaki,

2009).

13



ZAGANINI, Rosdngela Lopes Introducdo

1.4 Marcador molecular Microssatélite

O desenvolvimento da tecnologia da reagédo de polimerase em cadeia (PCR —
Polymerase Chain Reaction), causou uma revolugdo na biologia como ferramenta
poderosa para estudos moleculares, envolvendo grande numero de individuos de
qualquer organismo e permitindo a detecg¢ao de polimorfismos genéticos ao nivel de

DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Um grande numero de marcadores moleculares tém sido utilizados na
identificacdo de populagdes de peixes, na verificagdo de relagdes filogenéticas
entre espécies, na verificacdo da segregacgao reprodutiva entre populagdes isoladas
(Bernatchez et al., 1998), na avaliacdo do fluxo génico (Ferreira e Grattapaglia
1998), na variabilidade (Strecker et al., 2003; Barroso et al., 2005), na estrutura
genética em populagbes naturais (Hatanaka e Galetti, 2003; Spruell et al., 2003) e
ainda no manejo de estoques utilizados na técnica de repovoamento (Sanz et al.,

20086).

Os marcadores moleculares frequentemente utilizados em conservagao
genética incluem DNA fingerprinting, analise do polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP), sequenciamento de genes nucleares e
mitocondriais e genotipagem de diferentes locos nucleares, como microssatélites e
polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados (AFLPs) (Aitken et al.,
2004), fragmentos de DNA amplificados ao acaso (RAPD) e, mais recentemente, os

polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) (Piorski et al., 2008).

Os microssatélites sdo um dos marcadores moleculares mais utilizados
atualmente em estudos de genética de peixes. Também conhecidos como

sequéncias simples repetidas (SSRs - Single Sequence Repeats) ou repeticbes
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curtas em fandem (STRs - Short Tandem Repeats), representam um tipo unico de
sequéncias gendmicas de DNA nao codificante repetidas em ftandem, as quais sao
distribuidas abundantemente pelo genoma eucariético em fungdo da historia da
evolugdo do genoma e dos efeitos da pressdo de selegdo, e demonstram altos
niveis de polimorfismo alélico (Oliveira et al., 2006). Sdo marcadores codominantes,
nos quais as sequéncias repetidas sdao de tamanho relativamente pequeno
(sequéncias curtas de um a seis pb), que podem ser amplificadas facilmente pela
reacao da polimerase em cadeia (PCR) (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Devido ao
alto nivel de polimorfismo, heranga mendeliana e o fato de aparentemente seguirem
um modelo evolucionario simples, os microssatélites tém sido amplamente
utilizados na avaliagédo da diversidade genética (Strecker et al., 2003; Barroso et al.,
2005) e na deteccgao de estruturagcao populacional em diferentes espécies de peixes

(Hatanaka et al., 2006).

As estimativas da taxa de mutacdo de microssatélites em E. coli em sistemas
in vivo sao elevadas (10'2), quando comparadas a taxa de mutacdo de ponto que
ocorre na ordem de 10° e 10" (Hancock, 2000). Varios mecanismos tém sido
sugeridos para explicar a alta taxa de mutacdo dos microssatélites gerando a
variagdo no numero de repeticoes em tandem: erros durante a recombinacgao,
eventos de crossing-over desiguais e deslizamento da DNA polimerase durante a

replicacado ou reparo, entre outros (Oliveira et al., 2006).

Quando sequéncias unicas que flanqueiam um dado microssatélite sao
conhecidas, primers complementares podem ser sintetizados e utilizados como
iniciadores loco-especificos em reacdes de PCR. A deteccido de sequéncias SSR,
via PCR, é feita por meio da técnica de eletroforese utilizando gel de poliacrilamida,

um gel adequando para a separagao de segmentos que diferem por poucos pares
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de bases, e mais recentemente pela técnica de pirosequenciamento descrita por
Margulies et al. (2005). Os produtos de amplificacdo de diferentes individuos,
visualizados apds a eletroforese geralmente diferem em tamanho, em fungao de
serem frequentes na populagao diferengcas no numero de unidades de repeticoes
no loco microssatélite. Cada unidade de microssatélite assim detectada é um loco
polialélico e, em um individuo dipléide, a amplificagdo de um loco resultara em uma
ou duas bandas, respectivamente, dependendo se este € um homozigoto ou

heterozigoto (Fungaro e Vieira, 2001).

Analises moleculares utilizando marcadores microssatélites ja foram
desenvolvidos para inumeras espécies de interesse comercial, como o0 pacu
(Piaractus mesopotamicus) do Pantanal motogrossense (Calcagnotto et al., 2001);
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) do rio Taquari, Mato Grosso do Sul
(Revaldaves et al., 2005); dourado (Salminus brasiliensis) da bacia do rio Parana
(Rueda et al., 2011); jau (Zungaro jahu) da bacia do Parana/Paraguai (Carillo-Avila
et al., 2009); Astyanax altiparanae (Zaganini et al., 2012), pirarara (Phractocephalus
hemioliopterus) da bacia amazdnica (Souza et al., 2012) entre outros. Estes
estudos sdo desenvolvidos ndo sO para peixes neotropicais, mas também em
espécies marinhas como o tubardo azul (Mendonga et al., 2012), e outros grupos
animais como répteis (Zucoloto et al., 2006), aves (Bowie et al., 2012), mamiferos

(Moreno et al., 2006) e vegetais (Pereira et al., 2011; Mori et al., 2012).

Observa-se que esse tipo de marcador molecular tem sido usado
extensivamente em estudos populacionais e evolutivos, pois revelam diferentes
tipos de informacéao e sao eficazes ndo somente na deteccao de diferenciagdo, mas
também na detecgdo de diferentes processos em uma perspectiva ecologica e

evolutiva (Wright e Bentzem, 1995). Seu uso tem revelado diferengas significativas
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mesmo entre populag¢des separadas por pequenas distancias geograficas (Koskien
et al., 2002). E importante ressaltar que uma consideravel dificuldade no uso de
microssatélites € a necessidade de isolar e caracterizar estes marcadores no caso
de nao estarem disponiveis para a espécie em questdo. Mesmo assim, uma vez
disponibilizados, um grande numero de individuos pode ser genotipado
rapidamente para alelos codominantes. Diversos estudos tém demonstrado que a
transferabilidade ou a amplificagdo cruzada (quando os primers sdo desenhados
para uma determinada espécie e usados em outra) € bastante eficiente entre
espécies do mesmo género e até mesmo de géneros diferentes da mesma familia
(Oliveira et al., 2006). Estudos realizados dentro do género Brycon, encontraram
cerca de 89% de sucesso na transferabilidade de locos microssatélites em cinco
espécies relacionadas (Sanches e Galetti 2006). Bem como Barroso et al. (2003)
que obtiveram 100% de sucesso de amplificacao de sete locos microssatélites em
quatro espécies de Brycon relacionadas. Revaldaves et al. (2005) encontraram um
alto nivel de amplificacdo entre espécies de Pimelodidae, porém, apenas alguns

primers mostraram resultados positivos quando testados em outras familias.

A utilizagdo de marcadores desenvolvidos para uma determinada espécie em
especies relacionadas tém sucesso ndo apenas em estudos com peixes, mas
também em outros grupos animais e também em estudos de melhoramento
genético vegetal. Carvalho (2007) verificou a transferabilidade de locos de
microssatélites de arroz para gendtipos de trigo com diferentes niveis de resisténcia
a uma doenga causada por fungo (fusariose) e verificou a existéncia de
polimorfismo entre os gendtipos contrastantes que pudessem ser associados a
caracteristica de resisténcia. Houve transferabilidade de 76,4% desses locos de

microssatélites, no qual 23,8% foram polimérficos. Marques (2009) desenvolveu
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dez marcadores microssatélites para uma espécie de camardo, Litopenaeus
vannamei, que também se mostraram eficientes em cinco outras espécies nativas
da costa brasileira em testes de transferabilidade de locos. Em uma revisao,
Barbara et al. (2007) revelou que para peixes, no caso de testes entre espécies do
mesmo género, a transferabilidade pode chegar a cerca de 70%, decaindo porém,
para 60% em géneros dentro de uma mesma familia, levando-os a concluir que o
sucesso de transferabilidade de locos microssatélites entre espécies parece estar

diretamente ligado as relagdes filogenéticas entre os grupos testados.

1.5 Justificativa

As bacias de drenagem de agua doce séo, por definicdo, em algum ponto do
tempo desconectadas, sendo assim esperado que as populagdes que habitam
essas bacias sejam geneticamente estruturadas. No entanto, as paisagens e os
cursos dos rios mudam através do tempo, e as drenagens adjacentes podem ser
conectadas repetidamente por capturas de cabeceiras ou fusdo de
desembocaduras, enquanto outras drenagens podem permanecer isoladas. Um
efeito dessas conexdes e dissociacbes através do tempo pode resultar em
estruturagdo das populagcbes de peixes que habitam esses sistemas de agua

doce (Avise, 2000).

Segundo Castro (1999), as espécies de pequeno porte multiplicam-se e
diferenciam-se, gerando a fragdo maior da diversidade ictiofaunistica continental
sul-americana. Com isso, este autor propde uma hipotese de que a capacidade
de deslocamento relativamente baixa e limitada das espécies de pequeno porte,

que restringe as suas distribuigdes geogréaficas, pode facilitar a separagao
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geografica de populagcbes, e desta forma favorecer o surgimento de novas
espécies devido ao isolamento geografico. Desta maneira, o uso das informacgdes
genéticas na inferéncia demografica forma a base sdlida para o teste de hipoteses

e enriquece os estudos genéticos, evolutivos e ecoldgicos (Knowles, 2009).

O conhecimento da estrutura populacional de uma espécie de peixe em
particular € fundamental para o estabelecimento de Unidades Evolutivas
Significativas, pode conservar a integridade genética e deve ser usada por
ecologistas no futuro. Assim, os marcadores moleculares sao extremamente uteis
para o desenvolvimento de planos de manejo mais adequados para as

populag¢des naturais de peixes neotropicais (Piorski et al., 2008).

Levando-se em consideracdo a escassez de estudos sobre a estrutura
populacional de A. altiparanae na bacia do Alto rio Parana, baseados em analises
de marcadores moleculares microssatélites, a presente proposta visa elucidar
aspectos da estrutura genética populacional desta importante espécie (Garutti e
Britski, 2000) muito valorizada comercialmente por apresentar grandes vantagens
econdmicas para o cultivo (Meneses, 2006) e cuja importancia ecolégica deve ser
considerada, por se tratar de uma espécie nativa cujos estoques podem ser
reduzidos a partir da introdugdo de espécies predadoras, como por exemplo, a
corvina e o tucunaré, introduzidos em diversos reservatérios do Alto Parana
(Pelicice, 2007; CESP, 1996; Latini e Petrere Jr, 2004) interferindo nos processos
de manutencdo e sobrevivéncia das mesmas (Lowe-Macconnell, 1999). Os
resultados obtidos serdo uteis em futuros estudos de manejo e conservagao de

espeécies.
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1.6 Objetivos

Este trabalho teve como principal objetivo isolar e caracterizar marcadores
microssatélites para Astyanax altiparanae e através da analise dos marcadores
desenvolvidos, verificar a organizagao populacional da espécie nos principais rios

da bacia do Alto Parana. E os objetivos especificos foram:

- Testar a transferabilidade dos marcadores desenvolvidos em espécies

relacionadas;

- Analisar amostras de populagcdes de A. altiparanae capturadas nos
principais rios da bacia do Alto Parana, quantificando a variabilidade genética

dentro e entre as populagdes, através dos indices de diversidade;

- Comparar, através dos indices de diversidade estimados, as populagdes
da bacia do Alto rio Parana, com a finalidade de verificar uma possivel

estruturagcado genética;

- Averiguar se a distribuicdo da diversidade genética pode estar
relacionada com atividades antropicas como a construgdo de reservatorios

artificiais do Alto rio Parana;

A obtencdo desses dados sobre estrutura populacional de A. altiparanae
sera importante para o desenvolvimento de programas de manejo e conservagao

da espécie na bacia do Alto rio Parana.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de coleta das amostras

O sistema do Alto rio Parana no estado de Sao Paulo abrange os maiores
rios do estado (rio Grande, rio Tieté, rio Paranapanema, rio Aguapei, rio do Peixe,
rio Mogi-Guacgu, rio Sapucai, rio Pardo, rio Sdo José dos Dourados e rio

Piracicaba) e uma grande diversidade de peixes (Castro e Menezes, 1998).

Além das espécies de meédio e grande porte, existem também as espécies
de peixes de pequeno porte que habitam, principalmente, os riachos e cabeceiras
associados aos grandes rios da bacia do Alto rio Parana (Castro e Menezes,
1998; Castro et al., 2003, 2004, e 2005). Entre elas, Astyanax altiparanae (Figura
1) considerada como endémica desta bacia onde possui ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo desde a calha de grandes rios até as cabeceiras de riachos

(Garutti e Britski, 2000).

No presente estudo, foram coletadas amostras de A. altiparanae (Figura 1)
em diferentes pontos das principais bacias do Alto rio Parana: lvinhema,
Paranapanema, Tieté e Grande. O mapa ilustrativo com os pontos de coleta esta

representado na Figura 2.
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Figura 1. Representante da espécie em estudo, Astyanax altiparanae.

Oceano Atlantico

Figura 2. Mapa representativo da bacia do Alto rio Parana com a localizagéo dos pontos de coleta.
Localidades: 11: bacia do rio lvinhema; P1 a P5: bacia do rio Paranapanema, T1 a T3: bacia do rio
Tieté e G1 a G4: bacia do rio Grande.

A bacia do Ivinhema tem uma area de 38.200 km?, localizada no Estado de
Mato Grosso do Sul. Seu principal rio, de mesmo nome, constitui um dos
afluentes mais importantes do Alto rio Parana em sua margem direita. Suas

nascentes encontram-se junto a Serra de Maracaju, que corresponde ao divisor
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de aguas das bacias hidrogréficas do rio Parana e Paraguai. E formado pela
confluéncia dos rios Brilhante, Vacaria e Dourados. Considerando a nascente do
rio Dourados, o rio lvinhema apresenta uma extensdo de 595km e possui uma
declividade média de 1,5 x 10“m/km e caracteristica l6tica, com padrao

meandrico.

A bacia do Paranapanema, e seu principal rio, que leva 0 mesmo nome, é
outro importante afluente da margem esquerda do rio Parana. A partir de sua
nascente, na vertente ocidental da Serra de Paranapiacaba, o Paranapanema
percorre uma extensao de cerca de 660 km, com orientagdo geral a noroeste. Ao
longo dessa extensdo apresenta um desnivel de 542 m, e aflui ao rio Parana na
divisa entre os municipios de Rosana (SP) e Marilena (PR). Sua area de
drenagem abrande uma superficie em torno de 109.600 km? (Sampaio, 1944),
estabelecendo a divisa natural entre os Estados de Sao Paulo e Parana ao longo
de 329,9 km, desde a foz do rio Itararé até sua confluéncia com o rio Parana

(Maack, 1981).

O rio Tieté nasce a 840 m de altitude, na cadeia montanhosa da Serra do
Mar, a 25 km da cidade de Salesépolis (SP). Atravessa o estado de Sao Paulo, na
direcao de leste a oeste e desagua no rio Parana, no municipio de Itapura (divisa
entre Sdo Paulo e Mato Grosso). Possui 1.100 km de extensdo, é um rio muito
sinuoso, com uma longa série de corredeiras e cachoeiras, e recebe um grande
numero de afluentes. Em seu trajeto, banha 62 municipios paulistas na qual

encontram-se instaladas diversas usinas hidrelétricas.

A bacia do Grande possui cerca de 145.000 km? de area de drenagem, e
esta localizada entre os Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. O Rio Grande
nasce na Serra da Mantiqueira (MG) a uma altitude aproximada de 1.980 m. A
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partir das cabeceiras seu curso tem o sentido Sudoeste - Nordeste, onde passa a
escoar no sentido Sul - Norte. A partir dai seu curso tem sentido para Noroeste,
sendo mantido até a divisa do municipio de Rifaina (SP) e Sacramento (MG),
onde passa a correr no sentido Leste - Oeste até desaguar no rio Parana. Em sua
extensdo estdo localizadas aproximadamente 13 hidrelétricas (Santos e

Formagio, 2000).

2.2 Coleta das amostras

Foram coletados cerca de 500 exemplares da espécie A. altiparanae nos
rios componentes da bacia hidrografica do Alto Parana, sendo aproximadamente
30 individuos em cada ponto de coleta. As coletas foram realizadas no periodo
compreendido entre os anos de 2010 e 1012, e os apetrechos de pesca utilizados
foram: peneira de malha fina, armadilhas do tipo covo e vara de pescar. Uma
amostra da nadadeira foi retirada com o animal fresco e imediatamente
preservado em etanol 95%. Exemplares representantes da espécie e das
populagdes coletadas foram fixados e depositados na colegdo do LaGenPe
(Laboratério de Genética de Peixes), alocado na Universidade Estadual Paulista,
campus Bauru e na colegao credenciada do Laboratério de Biologia e Genética de

Peixes, alocado na Universidade Estadual Paulista, campus Botucatu.

2.3 Extracédo de DNA e isolamento dos Microssatélites

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo do kit comercial

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), com algumas modificacbes de
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acordo com o tecido utilizado. O protocolo descrito abaixo foi empregado para
extragdo de DNA de tecidos solidos como figado e nadadeira. A integridade e a
quantidade das amostras de DNA foram analisadas através de eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizadas em
transiluminador de luz ultravioleta. Para quantificacdo do DNA foram utilizadas
comparagdes diretas com um marcador padrao de peso molecular e concentragao
conhecidos Low DNA Mass Ladder 100pb (Invitrogen). As amostras de DNA
obtidas estdo armazenadas no LaGenPe (Laboratério de Genética de Peixes) do
Departamento de Ciéncias Biolégicas de Bauru - UNESP, formando um banco de

tecidos para as analises genético-moleculares.

2.3.1 Protocolo de Extragédo de DNA

1 Numerar duas séries de tubos de microcentrifuga (1,5 ml);

2 Retirar uma pequena quantidade de tecido, adicionar nos tubos de

microcentrifuga e colocar na estufa por aproximadamente 10 minutos;
3 Adicionar 600 pl de “Cell Lysis Solution”;
4 Adicionar 5 pl de “Proteinase K” e vortexar;

5 Levar ao banho-maria a 60°C por aproximadamente 2 horas; Esperar voltar a

temperatura ambiente e continuar os procedimentos;

6 Adicionar 3 pl de “RNAse” e colocar no banho-maria a 37°C por 30 minutos.

Esperar voltar a temperatura ambiente e continuar os procedimentos;

7 Adicionar 200 pl de “Protein Precipitation Solution” e misturar rapidamente no

vortex;
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8 Levar ao gelo por 5 minutos;
9 Centrifugar por 4 minutos a 13.000 rpm;

10 Remover o sobrenadante com cuidado e transferi-lo para outro tubo com 600

pI de isopropanol a temperatura ambiente;
11 Inverter os tubos gentilmente até que os filamentos de DNA tornem-se visiveis;

12 Centrifugar por 4 minutos a 13.000 rpm e remover o sobrenadante invertendo

o tubo cuidadosamente;

13 Adicionar 600 pl de etanol 70% (com a ponteira voltada para parede do tubo
para nao soltar o pellet do fundo do tubo). Nao é necessario homogeneizar a

amostra;
14 Centrifugar por 4 minutos a 13.000 rpm;
15 Deixar secar em temperatura ambiente ou na estufa a 37°C, por 1 hora;

16 Adicionar 75 ul de “DNA Rehydration Solution” por 1 hora a 65°C ou 24 horas a

4°C.

Apos a extracdo e purificacdo do DNA das amostras coletadas, foi
construida uma biblioteca enriquecida em microssatélites segundo Billote et al.
(1999), Para isso, foi feita uma digestdo enzimatica do DNA gendémico com a
enzima Rsal; posteriormente foram ligados adaptadores nas extremidades dos
fragmentos de restricdo e realizada uma pré-amplificagdo via PCR, utilizando
Rsa21 como primer, com o seguinte programa: ciclo inicial de 95°C por 4 minutos,
seguido de 20 ciclos de 94°C 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1

minuto e uma extens&o final a 72°C por 8 minutos.
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Apos a pré-amplificagdo os produtos obtidos foram purificados com o Kit
Quiaquick PCR purification (QIAGEN). Posteriormente foi realizada uma selegao
de fragmentos contendo microssatélites através das beads e purificagdo do DNA.
O produto resultante da selecdo de fragmentos foi amplificado para gerar
fragmentos de fita dupla em maior quantidade e essa amplificagdo foi realizada
utilizando o primer Rsa21 em um programa a 95°C por 1 minuto, seguida de 25
ciclos de 94°C por 40 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguida

de uma extenséo final de 72°C por 5 minutos.

Apo6s a amplificagdo, os fragmentos foram clonados com vetor pGEM-T
(Promega) e transformadas em E. coli XL1-Blue. Apds a transformacéo, os clones
obtidos serdo estocados e mantidos em freezer -70°C. Os clones positivos foram
isolados do DNA plasmidial e posteriormente foi realizada uma PCR de
sequenciamento utilizando Big Dye com ciclos de 96°C por 2 minutos, seguido de

26 ciclos de 96°C por 45 segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos.

Apos o sequenciamento foram analisadas as sequéncias obtidas no
programa Chromas, a fim de buscar regides microssatélites. Depois da
identificacdo dos microssatélites de interesse, foram desenhados os primers
utilizando o programa Primer3. Testes para otimizagdo do PCR de primers
microssatélites obtidos foram realizados através de alteracdes nas concentracdes
de DNA, primers, dNTP, e também modificando a temperatura de anelamento e o
tempo de execucdo de cada passo da reacao de PCR, além das quantidades de
produto de PCR a serem aplicadas no gel. Apds a otimizagao das reagdes, foram
realizados testes para detectar microssatélites polimorficos. Para isso, os
produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida 6%. A coloragao foi

feita utilizando-se Nitrato de Prata e os géis foram fotografados e analisados
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utilizando o programa Kodak Digital Science. Os alelos foram determinados
através da comparagao de tamanho com o ladder 10pb (Invitrogen) utilizando-se

o programa Kodak Digital Science.

Uma biblioteca genémica enriquecida em microssatélites [(AC)n e (AG)n]
foi construida possibilitando a aquisicdo de noventa e seis clones positivos, dos
quais quarenta e oito foram sequenciados. Os resultados do sequenciamento
possibilitaram identificar 37 clones (77,08%) que continham sequéncias repetitivas
do tipo microssatélites. No entanto, em apenas 24 locos foram possiveis desenhar
primers para isolamento e amplificacdo destas regides. Estes 24 locos
microssatélites foram testados e 11 apresentaram-se polimérficos (Artigo anexado

no Apéndice 1).

2.4 Amplificacdo dos locos microssatélites e Genotipagem automética em

Analisador de DNA

A etapa seguinte foi a aplicagcdo dos marcadores desenvolvidos, com
objetivo de verificar a composi¢céo da estrutura genética das populagdes de A.
altiparanae. Esta etapa foi realizada durante o periodo de Doutorado-Sanduiche
no Laboratorio de Genética da Faculdade de Veterinaria da Universidade de

Santiago de Compostela, Lugo, Espanha.

A amplificacdo dos locos polimérficos de microssatélite procederam-se a
partir das amostras de DNA gendmico ja extraidos conforme protocolo descrito na
sessao anterior. As amostras foram devidamente quantificadas em Nanodrop

(ND-1000).
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Foram realizados testes de otimizagcdo para a reacdes de amplificacédo
utilizando oligonucleotideos marcados com fluorescéncia para posterior
sequenciamento. Inicialmente, procedeu-se amplificando as regides
microssatélites através de uma reacgao singleplex de volume final 15 pl contendo
as seguintes concentragdes: 1X Taq Buffer; MgCl, 1,5 mM; 100 yM dNTP; 1 uM
de cada primer (Forward e Reverse); ~30 ng of DNA e 0,5 U Taq Polimerase
(Applied Biosystems). Apos a verificagdo da eficacia dos oligonucleotideos
marcados, foram feitos testes de otimizagdo para as reagdes multiplex na qual
foram encontradas duas combinag¢des ideais contendo em cada uma delas
fluorescéncias diferentes (Multiplex A: Asty4-FAM, Asty15-VIC, Asty16-PET e
Asty23-NED e Multiplex B: Asty 12-PET, Asty13-VIC, Asty21-NED, Asty26-FAM

e Asty27-FAM).

A reagdao de multiplex de volume final 10 pl continha as seguintes
concentragdes: 2 uM de mix de primers, marcados com fluorescéncia (FAM, VIC,
PET e NED - Applied Biosystems); 1X Multiplex MasterMix (QIAGEN) e ~30 ng de
DNA. Os produtos gerados pela PCR tanto das reacdes singleplex quanto das
reagcdes multiplex foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando 100 pb DNA Ladder e SYBR Safe™ (Applied Biosystems) e
visualizados em transiluminador de luz branca para averiguagdo da amplificagéo.
Todas as amplificagdes foram feitas em Termociclador Veriti™ (Applied

Biosystems) e os programas utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Condi¢cdes da PCR para as reagdes de Multiplex A (Asty4, Asty15, Asty16 e Asty23) e
Multiplex B (Asty12, Asty13, Asty21, Asty26 e Asty27) com as respectivas temperaturas de
anelamentos ideais para cada conjunto em destaque.

Ciclos Singleplex Multiplex A Multiplex B
1 10 min a 95°C 15 min a 95°C 15 min a 95°C
2 45sa94°C 30sa9%4°C 30sa94°C
3 50sab2°C 1 min 30 s a 55°C 1 min 30 s a 58°C
4 50sa72°C 1mina72°C 1mina72°C
5 34 x (ciclo 2 a 4) 25 x (ciclo 2 a 4) 25 x (ciclo 2 a 4)
6 10 mina 72°C 30 min a 60°C 30 min a 60°C

Posteriormente, os fragmentos amplificados foram genotipados utilizando
Analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems), e a visualizagcdo dos
resultados foi feita através do programa GeneMapper 3.7 Software (Applied
Biosystems). O tamanho dos alelos foi obtido por comparagdo com o marcador
interno GeneScan TM-500Liz® na matriz de analise de sequenciador G5 Matrix
Standard Set DS-33 [6FAMTM, VICTM, NEDTM, PETTM, LIZ®]. Os resultados
foram organizados em planilhas de dados do Excel e submetidas a analise em

programas computacionais.

2.5 Teste de transferabilidade

Foram realizados testes de amplificacdo cruzada em dez espécies
relacionadas (Astyanax paranae, Astyanax bockemanni, Astyanax fasciatus,
Astyanax jacuhiensis, Astyanax abramis, Astyanax shubarti, Astyanax ribeirae,
Salminus maxillosus, Brycon amazonicus e Brycon hilarii). Foram utilizados cinco
exemplares de cada uma das espécies, cedidos pelo Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes da Unesp de Botucatu. O DNA gendmico foi extraido

utilizando kit de purificagdo comercial Wizard Genomic DNA (Promega), seguindo
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o protocolo anteriormente mencionado. A integridade e a quantidade das
amostras de DNA foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio e visualizadas em transiluminador, sob luz
ultravioleta. A reacdo utilizada na amplificagdo dos locos das espécies
relacionadas, bem como a temperatura de anelamento (TA) ideal para cada
espécie esta descrita no artigo ja publicado (Apéndice 1). Com relagdo a
padronizagao da técnica do PCR, foram realizados ensaios variando-se as
quantidades de alguns reagentes da reacao, temperatura de anelamento dos
primers e tempos nos ciclos de amplificagdo no termociclador, na tentativa de

otimizar a técnica.

Apos a amplificacdo, 5ul do produto de PCR foram aplicados em gel de
poliacrilamida 6% adicionados de 2ul de tampao de carregamento (Blue Juice) e
5ul de marcador de peso molecular Ladder 10pb (Invitrogen). As corridas foram
realizadas em cuba de eletroforese usando tampao TBE 1X. Apds a corrida, foi

feita a coloracao do gel utilizando-se Nitrato de Prata, conforme descrito abaixo:

2.5.1 Solugéo Fixadora:

- 15 ml de etanol absoluto
- 1 ml de acido acético
- 0,3 g de nitrato de prata

- Dissolver em 150 ml de agua destilada
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2.5.2 Solugédo Reveladora:
- 10 ml de hidréxido de sédio 30%
- 2 ml de formaldeido

- Completar com agua destilada para 150 ml

2.5.3 Procedimento de Coloracéo:

- Mergulhar o gel na solucéo fixadora, agitar levemente e deixar por 15 minutos;
- Descartar solugao fixadora e lavar o gel brevemente com agua destilada;

- Verter a solugao reveladora no recipiente com o gel e agitar suavemente até que

as bandas aparecam.

Os géis foram fotografados em transiluminador de luz branca. Os alelos
foram determinados através da comparacdo de tamanho com o Ladder 10pb

(Invitrogen) utilizando-se o programa Kodak Digital Science.

2.6 Andlises estatisticas

A analise da estrutura genética de Astyanax altiparanae foi realizada dentro

de cada populagao e entre as populagoes.
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2.6.1 Analise intrapopulacional

Foram calculados o numero de alelos por loco (N,), a heterozigosidade
observada e esperada (Hp, Hg) através do programa Pop100gene (disponivel em
http://www.montpellier.inra.fr/URLB/pop100gene/pop100gene.html), o desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), através do programa GENEPOP 4.0
(Rousset, 2008), coeficiente de endogamia (Fis) e a riqueza alélica (A,) através do
FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001). As frequéncias de alelos nulos para os locos que
apresentaram desvio do equilibrio de Hardy-Weiberg foram calculadas através do
método de Brookfield (1996) utilizando-se o programa MICRO-CHECKER 2.2.1

(van Oosterhout et al., 2004).

2.6.2 Analise interpopulacional

Para investigar a ocorréncia de estruturagao genética entre as populagdes
de A. altiparanae, foi utilizado o indice Fst (Weir e Cockerham, 1984), assumindo
o modelo de alelos infinitos (IAM). Esta medida foi calculada para todos os loci e
para todos os pares de populagdes implementados no programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al., 2005). Suas significancias foram testadas por 1000 permutagdes.
Valores de referéncia foram utilizados para comparar os resultados obtidos,
valores entre 0,00 a 0,05 indica baixa diferenciacdao; 0,05 a 0,15 moderada
diferenciacao; 0,15 a 0,25 alta diferenciacédo e > 0,25, elevada diferenciacao

genética (Wright, 1978).

O programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para
verificar a estrutura populacional. Este programa usa inferéncia Bayesiana para, a

partir dos gendtipos multilocos dos individuos, estimar o numero de populagdes
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que melhor explica os dados, ao mesmo tempo em que os individuos sao
atribuidos as populagdes. O critério para agrupamento em populagdes é o de
minimizar os desequilibrios de Hardy-Weinberg e de ligagado dentro delas. Assim
as populacodes sao definidas pelos dados, sem qualquer inferéncia a priori. Para a
determinacdo do numero de populagdes (K) existentes, utilizou-se o modelo de
ancestralidade misturada (Admixture), com os alelos correlacionados, que permite
a resolugcdo maxima na separagao das populagdes considerando os modelos de K
variando entre 1 e 14, com 20 réplicas cada. Os testes foram realizados por meio
da cadeia de Markov-Monte Carlo (MCMC), com periodos de burn-in de 5.000 e
50.000 réplicas, inicialmente para todas as populagdes como um todo. Apds, o
valor de K mais provavel foi estimado o de acordo com o método proposto por

Evanno et al. (2005).

A correlagdo entre a distancia genética (Fst/(1- Fst) e a distancia
geografica (Km) foi feita através do teste de Mantel (1967), para verificar a
possivel existéncia de padrao de isolamento por distancia (IBD, Wright, 1943).
Esta analise foi implementada no programa IBDWS (Bohonak, 2002) e sua
significancia foi testada com 1000 permutacdes. As distadncias geograficas em
quildbmetros foram estimadas via leito do rio, calculada pelo software Google

Earth.

A analise de variancia molecular (AMOVA) implementada no programa
ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005) foi utilizada para verificar a existéncia de
grupos e a divisao da variancia entre e dentro das populag¢des e sua significancia
testada com 1.000 permutagdes. Essa analise contribui para quantificar o grau de
variabilidade genética encontrada. A variabilidade genética pode estar organizada

de trés maneiras diferentes: i) variabilidade genética n&do estruturada entre
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populagdes (uma s6 populagéo); ii) mesmo nivel de variabilidade genética, mas
organizada entre populagdes e iii) mesma magnitude de variabilidade genética,

mas organizada dentro e entre as populagdes.

Foi realizada a andlise de escalonamento multidimensional (MDS)
utilizando a distancia genética Da (Nei et al., 1983) e confeccionado um grafico
que representa de forma bidimensional a dispersdo das localidades em um
espaco multidimensional. Esta andlise foi feita pelo prgrama IBM® SPSS
Statisctics versdo 20 (IBM® Corp. Released, 2011). Adicionalmente a distancia
genética Da foi utilizada na construgdo de um dendrograma para verificar as
relagbes entre as populagdes, através do programa POPTREE 1.32 (Yeh et al.,

1997), utilizando o método Neighbor-Joining.
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3 RESULTADOS

3.1 Isolamento e caracterizacdo dos locos microssatélites

Os resultados da etapa de isolamento, caracterizagao e transferabilidade
dos locos microssatélites estdo descritos no artigo "Isolation and characterization
of microsatellite loci in the Neotropical fish Astyanax altiparanae (Teleostei:
Characiformes) and cross-species amplification”, publicado na revista Journal of
Genetics (Apéndice 1). Do total de locos polimorficos isolados e caracterizados,
foram selecionados os mais adequados segundo critérios do Laboratério de
Genética da Faculdade de Veterinaria da Universidade de Santiago de
Compostela, Lugo, Espanha, como eficacia dos oligonucleotideos marcados com
fluorescéncia, forma e intensidade dos picos de sequenciamento gerados pelo

Analisador de DNA.

3.2 Andlise intrapopulacional

Foram analisados 419 individuos de 13 localidades distribuidas em rios de
4 bacias hidrograficas do Alto Parana. Do total de individuos genotipados, com
base em oito locos microssatélites, as bacias hidrograficas que apresentaram
maior diversidade genética foram a do rio Tieté, seguida da bacia do rio
Paranapanema, bacia do rio lvinhema e bacia do rio Grande, esta ultima com a

menor diversidade genética encontrada (Tabela 2).
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Na bacia hidrografica do rio lvinhema foi analisada apenas uma
localidade, 11, que apresentou valores de 20,250 para o numero de alelos por

loco, riqueza alélica de 11,938 e 0,877 de diversidade génica.

Na bacia hidrografica do rio Paranapanema, foram analisadas 5
localidades, e a que apresentou maior variabilidade foi P1, cujo numero de
alelos por loco foi 20,125, a riqueza alélica foi de 12,808, e a diversidade
génica foi de 0,889, sendo estes dois ultimos indices os mais altos encontrados
considerando todas as bacias analisadas. A localidade P4 apresentou o menor
numero de alelos por loco (11,375) e P3 a menor riqueza alélica (8,985) e

diversidade génica (0,808).

Na bacia hidrografica do rio Tieté foram analisadas 3 localidades, e T1
foi a que apresentou maior variabilidade, com numero de alelos por loco de
22,125, ressaltando que este foi o maior valor encontrado para este indice em
todas as bacias analisadas, a riqueza alélica desta localidade foi de 12,157 e a
diversidade génica também teve um valor elevado, 0,872. Os menores valores
foram encontrados em T2, riqueza alélica de 10,481 e diversidade génica de
0,852. E a localidade T3 apresentou o menor valor de numero de alelos por

loco (13,125).

A bacia com a menor diversidade foi a do rio Grande. Nesta bacia, a
localidade G4 apresentou os maiores valores de alelos por loco (19,875) e de
riqueza alélica (11,321) e em G3 foi observada a maior diversidade génica
(0,86). A localidade G2 foi a que apresentou os menores valores de numero de
alelos por loco (6,375), riqueza alélica (5,972) e diversidade génica (0,690)

(Tabela 2).
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Assumindo-se o equilibrio de Hardy-Weinberg, foi revelado um desvio
significativo para a maioria das localidades analisadas. Apenas para a
localidade G2 este valor ndo foi significativo. A analise feita pelo Micro-Checker
revelou a presenca de alelos nulos para a maioria das localidades que
apresentaram desequilibrio de Hardy-Weinberg sugerindo déficit de
heterozigotos. Nas localidades P2, T1 e G1, ndo houve registro de alelos nulos,
porém os valores do coeficiente de endogamia Fs foram positivos, assim como
nas demais localidades, sugerindo da mesma maneira o déficit de

heterozigotos (Tabela 2).

Com relagédo aos 8 locos analisados, Asty15 apresentou os maiores
valores de diversidade genética, com média de numero de alelos por loco
27,462, riqueza alélica 19,256, diversidade génica de 0,946 e apenas uma
localidade em desequilibrio de Hardy-Weinberg (G1). E Asty12 foi o loco que
apresentou os menores valores, média do numero de alelos por loco 7,154,
riqueza alélica 6,082, diversidade génica 0,662 e a mesma localidade (G1) em
desequilibrio de Hardy-Weinberg. O loco que apresentou mais localidades em
desequilibrio foi Asty21, que apenas a localidade G2 apresentou-se em
equilibrio, porém o valor do coeficiente de endogamia Fs foi positivo para todas
as localidades. Opostamente, Asty4 e Asty27 apresentaram todas as

localidades em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).
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Alelos exclusivos foram encontrados em todas as localidades e para todos os
locos, como visto na Tabela 4. Os resultados para este indice foram proporcionais
aos valores obtidos de numero de alelos por loco, sendo que a localidade com maior
numero de alelos por loco (T1) foi a que apresentou maior numero de alelos
exclusivos (17), e G2 cujo numero de alelos por loco foi 0 mais baixo de todas as

localidades analisadas, apresentou apenas 1 alelo exclusivo.

Tabela 4. Alelos exclusivos por loco considerando todas as localidades.

11 P1 P2 P3 P4 P5 T1 T2 T3 Gl G2 G3 G4
Asty4 2 - - 1 - 2 2 1 - - - 2 1
Asty12 1 - 1 - - - - - - - - - 1
Asty15 6 3 1 2 1 3 4 1 - 2 - 1 6
Astyle 2 3 1 3 4 2 5 1 4 - 1 - 1
Asty21 1 - 1 - 4 - 1 - - - 1 1
Asty23 - - 1 - - - 3 - - - - - -
Asty26 1 1 1 1 - 1 1 - - 2 - 1 1
Asty27 1 1 1 - - 1 - 2 - 1 -

Total 14 8 7 7 9 10 17 3 6 4 1 6 11

3.3 Andlise interpopulacional

A diferenciacdo genética entre os pares de populagdes de A. altiparanae,
estimada pelo indice Fst, em sua maioria foi baixa. O menor valor encontrado foi
para o par |1 x P1 (0,00148, valor estatisticamente nao significativo) e maior
diferenciacdo foi observada entre P4 x G2 (0,11358, valor estatisticamente
significativo). Apenas os valores obtidos na comparagdo de G2 com todas as
demais, e entre P3 x P4, apresentaram diferenciacdo genética moderada, como

mostrado na Tabela 5.
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A andlise Bayesiana gerada pelo programa STRUCTURE foi realizada para
avaliar os niveis de relagao entre as localidades e a distingdo do numero de clusters
(K), que representam cada uma das populagdes. Para encontrar o valor de K ideal
foi utilizado o método de Evanno et al. (2005). Estes autores delinearam uma
metodologia para a determinagdo do K mais provavel que utiliza o delta K (AK) dos
valores de Ln P(D) gerados pelo programa STRUCTURE. Através desse método
obteve-se K=6 como sendo o numero de populagdes encontradas (Figura 3). Nesta
andlise foi observado que trés localidades aparecem claramente distintas das
demais, P3, P4 e G2, confirmando os valores de moderada estruturacdo genética da
analise pelo indice Fst pareado. Portanto, uma nova analise foi feita com as trés
localidades separadamente, gerando dois novos graficos, grupo 1 composto pelas
dez localidades que nao apresentaram distingao clara entre elas (P1, P2, P5, T1, T2,
T3, G1, G3 e G4) (Figura 4) e grupo 2 composto pelas trés localidades com clara
separagao (P3, P4 e G2) (Figura 4). Utilizando o mesmo método de determinacéo do
valor de K, no grupo 1 obteve-se K=2, porém nao houve divisdo das populacdes
quanto a localidade ou a bacia hidrografica a qual pertencem, ilustrado pela
auséncia de divisao vertical das cores. E no grupo 2, o valor encontrado foi K=3, e
notou-se uma clara divisdo entre as trés localidades representadas pela divisao

vertical das cores.
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Figura 3. Estrutura “bar plot” das localidades, estimada pela andlise bayesiana através do programa
STRUCTURE. Cada uma das cores indica um cluster baseado em semelhangas genotipicas. K=6.

Grupo 1 Grupo 2

1,00 1,00

0,80 0,80
0,60 0,60
0,40 0,40

0,20 0,20

0,00 0,00

11 P1 p2 P5 T1 T2 T3 G1 G3 G4

Figura 4. Estrutura “bar plot’ das localidades dos grupos 1 e 2, estimadas pela analise bayesiana
através do programa STRUCTURE. Cada uma das cores indica um cluster baseado em semelhangas
genotipicas. K=2, grupo 1; K=3, grupo 2.

A correlagéao entre a distadncia genética e a distancia geografica foi testada
através da analise do isolamento por distancia (IBD), verificado pelo teste de Mantel.
O coeficiente de correlagdo obtido entre a distadncia genética [Fst/(1-FsT)] €
geografica (medida em quildbmetros) nao foi significativo (r=0,0796; P=0,2790)
(Figura 5). A analise feita com o grupo 1 apresentou um valor mais elevado do

coeficiente de correlagéo (r=0,0965; P=0,7430) porém nao significativo, o mesmo
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ocorreu no grupo 2, cujo valor foi mais elevado que o apresentado nas duas analises
anteriores (r=0,8406; P=1,0000), mas também sem significancia estatistica. Estes
resultados indicam que n&do ha correlagdo entre distancia genética e distancia
geografica entre as localidades analisadas, mesmo quando de analisa os grupos

separadamente (Figura 6).

r=0,0796
P=0,2790

Figura 5. Isolamento por distancia (IBD) das localidades. Os pontos representam os pares de valores
de distancia genética [Fs1/(1-Fst)] € geografica (Km) entre as localidades.

Grupo 1 Grupo 2

- 0,140 T

0:040 r=0,0965 r=0,8406

0035+  P=0,7430 0131+  P=1,0000

0,030 0122+

0,025 0,113
= 1
o 0,020 — 0,104
pris 5
o &
el < - -
p 0,015 S 0,095
b i

0,010 0,086+

0,005 T 0,077 1T

0,000 0,068
0,005 0,059
-0010t—+—+—F—F—F——F+—F+—+—+— 0,050 S S B ——

-1000 -400 199 799 1399 1999 -1000 -400 199 799 1399 1999

Distancia (Km) Distancia (Km)

Figura 6. Isolamento por distancia (IBD) das localidades do grupo 1 e 2. Os pontos representam os
pares de valores de distancia genética [Fst/(1-Fst)] € geografica (Km) entre as populagdes.
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Resultados

A analise hierarquica de variancia molecular (AMOVA) utilizando o indice Fst

mostrou que a maior parte da variagdo genética das populagdes de A. altiparanae se

encontra dentro das localidades. O mesmo foi observado para os grupos 1 e 2 de

forma crescente, como mostrado na tabela abaixo (Tabela 6). Observou-se uma

aumento na porcentagem de variagao entre bacias no grupo 1 (0,06%) e no grupo 2

(3,55%) em relacdo a todas as localidades juntas, que apresentou valor negativo (-

0,30%). Nas trés analises, os valores de diferenciagdo genética (Fst) dentro das

localidades foram estatisticamente significativo.

Tabela 6. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) das localidades. *P<0,05.

L Componentes da % de indice de
Fonte de Variagéo A L T
Variancia Variacéao Fixacao
Entre Bacias -0,00779 Va -0,30 -0,00299 Fcr
Todas as . *
localidades Dentro das Bacias 0,06880 Vb 2,65 0,02638 Fsc
Dentro das *
Localidades 2,53914 Vc 97,65 0,02346 Fst
Total 2,60015
Entre Bacias 0,00169 Va 0,06 0,00065 Fcr
Dentro das Bacias 0,02935 Vb 1,12 0,01125* Fsc
Grupo 1 Dentro das
Localidades 2,58095 Vc 98,81 0,01189* Fsr
Total 2,61169
Entre Bacias 0,09305 Va 3,55 0,03547 Fcr
Dentro das Bacias 0,15331 Vb 5,84 0,06059* Fsc
Grupo 2 Dentro das
Localidades 2,37648 \VVc 90,61 0,09392* Fst
Total 2,62320

A andlise de escalonamento multidimensional (MDS) da matriz de distancia

Da foi utilizada para ilustrar a relagdo entre as localidades em duas dimensdes. Foi
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observado que as trés localidades da bacia do rio Grande permaneceram em dois

quadrante, as demais localidades ficaram distribuidas em 3 quadrantes (Figura 7). A

analise por grupo, mostrou o mesmo padrao de distribuigdo espacial no grupo 1, e

no grupo 2, as localidades estdo separadas em dois agrupamentos, bacia do

Paranapanema (P3 e P4) e bacia do rio Grande (G2) (Figura 8).

Figura 7. Andlise de escalonamento multidimensional (MDS) a partir da matriz de distancia D, das
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A distdncia genética Dp também foi utilizada para a construgdo de
dendrogramas, os quais foram agrupados pelo método Neighbor-Joining. Os
resultados desta analise estdo em concordancia com os resultados obtido pelo
método analise multidimensional (MDS). Ambas evidenciaram a baixa estruturagao
de forma geral, e uma moderada estruturagdo das localidades do rio Grande. A
analise das localidades como um todo nao apresentou um padrdo de agrupamento
(Figura 9). E nos grupos 1 e 2 houve separagdo das localidades por bacia
hidrografica, apesar de algumas delas permaneceram juntas, como observado no
dendrograma do grupo 1 (Figura 10), na qual verificou-se 2 agrupamentos, um deles
reunindo as localidades da bacia do rio lvinhema, Paranapanema e Tieté, e outro,
reunindo as localidades da bacia do rio Grande. No dendrograma do grupo 2, as
localidades da bacia do rio Paranapanema (P3 e P4) ficaram agrupadas e
separadas da localidade mais distante geograficamente, G2 da bacia do rio Grande,

da mesma maneira como observado na analise MDS.

Figura 9. Dendrograma agrupando todas as localidades. Método Neighbor-Joining (NJ) utilizando a
distancia Da.
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Figura 10. Dendrograma das localidades dos grupos 1 e 2. Método Neighbor-Joining (NJ) utilizando
a distancia Da.
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4 DISCUSSAO

4.1 Analise intrapopulacional

A analise das regides microssatélites nas populagbes de Astyanax
altiparanae da bacia do Alto rio Parana mostraram alta variabilidade genética.
Populagdes naturais normalmente tém niveis altos de variacdo genética, e essa
variagao € introduzida continuamente nas populagdes por diversos fatores como
por exemplo a mutagdo e o cruzamento ao acaso. Além disso, varios cenarios
foram propostos para explicar a manutencdo de uma alta diversidade dentro de
populagdes, incluindo grande tamanho populacional, heterogeneidade ambiental e
caracteristicas intrinsecas a historia de vida da espécie que favorecem o rapido

crescimento populacional (Nei, 1987).

Os valores de diversidade génica encontrados para Astyanax altiparanae
no presente estudo (He=0,690 a He=0,889) foram maiores comparados a outros
estudos feitos com espécies de Astyanax. Peres et al. (2005) analisaram 2
populagdes de A. altiparanae da bacia do Alto rio Parana utilizando aloenzimas e
obtiveram valores de Hg=0,151 a Hg=0,093. A analise da taxonomia bioquimica
de espécies nao identificadas de Astyanax do reservatorio de Segredo, rio Iguagu,
PR, mostraram uma baixa heterozigosidade esperada (Hg=0,097 em Astyanax A,
He=0,082 em Astyanax B e Hg=0,061 em Astyanax C) (Renesto et al., 1997).
Porém, valores de heterozigosidade esperada elevados foram registrados para
outras espécies relacionadas, como por exemplo em populagbes de Brycon
insignis analisadas com marcadores microssatélites que apresentaram uma
heterozigosidade variando de Hg=0,770 a Hg=0,880 em rios da regido Sudeste

brasileira (Matsumoto e Hilsdorf, 2009). A populagéo de Brycon orbignyamus do
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rio Parana também apresentou elevado polimorfismo genético através da analise
de RAPD e DNA mitocondrial (Panarari-Antunes et al., 2011). E possivel que
variagbes quanto aos indices analisados, como a diversidade génica (Hg) por
exemplo, ocorram dependendo da metodologia utilizada. Os microssatélites
demonstram alto grau de polimorfismo quando comparados a outros marcadores
moleculares (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Oliveira et al., 2006), uma das razbes
€ a alta taxa de mutagdo que este tipo de marcador apresenta (Strecker e

Bernatchez, 2003).

A riqueza alélica também foi considerada elevada, o valor médio
encontrado no presente estudo (A=10,693) é alto comparado a outras espécies
relacionadas da bacia do Alto Parana, A.=7,56 para Brycon insignis (Matsumoto e
Hilsdorf, 2009) e A=8,00 para Brycon hilarii (Sanches e Galetti, 2012). Os valores
de riqueza alélica fornecem um dado adicional que confirma o elevado
polimorfismo das populacdes de A. altiparanae. E um critério alternativo de
medida de diversidade genética, e alguns autores tém considerado que este € um
parametro chave em programas de conservagao (e.g. Petit et al., 1998; Notter,

1999; Baker, 2001; Simianer, 2005; Foulley e Ollivier, 2006).

A elevada variabilidade genética encontrada nas populagbes de A.
altiparanae no presente estudo estao relacionadas a diversos fatores, e ndo pode
ser explicada por apenas um deles de forma isolada, e sim por uma longa histoéria
evolutiva de interacdo espécie/ambiente. Os primeiros characiformes surgiram no
final do periodo Cretaceo juntamente com a ictiofauna sul-americana, ha 65
milhdes de anos (Castro et al., 1999). No Brasil, os registros de characiformes
fosseis datam do Mioceno-Oligoceno (35 a 23 milhdes de anos) (Lima et al.,

1985). A composicado da paleoictifauna da bacia do Parana e suas relagoes
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historicas com as formas recentes permitem supor relagdes passadas, entre as
drenagens costeiras, o rio Paraiba do Sul e o Alto rio Tieté (Malabarba, 1998). A
bacia hidrografica do Alto Parana depositada sobre a bacia sedimentar do Parana
(Milani e Ramos, 1998) passou por processos de intenso intemperismo com
deposi¢cao de sedimento e formagdo dos diversos canais da rede hidrografica
(Sallun et al., 2007). Essas alteragdes ocorreram desde o perido Cretaceo
terminando no Quaternario com o soerguimento da Serra do Mar que alterou os
cursos dos rios, formando a complexa rede hidrografica que vemos hoje (Almeida
e Carneiro, 1998). Portanto, em 65 milhdées de anos, um grande numero de
alteragdes geograficas e ecoldgicas ocorreu nos corpos d'agua sul-americanos,
gerando numerosos eventos de vicariancia. Estes, associados a especiagao
alopatrica, possivelmente geraram a fragdo maior da diversidade taxondémica

ictiofaunistica continental sul-americana (Castro et al., 1999).

Apesar dos altos indices de diversidade encontrados, foi observado um
desequilibrio na quantidade de heterozigotos observados em relagdo ao esperado
sob equilibrio de Hardy-Weinberg na maioria das localidades analisadas,
demonstrado pelo teste global de Fisher. A populacao G2 apresentou o menor
numero de alelos e valor ndo significativo para o teste, ou seja, estava em
equilibrio. Segundo alguns autores, o numero de alelos pode estar relacionado ao
equilibrio Hardy-Weinberg, o alto numero de alelos por loco podem induzir o
desvio do equilibrio nas populacbées (Hoarau et al., 2002; Pereira et al., 2009).
Todas as outras populagdes analisadas apresentaram elevado numero de alelos
por loco e desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg. Além disso, a endogamia,
estimada pelo coeficiente Fis, apresentou valores positivos em todas as

populacdes analisadas, e este indice que representa a reducdo da
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heterozigosidade devido a inexisténcia de cruzamentos aleatérios, também pode
ter sido outra possivel causa do desequilibrio. Outros fatores que podem alterar o
equilibrio sdo os artefatos técnicos como ocorréncia de alelos nulos e stuttering
bands, este ultimo ndo detectado no presente estudo através da analise pelo
programa MICRO-CHECKER, entre outros, como o efeito Wahlund e a seleg¢ao de

alelos especificos (Hoarau et al., 2002; Pereira et al., 2009).

Analisando os oito locos utilizados no presente estudo, foram observados
desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05) em alguns locos
em todas as populagdes analisadas. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg é,
entretanto, comum em microssatélites (Alam e Islam, 2005; Carreras-Carbonell et
al., 2006; Chevolot et al., 2006). Os alelos nulos estiveram presentes na maioria
dos locos que apresentaram desvio do equilibrio, portanto, o déficit de
heterozigotos em decorréncia da presenga de nulos pode ter sido a causa dos
desvios. A ocorréncia de alelos nulos também € um problema comum nos estudos
de microssatélites, e pode ser explicado pela baixa eficiéncia da hibridacdo de
primers usados para amplificar o loco, devido a pontos de mutagdo em um ou
mais sitios desses primers (Callen et al., 1993; Dakin e Avise, 2004). Este evento
pode ter ocorrido com os locos Asty16 e Asty21 na qual foi detectada a presenca
de alelos nulos em quase todas as populagdes. Para o loco Asty16, apenas a
populacdo P4 nao apresentou alelos nulos. E para o loco Asty21 apenas a
populacdo G2 nao apresentou alelos nulos. Para estes dois locos em todas as 13
localidades os valores do coeficiente de endogamia (Fs) foram positivos. Estes
fatores podem, portanto, justificar a causa do desequilibrio de Hardy-Weinberg na
maioria das populagbes para os locos Asty16 e Asty21. Ainda sobre o

desequilibrio, analisando o loco Asty26, duas populagdes encontraram-se fora do
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equilibrio, porém sem a presenca de alelos nulos, T2 e G1. Para estas localidades
os valores do coeficiente de endogamia (Fis) foram positivos, chegando a
conclusao de que a causa para o desequilibrio nestas populagdes, analisando o

loco Asty26, pode ser a endogamia.

A quantidade de alelos exclusivos em cada uma das populagdes no geral
foi proporcional ao numero de alelos por loco e consequentemente ao numero de
individuos amostrados na populagédo. A maior amostragem foi conseguida em T1,
nessa localidade foram obtidos 54 individuos, na qual apresentou 17 alelos
exclusivos. Em G1 e G2, onde foram amostrados apenas 16 individuos em cada

localidade, o numero de alelos exclusivos foi menor.

4.2. Analise interpopulacional

A estruturagdo genética avaliada entre os pares de populagdes de
Astyanax altiparanae, através do indice Fst, uma conveniente medida de
diferenciacdo genética amplamente utilizada (Lopes et al., 2007), no geral foi
considerada baixa. Apenas a estruturagao genética encontrada no par P3 x P4 e
entre G2 com todas as demais, foi considerada moderada. Este resulatdo é
corroborado por estudos envolvendo Astyanax, Bradic et al. (2012) analisando
populagdes cavernicolas de Astyanax cujo baixo indice de Fst sugeriu altos niveis
de intercambio alélico verificado pela analise de marcadores microssatélites.
Estudos envolvendo outros marcadores, como RAPD e DNA mitocondrial também
revelaram uma baixa estruturacdo genética em populagdes naturais de A.
altiparanae da bacia do rio Iguacu, Alto rio Parana, devido provavelmente a

presenca de um ancestral comum (Prioli et al., 2002). Leuzzi et al. (2004) que
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analisaram populacbes de diversos reservatérios do Alto Parana através da
técnica de RAPD, e cujos resultados foram similares, justificam a elevada
identidade genética destas populagdes como sendo uma possivel consequéncia
de repovoamento destes reservatorios com peixes de mesma origem.
Opostamente, a avaliagdo da estrutura genética de Astyanax aff. bimaculatus em
duas regides distintas, uma a montante e outra a jusante de uma hidrelétrica no
estado da Bahia, revelou poucas diferengcas morfolégicas e padrbes cariotipicos
semelhantes entre as duas populagdes, contudo, as analises por RAPD e SPAR
realizadas no mesmo estudo diferenciaram as populagdes de forma eficiente, com
indices de estruturagdo populacional significativos. Desta maneira, o referido
trabalho demonstra que a realizacdo de estudos envolvendo diferentes
marcadores € extremamente Util para a identificacdo de estruturas populacionais
em espécies amplamente distribuidas, e para a verificagcdo dos impactos das

atividades humanas sobre as populagdes naturais de peixes.

A analise Bayesiana revelou fraca estruturagdo populacional nas 13
localidades de A. altiparanae analisadas pelo programa STRUCTURE, como
mostrado na Figura 3. Os valores obtidos para o parametro "admixture" mostrou
que as 13 localidades séo distinguidas em 6 clusters (K=6). Porém, 3 localidades
apareceram bem distinguidas, P3, P4 e G2, as quais foram analisadas
posteriormente separadas das demais. Uma nova analise Bayesiana feita com as
10 localidades que apresentaram fraca estruturacdo na primeira analise,
confirmou o resultado separando as populagdes em apenas 2 clusters. O
resultado obtido com esta analise deixa claro a possibilidade da agao antropica
sobre a estruturacdo das populagcdes de A. altiparanae da bacia do Alto rio

Parana, ja que se trata de uma espécie muito utilizada como isca na atividade
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pesqueira e também por se tratar de uma espécie migradora de pequenas
distancias (Castro et al., 2003; 2004; 2005). Analisando regides tdo distantes
geograficamente, se esperaria uma estruturagcdo ao menos das populagdes mais
afastadas entre si. A falta de estruturagdao genética normalmente é observada em
espécie migradoras, como por exemplo em populagbes naturais de pacu
(Piaractus mesopotamicus) da bacia do Alto Paraguai caracterizadas utilizando
marcadores microssatélites, cujo resultado revelou que praticamente néo houve
diferenciagao genética entre as nove populag¢des estudadas, apresentando uma
estruturagdo muito ténue e revelando certa homogeneidade genética, devido a
grande amplitude migratéria e as caracteristicas relacionadas a origem e historia

do Pantanal Matogrossense (Suganuma, 2008).

As regides de coleta das trés localidades (P3, P4 e G2) claramente
delimitadas pela analise no STRUCTURE apresentam caracteristicas peculiares
as quais é importante abordar. Sdo locais com isolamento geografico consideravel
onde o curso do rio foi severamente alterado por barreiras impostas pelo homem
dificultando a passagem dos peixes. A localidade P3 abriga uma populacao de A.
altiparanae que possui a migragdo extremamente dificultada por canais
escavados ao longo do tributario que desagua no reservatério de Capivara, rio
Paranapanema. Tais canais foram feitos para fins de irrigagdo de plantagdes. A
localidade P4 se encontra em uma regiao que anteriormente tinha conexao com a
calha do reservatério de Capivara e hoje é parcialmente isolada, devido a uma
estrada construida sobre o reservatério ha aproximadamente 40 anos, a Unica

comunicacao é feita por tubulagdes.

E a localidade G2 abriga uma populagdo também isolada em uma area

represada ha aproximadamente 25 anos para abastecimento de tanques de
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piscicultura no Centro de Aquicultura da UNESP de Jaboticabal (CAUNESP). O
curso do pequeno tributario represado drena em direcdo ao rio Mogi-Guagu,
porém, dificultando severamente a passagem de peixes. Esta localidade foi a que
apresentou o menor numero de alelos (N;=6,375) e a menor diversidade génica
(He=0,690). Estes valores podem ter sido consequéncia do baixo numero
amostral coletado nesta localidade (16 individuos) e/ou do isolamento a qual esta

populagao esta submetida.

Os fatores que determinam o isolamento genético de uma determinada
populacdo dependem de forgas evolutivas, como selegao natural, fluxo génico,
deriva genética, mutagcdes e o tempo viavel para que estes processos ocorram
(Chakraborty e Leimar, 1987). A deriva genética parece ser uma forgca evolutiva

que esta agindo sobre as populag¢des nas localidades P3, P4 e G2.

Com o passar das geragoes estas populagcdes poderao sentir os efeitos da
endogamia e ter seu pool génico extremamente reduzido. Segundo Dias et al.
(2005), entre as caracteristicas mais relevantes de A. altiparanae na colonizagéo
bem sucedida dos reservatorios esta a ampla distribuicdo geografica, a habilidade
em ocupar e se reproduzir em ambientes |énticos e a flexibilidade alimentar.
Também é observado que o fechamento de um reservatorio tropical durante a
reproducdo pode ter impacto positivo nas primeiras desovas, dado que o
processo de enchimento simula uma grande inundagéo natural. Em contrapartida,
estudos sobre a estrutura populacional e a variabilidade genética de Astyanax
através de marcadores morfolégicos e cromossémicos, mostram que em regides
também isoladas do rio Tibagi, PR, caracterizadas por pogos profundos
escavados naturalmente a partir de rochas de arenito pela agdo da agua no lencol

freatico e ligados por pequenas fissuras nas rochas que drenam para o rio,
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indicam que este interessante modelo de populagdo fechada mostra evidencias
de depressao endogamica e perda de heterozigosidade devido a condigdes

particulares observadas nesses ambientes (Gross et al., 2004).

Em ambientes naturais se espera que quanto mais distanciadas
geograficamente, mais diferentes sejam as populagdes em termos de base
genética. Populagdes naturais frequentemente ndo mantém panmixia, ou seja, a
probabilidade de reprodugcdo ndo € sempre a mesma, € depende de fatores
biolégicos e geograficos (Solé-Cava e Cunha, 2012). A auséncia de panmixia
provoca uma estruturacao (subdivisao) das populagdes, e segundo Wright (1978)
€ possivel observar trés tipos principais de estruturacdo de populagdes: i) Modelo
de ilhas; ii) Modelo passo-a-passo (stepping stones) e iii) Isolamento por
distancia (IBD), em que o fator principal para a diferenciagcao é a limitacdo da
dispersdo em funcdo da distancia geografica. Este ultimo tipo de estruturacéo,
testado no presente estudo n&o indicou uma associagao direta entre distancia
genética e distancia geografica (Km), mostrando que o isolamento por distancia
nao € um fator significativo na estruturagdo das populagdes de A. atiparanae da
bacia do Alto rio Parana. A falta de correlacao entre a divergéncia genética das
localidades estudadas e a distancia geografica pode ter ocorrido provavelmente
em decorréncia da acdo antropica que interferiu na distribuicdo das populagdes

de A. altiparanae na bacia do Alto rio Parana.

Uma das agdes antrépicas que pode ter contribuido para a desestruturacéo
das populacdées de A. altiparanae, é a soltura sem controle de individuos
utilizados como isca viva na pesca esportiva. Os pescadores costumam viajar em
busca de rios piscosos e limpos onde podem pescar uma boa variedade de

espécies. A isca viva é portanto, comprada em estacdes de piscicultura as vezes
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muito distantes do local da pesca. Considerando a elevada capacidade que A.
altiparanae possui em se reproduzir nos mais diversos ambientes da bacia do
Parana, apenas alguns casais sao suficientes para que uma nova populagao se

estabelega no local e troque material genético com a populagéao residente.

Além da questdo da soltura de iscas vivas, outro fator que pode ter
interferido de maneira significativa na estruturacdo das populagdes foram as
acdes de manejo tomadas durante a construcdo das diversas hidrelétricas da
bacia do Alto rio Parana. Ao longo do século XX, a construgdao de reservatorios
nos rios brasileiros foi acompanhada pela ado¢do de uma série de acbes de
manejo, com énfase na pesca. Entretanto, as agdes implementadas pelo setor
elétrico com o objetivo de minimizar os impactos dos represamentos, preservar
estoques pesqueiros ou aumentar o rendimento da pesca em seus reservatorios

podem ser, até agora, consideradas malsucedidas, exceto em casos esporadicos.

Nos reservatorios do Alto rio Parana, os programas de repovoamento vém
sendo executados desde a década de 1970, tendo sido utilizadas mais de 25
espécies de peixes, nativas ou nao. O primeiro Codigo de Pesca do Brasil

(Decreto-Lei N.° 794 de 19/10/1938) ja previa que,

"As represas dos rios, ribeirbes e coOrregos devem ter, como
complemento obrigatério, obras que permitam a conservagao da fauna
fluvial, seja facilitando a passagem de peixes, seja instalando estagbes

de piscicultura".

Essas estacbdes tinham como finalidade a obtencdo de alevinos para o
repovoamento. As agdes de repovoamento ganharam impulso apés a divulgagao

de documentos legais que prescreviam que,
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"O proprietario ou concessionario de represa em cursos de agua, além
de outras disposigbes legais, € obrigado a tomar medidas de protegcédo a

fauna".

E a melhor alternativa encontrada foi o repovoamento e, por isso, houve a
exigéncia para que as concessionarias hidrelétricas instalassem em cada sub-
bacia pelo menos uma estagédo produtora de alevinos (Alzuguir, 1994; Agostinho
et al., 2004). A CESP, concessionaria responsavel pela construgdo das
hidrelétricas da bacia do Alto rio Parana, no inicio das obras (década de 1970)
mantinha estagdes de piscicultura em Jupia, rio Parana e Paraibuna, rio Paraiba
do Sul, estas duas inicialmente eram responsaveis pelo fornecimento de alevinos
para repovoamento dos diversos reservatorios recém construidos da bacia do Alto
rio Parana (CESP, 2013). Naquela época nao havia informagbes sobre os
estoques da fauna nativa, e a escolha da espécie-alvo de repovoamento era
baseada nas facilidades de obtencdo e na disponibilidade de alevinos, e cuja
meta era apenas a quantidade a ser estocada. Atualmente, essas estagdes estao
envolvidas com a producdo de alevinos de espécies nativas e/ou se tornaram

estruturas de apoio a projetos ambientais.

Vermulm et al. (2001) avaliaram o rendimento pesqueiro comercial no
periodo de 1994 a 1999 nos trechos paulistas dos rios Grande, Paranapanema e
Parana, incluindo regides represadas e Iéticas, e o predominio nos desembarques
foi da corvina (Plagioscion squamosissimus), mandi (Pimelodus maculatus) e
curimba (Prochiodus lineatus), Astyanax spp., traira (Hoplias malabaricus) e
peixe-cadela (Galeocharax knerii). No reservatorio de Furnas, rio Grande, o
lambari (Astyanax altiparanae) representou 70% das capturas em biomassa.

Mesmo se tratando de espécies nativas, a liberagdo inadvertida e em grandes
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quantidades pode levar a progressiva degeneragédo genética (Hindar et al., 1991;
Vieira e Pompeu, 2001), sendo essa ocorréncia tdo impactante quanto a
introducdo de um piscivoro voraz ou a degradagdo da qualidade da agua. A
degradagao genética tem uma série agravante: ela ndo produz efeitos visiveis a
olho nu, e somente técnicas e andlises especificas podem quantificar tais efeitos.
Quando suas consequéncias sao detectadas, a situacdo pode nao ser mais

reversivel.

A analise molecular da varidncia (AMOVA) calculada com o indice Fsr
evidenciou que a maior diversidade genética encontra-se dentro das populagdes e
nao entre elas ou entre bacias hidrograficas. Esta caracteristica se fez presente
tanto na analise de todas as 13 populag¢des, quanto nas analises que as separou
em dois grupos, o grupo 1 (dez populagdes) e grupo 2 (trés populacgdes). A
analise de todas as populagbes e a do grupo 1 revelaram baixa diferenciagao
genética. E no grupo 2, representado pelas trés populagbes em um possivel
processo de deriva genética, foi detectada uma moderada diferenciagcao genética,
igualmente demonstrado pela analise entre os pares de populagdes utilizando o
mesmo indice. Segundo Hartl e Clarck (2007), de forma natural, muitos

organismos agregam-se de diferentes maneiras dentro de uma populacéao.

Ambientes naturais geralmente sdo fragmentados em areas favoraveis e
desfavoraveis, sendo que ao longo do tempo mesmo areas uniformemente
favoraveis podem ser fragmentadas por diferentes ameagas naturais ou
antropicas, o que foi observado nos ambientes onde as amostras foram coletadas
e em geral na bacia do Alto rio Parana. Uma maior diversidade genética dentro
das populagdes e nao entre elas é comum, e observada em diferentes espécies,

como Pseudoplatystoma reticulatum (Abreu et al., 2009); Salmonideos do Canada
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(Gomez-Uchida et al., 2009); truta marrom Salmo trutta da Suécia (Carlsson e
Nilsson, 2000); pirarucu Arapaima gigas da Amazobnia brasileira (Araripe et al.,
2013) e da espécie exclusivamente oceénica Hoplostethus atlanticus (Varela et

al., 2013).

Através da analise de escala multidimensional (MDS) foi possivel ilustrar as
relagdes entre as 13 populagdes, revelando que ndo ha um padrao de distribuicao
geografico de A. altiparanae na bacia do Alto Parana. Entretanto, a analise das
localidades separadas entre os grupos 1 e 2, mostrou uma distribuicao sutil das
populagdes, conforme a bacia hidrografica a qual pertencem, no grupo 2 por
exemplo as localidades das bacias do Paranapanema ficaram agrupadas em dois
quadrantes de uma dimenséo, e a localidades da bacia do rio Grande nos outros
dois quadrantes. Portanto, foi possivel verificar que ha pouca relagdo entre a
distribuicdo das localidades e a bacia hidrografica, provavelmente por
consequéncia da interferéncia humana, resultado concordante com Leuzzi et al.
(2004) ja referido, que supdem que em algum tempo os dois reservatorios do rio
Paranapanema por eles estudados, foram repovoados com alevinos de A.

altiparanae de mesma origem.

E interessante ressaltar que no presente estudo, a quantidade de areas
amostradas foi bem maior com relagdo a quantidade amostrada no estudo de
Leuzzi e colaboradores acima citado, abrangendo diversos reservatérios e
tributarios ao longo da bacia do Alto Parana. Adicionalmente, o dendrograma
elaborado com a medida de distancia genética Da corrobora os resultados da
analise multidimensional e revela uma baixa diferenciacdo entre as populacdes no
geral, e sem um padrdao de distribuicdo conforme a bacia, porém, quando

analisadas em grupos distintos, observa-se no grupo 1, dois agrupamentos, um
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formado pelas bacias Ivinhema, Paranapanema e Tieté e outro formado pela
bacia do rio Grande, e para o segundo grupo, as duas localidades do rio

Paranapanema separadas da localidade do rio Grande.

De acordo com Garutti (1995), o género Astyanax possui uma distribuigao
compartimentalizada, sugerindo certo grau de endemismo, ou seja, ha diferencas
dentro e entre as bacias e no presente estudo essa caracteristica nao foi
observada, com base nos resultados apresentados até o momento. E somado ao
longo historico sobre cultivo e repovoamento desta espécie, é possivel concluir
que no geral as populagdes de A. altiparanae da bacia do Alto Parana possuem
uma alta variabilidade genética, provavelmente por consequéncia da historia
evolutiva, das caracteristicas intrinsecas, versatilidade ambiental e a capacidade
de ocupar os mais diversos habitats; e uma baixa estruturagcdo genética, ao
contrario do que se esperaria por se tratar de uma espécie de pequeno porte que
migra pequenas distancias, provavelmente em decorréncia da acado antrdpica,
que causou uma mistura nos estoques, desde o inicio das construgdes das
hidrelétricas ha mais de 40 anos atras e ainda hoje devido a utilizagdo desta

especie na pesca esportiva como isca viva.

O conhecimento do componente genético da biodiversidade é fundamental,
pois € a variagao genética que fornece o material basico para a selegéo natural e,
portanto, para a evolugcédo de todas as espécies (Allcock et al., 1995). O objetivo
central da genética aplicada a conservagéo € o uso de marcadores moleculares
no estudo das estruturas populacionais e sua interpretagao ecoldgica e evolutiva
para ajudar a minimizar os danos causados pelas atividades humanas nas
populacdes das espécies tanto daquelas exploradas comercialmente como das

espécies ja ameagadas de extingdo (Solé-Cava e Cunha, 2012).
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O custo da protecao de uma area, através da demarcacao e fiscalizacédo de
parques nacionais, €, em geral, muito menor do que tentar manter e reproduzir
em cativeiro cada uma das espécies daquela area uma vez que estejam
ameacgadas (Adam e Carwardine, 1990; Solé-Cava, 1993). Estudos genéticos
podem ser uteis também na sugestdao de politicas de preservacdo em seus
estagios iniciais e mais simples, como na determinacdo de estruturas
populacionais e na analise filogeografica. A ciéncia tem sido usada mais
frequentemente no estudo de espécies com populagées ja muito reduzidas,
muitas vezes em fase terminal. A genética certamente é instrumento poderoso
nesses estudos, juntamente com a ecologia. Mas a prevencédo do processo de
extingcdo por meio da protecdo ambiental seria um uso mais inteligente dos
recursos. Lamentavelmente, a preocupagéo com a recuperagao, nao sé no Brasil,
mas na maioria dos paises, vem somente apos a catastrofe (Solé-Cava e Cunha,
2012).

Segundo Agostinho et al. (2007) em algumas bacias hidrograficas, como a
do rio Parana, poucos trechos de rio permanecem sem a influéncia de
represamentos, preservando suas caracteristicas loticas originais. As perdas na
biodiversidade local e as alteragdes impostas no funcionamento dos ecossistemas
sao fendbmenos cada vez mais compreensiveis e a implementacdo de medidas

atenuadoras de impactos é agora uma exigéncia ética fundamental.

Nesse contexto, os dados obtidos no presente estudo, demonstraram que a
acao antropica pode ter sido um fator relevante responsavel pela falta de
estruturagdo observada nas populacdes de A. altiparanae provenientes da bacia
do Alto rio Paranda, tanto pelo repovoamento dos diversos reservatérios com

individuos de mesma origem, como pela liberagdo sem qualquer controle durante
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a pesca esportiva, causando uma mistura nos estoques. Apesar disso, a alta
variabilidade genética encontrada, é fator de extrema importancia, que facilita a
elaboracdo de planos de manejo e conservagao desta espécie, ja que a alta
variabilidade foi observada em todas a bacias hidrograficas do Alto Parana

amostradas.

O manejo, ndo apenas conservacionista, mas também o reprodutivo
adequado voltado a produgdo e comercializagdo de alevinos, pode ser
incrementado com os resultados aqui encontrados, no sentido de obter
reprodutores com uma maior variabilidade genética, ja que A. altiparanae é
considerada uma opgao interessante para piscicultura brasileira. Adicionalmente,
os marcadores desenvolvidos podem ser utilizados no estudo da diversidade
genética de espécies relacionadas, reduzindo custos e maximizando o tempo com

a obtencgao de resultados.
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5 CONCLUSAO

Com os dados obtidos no presente estudo foi possivel destacar uma série
de conclusdes, que demonstram a importancia da utilizagdo de marcadores
moleculares microssatélites na analise populacional de espécies nativas e de
interesse comercial, como Astyanax altiparanae, bem como a transferabilidade

dos marcadores desenvolvidos para espécies relacionadas.

v' Os marcadores desenvolvidos para A. altiparanae mostraram-se altamente
polimorficos e eficientes na analise da variabilidade e estrutura genética de

13 populagdes da bacia do Alto rio Parana;

v' Tais marcadores foram eficientes na transferabilidade para espécies do
mesmo género. Isso facilita os estudos em outras espécies, reduzindo
custos e maximizando o tempo com a obtencédo de resultados, uma vez

que os marcadores ja estejam desenvolvidos;

v' As populagbes de A. altiparanae apresentaram uma elevada variabilidade
genética na bacia do Alto rio Parana, devido a fatores intrinsecos a espécie

e também a caracteristicas de heterogeneidade ambiental,

v" No geral, ndo foi detectada estruturagdo genética, e a distribuicdo das
populagdes foi relacionada com a atividade antrépica que por varios anos
vem misturando os estoques, por razdes de repovoamento apods a

construcao de hidrelétricas e por liberacao indiscriminada de individuos em
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locais distantes de sua origem durante a pesca esportiva, largamente

praticada nos rios da bacia do Alto Parana;

v As populacbes P3, P4, e G2 apresentaram diferenciagcdo genética
moderada, provavelmente pelo fato de essas trés localidades apresentam
um elevado grau de isolamento geografico, mostrando-se mais

estruturadas em relagao as demais localidades;

v' As informagdes sobre a variabilidade genética encontradas neste estudo
poderdo contribuir de maneira significativa na elaboragcdo de planos de
manejo e conservagao de A. altiparanae, além de fornecer embasamento
cientifico a producao desta espécie em pisciculturas, e de maneira geral a

aquicultura brasileira.
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Introduction

We isolated and characterized 11 polymorphic microsatellite
loci from the Neotropical fish Astyanax altiparanae, consid-
ered of economic interest, whose stocks have been seriously
endangered by the introduction of predatory fishes. The anal-
yses in a population of 33 specimens detected a large number
of alleles (ranging from 4 to 11) and high levels of heterozy-
gosity (0.64-0.88) at these loci, indicating their usefulness in
population genetic studies. Cross-species amplification was
successful only in species of Astyanax, 43% of which were
polymorphic.

The Characiformes constitute one of the dominant and
more diverse orders among tropical fishes, with more than
1800 species, among which the family Characidae is the
most diverse, with species spread throughout the Neotropical
region. However, the interrelationships among the Characi-
dae are poorly known (Reis et al. 2003) and remain under
discussion (Javonillo et al. 2010; Mirande 2010).

The genus Astyanax (Characiformes, Characidae) com-
prises 163 described species (Froese and Paulay 2010), and
its systematics are very complex and several studies have
currently shown that the genus needs to be more thoroughly
characterized. A. altiparanae, encountered along the south
and southeast Brazilian rivers, was formerly included in the
complex ‘A. bimaculatus’ (Garutti and Britski 2000), which
is widely distributed in South America. 4. altiparanae is
of great economic interest, also being utilized as bait in

*For correspondence. E-mail: fpforesti@fc.unesp.br.

sport fishing and in aquaculture programmes (Garutti and
Britski 2000; Porto-Foresti et al. 2010). However, the stocks
of this species are seriously endangered by introduced preda-
tory fishes, such as tucunaré (Cichla spp.) and corvina (Pla-
gioscion squamossissimus) (Agostinho et al. 2007).

Many molecular markers have been frequently used for
the Astyanax species (Prioli et al. 2002; Leuzzi et al. 2004;
Peres et al. 2005). However, there are no microsatellite data
available for this group. These markers can be valuable tools
to investigate genetic variability, with applications to conser-
vation and population genetics (Oliveira et al. 2006). Their
use in stock characterization of A. altiparanae may have
practical implications for fisheries, fish farming, and con-
servation biology. We describe the isolation and character-
ization of 11 novel microsatellite loci from A. altiparanae,
and their cross-amplification for potential utility in studies of
additional species.

Materials and methods

A microsatellite-enriched genomic library was obtained for
A. altiparanae following the protocol described by Billotte
et al. (1999). Genomic DNA was extracted using the com-
mercial Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega,
Sao Paulo, Brazil). The total DNA was digested with Rsal
and enriched in (AC), and (AG), repeats. Enriched frag-
ments were amplified by polymerase chain reaction (PCR)
and then linked into a pGEM vector (Promega) and trans-
formed into competent XL 1-blue Escherichia coli cells. Pos-
itive colonies were tested by PCR to confirm the presence

Keywords. molecular markers; fish conservation; aquaculture; polymorphic DNA.
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of inserts. Selected recombinant colonies were sequenced
using the primers T7 (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-
3’) and SP6 (5'-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3') and the
BigDye Terminator kit (Applied Biosystems, Sdo Paulo,
Brazil), and electrophoresed on an ABI Prism 377 automated
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA). Flank-
ing primers were designed with Primer3 software (Rozen and
Skaletsky 2000).

Results and discussion

We isolated and sequenced a total of 48 positive colonies,
resulting in 25 good quality flanking sequences. The selected
sequences were used to characterize a sample of 33
A. altiparanae specimens, collected in the Batalha river
(22°6'40.92"S, 49°16'5.81”"W), Brazil, and tested in five
individuals of the species Salminus brasiliensis, Brycon
amazonicus, Brycon hilarii, A. fasciatus, A. bockmanni,
A. paranae, A. abramis, A. schubarti, A. ribeirae and A.
Jjacuhiensis. PCR was performed in 20 uL reaction volume
containing approximately 10.9 uL H,O miliQ, 2.75 uL PCR
buffer 10x, 1.25 uL MgCl, 50 mM, 1.5 uL dNTP 1.25 mM
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 1 uL of each primer
10 uM, 0.1 uL Tag DNA polymerase (Invitrogen) SU/uL
and 1.5 uL of genomic DNA. The conditions for amplifi-
cation were 5 min at 95°C followed by 35 cycles of 30 s
at 95°C, 30 s at the annealing temperature (see table 1),
5 s at 72°C, and a final extension time of 5 min at 72°C.
The amplification products were separated in 6% denaturing

polyacrylamide gel and visualized by silver nitrate staining,
photographed, and analysed using the Kodak Digital Science
program Eastman Kodak Company, Rochester, USA. Allele
scoring was done using the 10-bp DNA Ladder (Invitrogen,
Sao Paulo, Brazil) as size standard.

Among the 25 tested primer pairs, 11 loci were highly
polymorphic (GenBank accession numbers JQ246359 to
JQ246369). The allele number varied from 4 (Astyl2) to
11 (Asty21) by locus; the value of expected heterozygos-
ity varied from 0.64 (Astyl2) to 0.88 (Astyl3), and three
loci showed deviation from the Hardy—Weinberg equilibrium
(HWE) (P < 0.01) (table 1). They were calculated using
GENALEX v6.1 software (Peakall and Smouse 2007). Pair-
wise tests for linkage disequilibrium among loci were calcu-
lated using GENEPOP 3.3 package (Raymond and Rousset
1995), and were nonsignificant. Micro-Checker (Van Ooster-
hout et al. 2004) was used to verify possible causes of HWE
departures, and the analysis showed no evidence of stutter-
ing, allelic dropout, or null alleles as a possible cause of
HWE departures.

Cross-species amplification was investigated in 10 addi-
tional species of the same family (table 2). All 11 primers
analysed revealed a high level (89%) of cross-amplification
in species of Astyanax, 43% of which were polymorphic.
On the other hand, with noncongeneric species (Salminus
brasiliensis, Brycon amazonicus and B. hilarii), the cross-
amplification did not show positive results. Barbara ez al.
(2007) revealed that the transferability for fish species can
be around 70% in congeners, lowering to 60% among

Table 1. Description of microsatellite loci and primer sequences in Astyanax altiparanae.

Primer sequence (5-3") Repeat motif Lenght (bp) 7.(°C) n A4 H, H. Fig

Asty 4 GGTCACTGGAGGACAGATGTT (AC)17 200 53 31 5 0.852 0.754 —0,129
GGCATGTGCTTGAATGGA

Asty 11 TAAATCTATAAAGTCACCAT (AO)12 151 50 32 9 0.630 0.837 0,248
TTTGTTTTTCTGCCGCTGTTT

Asty 12 AGACACAATCAGCCGCCGAAATG (GT)s 163 58 25 4 0.742 0.638 —0,162
ATCCCCTCTCCACAACCCAACACA

Asty 13 AAATGGGTGCAAGCAACG (GT)s 160 58 25 10 0.563 0877 0,359*
TGCCTGTCTGTAAGCATGTG

Asty 15 CAACTTTTACTTAAAACCTGC (AC)17 —(CT)e 212 50 33 6 0.500 0.773  0,353*
ATGGGTCTTTACTGCTGAATGTAT

Asty 16  AAAGTAAAGGGCATCTGTGGAGAA (AO)10 165 52 32 8 0.769  0.860 0,106
AGAGGGCATCATTGTACATTTTTG

Asty 21  TTTATGGGGACCGTGAGATGTGC (CA)9 150 57 24 11 0.500 0.852 0413*
CAGGGGCAGCGGTGATACCT

Asty 23 TCAATGGAACCTATGGACAAC (CA)12 160 52 30 6 0.600 0.743 0,193
GTGGGAAGTAGCCTAATAAATA

Asty 24 AGACCAAACACTAGGGCTCAG (GT)9 139 52 32 7 0.677 0.800 0,153
TTCGTCAATCTTCTTTCACTCTT

Asty 26 CCCATTGATCCTGCCTCTAA (GT)s 190 58 25 8 0.654 0.856 0,236
CAGTCCTGACACAGAGAT

Asty 27  GCATTGTTCAGGTTGGGTCT (GT)s 150 58 25 9 0.667 0.809 0,176

AAACGTGGTGAGAGGGAGTG

Intrapopulational analysis: 75, annealing temperature; n, number of individuals; A4, allele number; H,, observed heterozygosity; He,
expected heterozygosity; Fjs, endogamy index. *Loci that displayed significant deviations from Hardy—Weinberg equilibrium (P < 0.01).
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Table 2. Cross-amplification of the 11 polymorphic loci in seven species of Astyanax and three others species of Characidae.

Primer - Asty
Species 4 11 12 13 15 16 21 23 24 26 27
Astyanax paranae P M P M P M P M P M M
A. bockmanni - P P - P M P P P P M
A. fasciatus - P P P P P P P P P M
A. jacuhiensis P P P P P P P P P P P
A. abramis M P M P - M M P P P M
A. schubarti M P P - - M M P M M M
A. ribeirae M P P P - M P P P P M
S. brasiliensis M - M - M M M M M M -
B. amazonicus M — M M M M M M M M M
B. hilarii M M M M M M M M M M

P, polymorphic; M, monomorphic; —, no amplification.

genera of the same family, which showed that the success of
transferability of microsatellite loci were directly linked to
phylogenetic relationship between the groups tested.

Astyanax spp. represent an excellent model group for
studies of evolutionary mechanisms (Langecker et al. 1991;
Jeffery 2001) because they are naturally distributed into
structured groups (Garutti and Britski 2000), favouring
vicariant processes responsible for the great diversity of
Neotropical fishes (Castro 1999). Additionally, several
Astyanax spp. are distributed in species complexes, such as
bimaculatus, fasciatus and scabripinnis (Moreira-Filho and
Bertolo 1991; Fernandes and Martins-Santos 2004; Artoni
et al. 2006), which are abundant in rivers and other aquatic
habitats throughout the Neotropical region (Reis et al. 2003).
Consequently, the results obtained here reinforce the applica-
bility of the microsatellites for parentage population genetic
and studies in this heterogeneous group of fishes.
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