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RESUMO

As raias da familia Potamotrygonidae sdo importantes componentes da ictiofauna
Neotropical, sendo completamente restritas aos principais sistemas fluviais da América do Sul. Quatro
géneros sdo relacionados nessa familia: Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e Potamotrygon. Na
Bacia do Rio Parana, as espécies de maior frequéncia sdo Potamotrygon motoro € Potamotrygon
falkneri. Ambas as espécies ocorriam somente na regido do médio Parand, a jusante de uma importante
barreira geografica natural, as Cachoeiras de Sete-Quedas. Porém, apos a construcdo da Usina
Hidrelétrica de Itaipu, muitas espécies antes existentes apenas na parte baixa da bacia hidrografica,
iniciaram um processo de dispersdo e colonizaram o Alto Parand, incluindo as raias, as quais
passaram a desempenhar o papel de espécies invasoras. Atualmente, as raias estdo estabelecidas até a
regido de Ilha Solteira-SP (alto Parand), com possibilidade de ja terem atingido pontos mais superiores
nesta bacia. Com o objetivo de analisar o processo de invasdo e colonizacdo das espécies
Potamotrygon motoro e P. falkneri na bacia do Rio Parana, foram realizados estudos genéticos
moleculares utilizando genes mitocondriais e nucleares. O gene Citocromo Oxidase C subunidade I
(COI) foi utilizado primeiramente para a identificacio molecular das espécies, posteriormente,
sequéncias dos genes ATPase 6/8, Cyt-B e regido controle D-loop foram obtidas para anélises
populacionais. A divergéncia genética encontrada para o gene COI entre as espécies foi de 2,0%,
considerada baixa quando comparada com resultados obtidos em outras espécies de peixes. Nas
analises populacionais em P. motoro, a diversidade intra-especifica foi baixa para todos os genes, com
varios individuos compartilhando os mesmos haplétipos. Em P. falkneri, os valores foram semelhantes
aos detectados em P. motoro, porém com valores de diferenciacdo genética elevados mas ndo
significativos estatisticamente. Diante dos resultados entende-se que a baixa diferenciacdo genética
detectada para as duas espécies em estudo poderia estar relacionada ao tempo recente no processo de
colonizagdo, de menos de 30 anos, ou ao fato do marcador ndo ser sensivel o suficiente para detectar
tais diferenciagcdoes genéticas. Com isso, fez-se necessario a busca de outros marcadores para
identificar de forma mais eficiente a diversidade genética das populacdes de raias do Rio Parana. Com
o uso da tecnologia de pirosequenciamento, foram desenvolvidos 10 marcadores microssatélites
polimorficos para a espécie P. motoro e, posteriormente, verificada a transferabilidade destes /oci no
estudo da espécie P. falkneri, sendo identificados 6 loci polimoérficos compativeis. Em P. motoro,
foram genotipados 100 individuos de quatro regides amostradas ao longo do Rio Parand, nas

localidades de Foz do Iguagu-PR, Porto Maringa-PR, Ilha Solteira-SP e Trés Lagoas — MS. A
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amostragen de Foz do Iguact apresentou maior variabilidade genética, quando comparada com Ilha
Solteira. A média do Fst em todas as localidades foi de 0,05, indicando uma baixa diferenciacao
populacional. Altos indices de fluxo génico foram detectados entre as localidades, sem perda de
variabilidade genética detectavel, indicando que a espécie P. motoro constitui uma unica unidade
panmitica na bacia do Rio Parana. Em P. falkneri, foram genotipados 77 individuos distribuidos em
trés regioes, Porto Camargo - PR, Porto Rico - PR e Ilha Solteira —SP. Os indices genéticos revelaram
que as localidade com possiveis populagdes colonizadoras perderam variabilidade genética ao longo
do processo de invasdo. A amostragem de Porto Camargo apresentou maior diversidade genética
quando comparada com Ilha Solteira, porém com numero efetivo populacional elevado, sugerindo
uma expansao populacional. Ambas as espécies em estudo apresentam caracteristicas fenotipicas
unicas, uma vez que P. motoro apresenta uma coloragdo dorsal marrom ou cinza, com presenga de
fileiras de ocelos tricolores distribuidas por todo o disco, sendo estes ocelos constituidos de uma
pequena mancha central amarela, um anel intermediario laranja e um anel periférico negro. Por outro
lado, P. falkneri apresenta na superficie do disco dorsal uma coloracdo de fundo marrom escuro,
podendo variar em tons claros com numerosos ¢ pequenos ocelos redondos ou ovais de tons laranja
para manchas amarelas, distribuidos por todo o dorso dos animais. Contudo, em coletas realizadas ao
longo do Rio Parana, foram encontrados espécimes com total auséncia de ocelos. Diante da historia do
processo de invasdo e colonizacdo conjunta das espécies de raias neste ambiente, foi realizada a
analise molecular comparativa para deteccao da possivel ocorréncia de hibridos, com marcadores
mitocondriais € nucleares. Os resultados obtidos para os espécimes com auséncia de ocelos na regido
dorsal indicam sua identidade com a espécie P. motoro. Porém, outros individuos amostrados,
identificados com padrao fenotipico de P. motoro, apresentaram mtDNA de P. falkneri e DNA nuclear
de P. motoro, confirmando a ocorréncia de hibridacdo entre as duas espécies. Considera-se que os
resultados obtidos poderdo auxiliar na compreensdo dos processos envolvidos na especiagdo das raias
de agua-doce e que tais informagdes poderdo ser utilizadas na identificagdo dos mecanismos
determinantes do processo de colonizagdo e do estabelecimento das formas colonizadoras nos

componente hidrograficos da Bacia do Rio Parana.
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ABSTRACT

The stingrays Potamotrygonidae family are important components of Neotropical
ichthyofauna, being completely restricted to the main river systems of South America four genera are
related in that family: Heliotrygon, Paratrygon, and Plesiotrygon Potamotrygon. In Parana River
Basin, the species most frequently are Potamotrygon motoro and Potamotrygon falkneri. Both species
occur only in the region of the middle Parana, downstream of a major natural geographic barrier, the
Waterfalls of Seven Falls. However, after the construction of the Itaipu Hydroelectric, many aquatic
species colonized the high Parand, including stingrays, which came to play the role of invasive
species. Currently, the lanes are set up in the region Ilha Solteira - SP (high Parand). Aiming to
analyze the process of invasion and colonization of species Potamotrygon motoro and P. falkneri in
the Parand River Basin were carried out molecular genetic studies using mitochondrial and nuclear
genes. The gene Cytochrome Oxidase subunit I (COI) was first developed for molecular identification
of species. Gene sequences were subsequently ATPase 6/8, Cyt-B and D-loop control region were
obtained for population analyzes. The genetic diversity found for the COI gene between species was
2.0%, considered low when compared to results obtained in other species of fish. In population
analyzes in P. motoro, diversity intraspecific was very low for all genes with multiple individuals
sharing the same haplotype. In P. falkneri values were similar to that detected in P. motoro, although
the values of genetic differentiation elevated but not statistically significant. Diantes results mean that
the low genetic differentiation detected for both species under study, may be related to the short time
of colonization (under 30) or the fact that the marker is not sensitive enough to detect such genetic
differences. With this, it was necessary to search for other markers to check more efficiently the
genetic diversity of populations of stingrays of the Parana River. Through pyrosequencing technology,
were developed 10 polymorphic microsatellite markers for the species P. motoro, and later held the
transferabilidades these loci in the species P. falkneri, identified six polymorphic loci. In P. motoro,
100 individuals in four populations along the Parana River were genotyped (Foz do Iguacu-PR, Porto
Maringa-PR, Ilha Solteira — SP (river Parand) e Trés Lagoas — MS (river Sucuriti). The of Foz do

Iguagu showed greater genetic variability when compared with the Ilha Solteira. The average Fst in all



populations was 0.05 indicating a low population differentiation. We detected that populations still
have high rates of gene flow, without detectable loss of genetic variability, indicating that the species
P. motoro panmitic is a single unit in the Parand River Basin. In P. falkneri, 77 individuals were
genotyped divided into three populations (Porto Camargo - PR, Porto Rico - PR and Ilha Solteira -
SP). The indices have revealed that genetic populations colonizing lost genetic variability during the
process of invasion. The population of Porto Camargo has higher genetic diversity compared with Ilha
Solteira, but with large effective population number, suggesting a population expansion. Both of these
species have unique phenotypic characteristics, since P. motoro is colored brown or gray with dorsal
presence of rows of ocelli tricolor distributed throughout the disk, and these ocelli consist of a small
central stain yellow, orange an intermediate ring and a peripheral ring black. P. falkneri features on the
disc surface dorsal to background color may vary from dark brown tints, with numerous small ocelli
(round or oval) distributed throughout the back, tones of orange to yellow spots. However, in samples
collected along the Rio Parand, specimens were found with total absence of ocelli. Given the history of
the process of invasion and colonization of species of freshwater stingrays in the Parana River Basin,
we performed comparative molecular analysis to detect possible hybrids with mitochondrial and
nuclear markers. The results obtained for specimens with no eyespots in the dorsal region, indicate that
actually form part of the species P. motoro. But other sampled individuals identified with phenotypic
P. motoro showed mtDNA of P. falkneri, and nuclear DNA of P. motoro, confirming the existence of
hybrids between the two species. It is considered that the results may help to understand the processes
involved in speciation of freshwater stingrays, and such information may be used to identify the
mechanisms that determine the process of colonization and the establishment of colonial forms in the

Parana River Basin.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A Familia Potamotrygonidae

Os Chondrichthyes sdo peixes caracterizados por apresentarem esqueleto cartilaginoso,
estando o grupo atualmente organizado em duas Subclasses: Holocephali que contém as quimeras e
Elasmobranchi, formada pelos tubardes e raias (Storer et al. 1991). Dentre os elasmobranquios, as
raias da familia Potamotrygonidae (sensu Rosa 1985) representam uma importante parte da ictiofauna
Neotropical, sendo os tnicos componentes deste grupo totalmente restritos ao ambiente dulcicola
(Thorson et al. 1978, Compagnon & Cook 1995). Sua classificagdo taxondmica pode ser descrita como
segue:

FILO: Chordata
SUBFILO: Vertebrata
CLASSE: Chondrichthyes
SUBCLASSE: Elasmobranchi
ORDEM: Milyobatiformes
FAMILIA: Potamotrygonidae

A familia Potamotrygonidae atualmente compreende 26 espécies validas (Eschmeyer &
Fong, 2013) que estdo relacionadas nos géneros Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e
Potamotrygon (Rosa 1985, Carvalho et al. 2003, Deynat 2006, Rosa & Carvalho 2007, Rosa et al.
2008, Carvalho & Lovejoy 2011). Estas espécies encontram-se distribuidas nas grandes bacias
hidrograficas da América do Sul, incluindo rios da Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa,
Colombia, Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil (Achenbach & Achenbach 1976, Rosa
1985, Carvalho et al. 2003).

No Brasil, o maior nimero de espécies conhecidas ¢ encontrado na Bacia Amazonica
(cerca de 13 espécies) (Charvet-Almeida et al. 2002). O nordeste do Brasil apresenta registros pontuais
de representantes deste grupo, com referéncias de capturas nos estados do Maranhdo e Piaui (Rosa

1985). Nas regioes Centro-Oeste e Sudeste, a bacia dos rios Parana-Paraguai abriga cerca de sete



espécies nominais, contudo, considera-se que esse numero possa variar devido a possibilidade de
existirem espécies sindnimas e/ou outras ainda nao descritas (Rosa 1985, Carvalho et al. 2003).

Até o final dos anos 70, a ocorréncia de raias no Rio Parana era assinalada apenas para
os trechos situados a jusante das Cachoeiras de Sete-Quedas (Figura 1), uma importante barreira
geografica situada no Municipio de Guaira, Estado do Parana (Vilela et al. 2004). No entanto, com o
enchimento do reservatério da Usina Hidrelétrica de Itaipu no ano de 1982, esse obstaculo natural, que
isolou por muito tempo a maioria dos componentes da ictiofauna do Alto Rio Parana da fauna
remanescente a jusante, deixou de existir, possibilitando a colonizag@o do trecho situado a montante de
Guaira por espécies antes presentes apenas até o Médio Rio Parand. Neste novo e extenso ambiente, as
raias do género Potamotrygon e outras espécies antes endémicas do médio Parand, passaram a
desempenhar o papel de espécies invasoras, provocando impactos de diferentes dimensdes sobre a
fauna aquatica nativa (Agostinho et al. 1992, Vazzoler et al. 1997, Brasil 1998, Britto 2003, Vilela et
al. 2004, Makrakis et al. 2011), os quais ainda necessitam ser melhor estudados e dimensionados.

A captura de algumas espécies de raias ja foi registrada nas proximidades da Usina
Hidrelétrica de Jupia, na foz do rio Tieté no Estado de Sao Paulo e nas regides do baixo Paranapanema
(Britto 2004) e no Rio Sucuriti, em localidades proximas aos municipios de Castilho-SP e Trés
Lagoas-MS (Garrone et al. 2007).

Na Bacia do Rio Parana, a espécie Potamotrygon motoro popularmente conhecida
como ‘“‘arraia-de-fogo” ou ““arraia-pintada”, € atualmente considerada a mais abundante e amplamente
distribuida. Outra espécie de ocorréncia também comum, P. falkneri, denominada “Arraia Branca” ou
“Arraia Clarinha”, também vem sendo capturada em componentes hidrograficos dos Estados do
Parana, Mato Grosso do Sul (Candido-Silva 2006) e Estado de Sao Paulo (Garrone et al. 2007)

(Figuras 2 e 3).



Figura 1. Cachoeiras Sete-Quedas ou Quedas de Guaira. 1 — Canal do Salto 17; 2 — Saltinho; 4 — Salto
Arco-Iris; 5 — Salto 19; 6 — Rio Parana a jusante das quedas e 8 — Salto 14.
(Imagens cedidas pela Acessoria de Comunicagdo de Itaipu Binacional).



Figura 2 — Foto de exemplar da espécie Potamotrygon motoro (fémea) de ocorréncia na bacia
hidrografica do Rio Parana.

Figura 3 — Foto de exemplar da espécie Potamotrygon falkneri (macho) de ocorréncia na bacia
hidrografica do Rio Parana.



1.2 Uso de marcadores moleculares em peixes
1.2.1 DNA mitocondrial

Uma metodologia que tem fornecido bons resultados nas anélises de estruturacdo de
populagdes ou subdivisdo populacional ¢ que pode identificar as variagcdes geograficas entre
populagdes ¢ o sequenciamento de DNA mitocondrial (mtDNA). Os fatos que justificam esta
afirmacdo decorrem de que os nucleotideos sdo a unidade basica de informagdo codificada nos
organismos, de onde ¢ possivel extrair e incorporar informagdes sobre processos de evolucdo
molecular nas analises, e de que o potencial de informagdes de dados fornecido ¢ imenso.

Virios grupos de pesquisa tém voltado sua ateng¢do para o uso de sequéncias de DNA
mitocondrial para elucidar problemas relativos a genética de populagdes e a sistematica (Bermingham
& Martin 1998, Wang et al. 2004, Chen et al. 2008, Lessios 2008, Haney et al. 2010, entre outros).
Nos trabalhos publicados no livro de Kocher & Stepien (1997) com estes marcadores moleculares,
pode-se observar o versatil emprego das andlises moleculares na elaboracdo de hipoteses de
relacionamento em diversos niveis taxonomicos.

O tamanho do genoma mitocondrial nos organismos ¢ bastante variavel, apresentando
valores desde aproximadamente 16 quilobases (kb) nos vertebrados até 570 kb em algumas espécies
de plantas (Lewin 1994), sendo representado por 2 genes que codificam RNAs ribossdmicos (12S e
16S rRNA), 22 genes que codificam RNAs transportadores (RNAt) e 13 genes que codificam
proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na sintese de ATP nesta organela celular. Finalmente,
o mtDNA possui uma regido controle, conhecida como D-loop (displacement loop) de cerca de 1kb
rica em sequéncias AT e desprovida de genes codificantes, embora exer¢a importante papel no inicio
da replicagdo do mtDNA e da subsequente transcricao em RNA.

O gene mitocondrial Citocromo Oxidase C, subunidade I (COI) tem sido utilizado
eficientemente na discriminagdo de espécies e na construcdo de um banco de dados identificado como
codigo de barras de DNA (DNA Barcoding), com o objetivo de identificar e catalogar espécies pela
sua respectiva sequéncia barcode (Hebert et al. 2003). As vantagens na utilizagdo do COI sdo a
presenca de uma sequéncia conservada que facilita a utilizacdo de primers universais (Hebert et al.

2003).



A metodologia do DNA Barcode, segundo seus idealizadores, ¢ uma forma rapida,
eficiente e de acesso global na delimitagdo e identificacdo de novas espécies (Hebert et al. 2003) e esta
metodologia esta baseada na premissa de que a diversidade interespecifica ¢ sempre maior do que a
diversidade intra-especifica. Hebert et al. (2004) propuseram um limiar de identificacdo, em que
espécies diferentes devem apresentar a diversidade interespecifica 10 vezes maior do que a
diversidade intraespecifica.

Outras regides do mtDNA comumente utilizadas em estudos genético-ecoldgicos sdo as
que codificam os genes Citocromo B (Cyt b) e ATPase 8/6. O gene Cyt b contém sinais filogenéticos
em varios niveis taxondmicos, inclusive em peixes (Kocher & White 1989, Meyer et al. 1990, Martin
et al. 1992, Cantatore et al. 1994, Garcia et al. 2000, Avise 2004, Chen et al. 2008, Lessios 2008,
Haney et al. 2010, Plank et al. 2010, Cooke et al. 2011, entre outros), sendo muito utilizado para o
calculo de reldgio molecular, estimando a cronologia dos eventos cladogenéticos que promoveram o
processo de diversificacad e a especiagdo (Meyer et al. 1990, et al. 1991, Smith & Patton 1993, Avise
2004).

O interesse no estudo do mtDNA tem por base o fato de que este genoma apresenta
uma série de particularidades importantes como sua heranga exclusivamente materna, sendo um
marcador matrilinhagem, além disso, este elemento genético possui um genoma compacto, com
estrutura e organizagao simples, auséncia de introns, pseudogenes e elementos transponiveis, com uma

alta taxa de evolugdo (Lewin 1994).

1.2.2 Microssatélites

Os marcadores isoenzimaticos tiveram grande aplicagdo nos estudos de genética de
populagdes; contudo, a disponibilidade de um numero limitado de /oci polimoérficos relacionados a
estas caracteristicas tornou o uso destes marcadores relativamente restrito. Posteriormente, novos
procedimentos de identificagdo de marcadores foram desenvolvidos, com a possibilidade da utilizagdo
de um numero de alelos significativamente maior.

Entre essas técnicas de estudos moleculares, a andlise de RAPD, que identifica

polimorfismos de DNA amplificados ao acaso, também foi inicialmente utilizada com grande sucesso
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no estudo de genética de populagdes de peixes (Nilsson & Schmitz 1995, Caccone et al. 1997, Dergan
et al. 1998, Wasko 2000, Revaldaves 2001, Leuzzi et al. 2004, Hatanaka 2006, Oliveira et al. 2006,
entre outros).

Outra técnica que tem sido muito utilizada para estudos populacionais sdo os
marcadores do tipo microssatélite. O termo microssatélite refere-se a uma classe de marcadores de
DNA co-dominantes que possui padrao de heranca mendeliana, composta de sequéncias de 1 a 6 bases
repetidas em tandem e que estdo presentes em organismos procariotos € eucariotos, em menor ou
maior abundancia, podendo ser encontradas em regides codificantes e ndo codificantes do genoma
(Chambers & Macavoy 2000, DeWoody & Avise 2000).

Os microssatélites tém mostrado ser uma ferramenta extremamente vantajosa para o
mapeamento do genoma de muitos organismos (Schuler et al. 1996). Por conta disso, suas aplica¢des
se estendem por diferentes areas de investigagdo como em estudos forenses, de paternidade, na
genética de populacdes, bem como na conservacdo e manejo de recursos biologicos (Jarne & Lagoda
1996). Estas regides genomicas sdo caracterizadas por uma elevada taxa de polimorfismo,
representada pela taxa de mutagdo estimada em 10% a 10° por loci, por gameta, por geracdo (Goldstein
et al. 1999). Este polimorfismo tem como consequéncia a geragcdo de alelos polimoérficos que podem
ser utilizados em uma variedade de estudos genético-populacionais (Goldstein et al. 1999).

A grande aplicabilidade dos microssatélites em peixes pode ser evidenciada
primeiramente pela quantidade de artigos disponiveis na literatura referentes ao isolamento e
caracterizacdo desses marcadores entre os representantes deste grupo (e.g. Lee & Kocher 1996,
O’Connell et al. 1998, Krieg et al. 1999, Taylo et al. 2002, Kamonrat et al. 2002, Palti et al. 2002,
Strecker et al. 2003, Pardo et al. 2007, Martinez et al. 2007, Gomes et al. 2011, Olivatti et al. 2011.

Tradicionalmente, a estratégia de desenvolvimento de primers microssatélites envolve a
constru¢do de uma biblioteca gendmica, hibridizacgdo com sondas contendo microssatélites,
sequenciamento dos clones hibridizados e desenho de primers flanqueando os microssatélites
encontrados. No entanto, a etapa de selecdo ¢ trabalhosa e demorada (Caixeta et al. 2009), com uma

taxa de sucesso que pode variar de 12% a menos de 0,04% do total de clones analisados (Zane et al.

2002).



Uma das metodologias alternativas envolve a constru¢ao e utilizagdo de bibliotecas
gendmicas enriquecidas com motifs SSR, como inicialmente proposto por Ostrander et al. (1992). Esta
estratégia consiste na digestdo do DNA gendmico usando uma combinac¢do de enzimas de restri¢do, a
selegdao de fragmentos de tamanhos desejaveis e a ligagao dos fragmentos digeridos a um adaptador.
Segue-se, entdo, a ocorréncia de hibridizacdo seletiva dos fragmentos com sondas marcadas com
biotina ou sondas aderidas a uma membrana de ndilon, podendo a recuperacdo dos fragmentos
hibridizados ser feita usando particulas magnéticas cobertas com estreptoavidina, que s3o entdo
submetidas a véarias lavagens para eluir o DNA associado a sonda (Hamilton et al. 1999). Esta
metodologia envolve um niimero de etapas relativamente grande; no entanto, o sucesso de selecdo de
clones contendo microssatélites ¢ bem maior do que aquele obtido pela técnica tradicional, sendo a
eficiéncia de clones positivos identificados na ordem de 40 a 50% do total.

E possivel também identificar microssatélites por meio de novas tecnologias de
sequenciamento, denominadas de tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS), que
comecaram a ser comercializadas a partir de 2005 e sua aplicagdo vem evoluindo rapidamente. Estas
tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informagdes sobre
milhdes de pares de bases em uma uUnica corrida, sendo o pirosequenciamento uma das técnicas de
NGS mais populares e acessiveis até o momento. Entre os Chondrichthyes, poucos estudos ja
utilizaram tecnologias de sequenciamento de nova geracao (pirosequenciamento) para a prospecc¢ao de

marcadores microssatélites (Boomer et al. 2010, Chabot et al. 2011, Kang et al. 2012).

1.2.2.1 Tecnologia de Pirosequenciamento

A necessidade atual pela reducdo do custo de bases sequenciadas, juntamente com a
demanda de um maior nimero de dados em curto espago de tempo, propiciaram o desenvolvimento de
novas tecnologias capazes de suprir parcialmente tais exigé€ncias. Apesar da grande evolucdo na
técnica de Sanger originalmente proposta ha mais de 30 anos (1978), ainda ha limitagdes no custo e
velocidade de sequenciamento do DNA, tornando-se cada vez menos compativel as atuais

necessidades. Desta forma, a utilizacdo de técnicas modernas como sequenciamento de nova geracdao



(NGS) aplicadas a investigagao da diversidade genética, proporciona a possibilidade da analise de
amostragem muito maior que as abordagens tradicionais, permitindo identificar espécies pouco
frequentes, mas que podem ter importancia crucial para a manuten¢ao do ambiente.

Entre os sequenciamentos de nova geracao utilizados até o presente momento, apenas a
técnica de pirosequenciamento (Ronaghi et al. 1996) foi realmente empregada em maior escala para
analise da diversidade genética de muitos organismos, tais como em anfibios (Nair et al. 2011),
artropodes (Pauchet et al. 2009, Rasmussen & Noor 2009, Zhang et al. 2010), aves (Abdelkrim et al.
2009, Allentoft et al. 2009, Lerner & Fleischer 2010), fungos (Santana et al. 2009, Magain et al. 2010),
mamiferos (Vanpe et al. 2009, Michelizzi et al. 2010), peixes (Johansen et al. 2009, Boomer & Stow
2010, Dubut et al. 2010, Saarinen & Austin 2010, Chabot et al. 2011, Kang et al. 2012) e répteis
(Castoe et al. 2010).

As reacdes de pirosequenciamento ocorrem em uma sequéncia planejada e sdo
coordenadas pelas enzimas DNA polimerase, Sulfurilase ATP, Luciferase e Apirase. A sequéncia de
nucleotideos pode ser identificada devido ao fato de que as classes dos mesmos sdo adicionadas e
testadas individualmente, mediante a polimerizagao e liberagdao de um pirofosfato inorganico (PPi). Os
sinais e sua intensidade sdo captados por uma camera CCD e indicam que determinado nucleotideo do
fluxo emitido foi incorporado a cadeia de DNA. Estes processos devem ser muito bem coordenados,
sendo adicionados e liberados elementos em quantidades molares, especifica de cada um dos reagentes
e enzimas (Agah et al. 2004). A emissdo de luz ¢ detectada e registrada na forma de um pico
denominado pirograma, o qual ¢ diretamente proporcional ao nimero de nucleotideos incorporados na
sequéncia. Pode-se resumir a tecnologia de pirosequenciamento como uma técnica que se baseia nos
métodos de sequenciamento por deteccdo do pirofosfato luminométrico, produzido pela incorporagao
de nucleotideos na reacao (Ronaghi et al.1998).

A maior vantagem da utilizacdo do pirosequenciamento em relagdo ao método de
Sanger ¢ decorrente do fato de ndo ser necessaria a clonagem do fragmento a ser sequenciado,
reduzindo uma etapa dispendiosa em tempo e recursos financeiros, uma vez que a técnica tem como
vantagen a precisdo, flexibilidade e pode ser facilmente automatizada (Ronaghi 2001). Algumas

criticas surgiram em relagdo ao tamanho dos fragmentos sequenciados, uma vez que no sistema
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Titanium obtém-se sequéncias de até 500 pb, sendo este o0 mesmo sistema utilizado neste trabalho.
Apesar desta polémica, contudo, atualmente ¢ reconhecido o fato de que a técnica de
pirosequenciamento pode ser amplamente aplicada, sendo uma alternativa para o desenvolvimentos de

muitos marcadores moleculares (Ronaghi 2001).

1.3 Espécies invasoras e barreiras biogeograficas

Espécies ndo-nativas tém sido introduzidas em novos ecossistemas através de atividade
humana de forma deliberada ou acidental (Agostinho et al 1992, Agostinho et al. 1994, Vitousek et al.
1997, Koo & Mattson 2004). Uma série de fatores que operam em diferentes escalas espaciais e
temporais determina as espécies capazes de colonizar e persistir em distintos habitats. Entre os fatores
importantes que atuam na separacdo de organismos de agua-doce estdo as barreiras naturais como
cordilheiras e grandes cachoeiras, que muitas vezes podem impedir o intercimbio de espécies entre as
regioes. Essas barreiras naturais sdo denominadas barreiras biogeograficas e os termos utilizados no

presente estudo estdo relacionados na Tabela 1, de acordo com Gozlan et al. 2010.

Tabela 1. Termos e definicdes baseados em estudos ecologicos em peixes invasores. Defini¢des
segundo Gozlan et al. 2010.

Termo Definicao
Nativa Uma espécie que ocorre naturalmente em um local especifico (ex. rios, lagos, pogas, etc.).
Nao - nativa . . , C
L Espécie introduzida fora de sua area de distribui¢do natural.
(exotica)
N A liberagdo na natureza, de forma acidental ou ndo, de uma espécie em um local ndo —
Introdugdo .
nativo.
) O processo pelo qual uma espécie introduzida reproduz formas de auto-sustentagdo, ou
Estabelecimento - S, . o .
seja, nao depende de mais individuos introdutorios para seu sucesso colonizador.
Dispersao A distribui¢do natural de uma espécie a partir do seu ponto de introdugao.
L A dispersao natural de uma populacdo estabelecida, resultando em sua expansao
Colonizagdo .
populacional.
I N O processo pelo qual uma espécie introduzida estabelece populacdes e espalha-se
nvasao

rapidamente, podendo apresentar um risco para as espécies nativas
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Historicamente, as barreiras foram um fator dominante na determinagdo € composi¢ao
de faunas regionais, atuando na promoc¢ao do endemismo (Cox & Moore 1980, Ricklefs & Schluter,
1993). No entanto, as acdes humanas tém reduzido o isolamento anteriormente imposto pelas barreiras
naturais € o resultado tem sido uma mistura sem precedentes de comunidades bioldgicas (Lockwood &
McKinney 2001, Rahel 2002, McKinney 2006). Muito tem sido escrito sobre a perda ou ligacao de
conectividade em ecossistemas aquaticos, devido a construcdo de barragens e diques (Pringle 2003) e,
dependendo da sua ag¢do no ecossistema, pode impedir migra¢des sazonais e reduzir a diversidade e
produtividade de habitats aquaticos.

Tudo isso pode afetar de forma drastica uma populacdo colonizadora, principalmente
aquelas de tamanho reduzido, nas quais estes efeitos sdo sentidos mais rapidamente, diminuindo sua
adaptabilidade e reduzindo seu potencial evolutivo (Neraas & Spruell 2001, Jager et al. 2001, Morita
& Yokota 2002, Fagan et al. 2002, 2005). As barragens podem afetar o tamanho das populagdes,
interromper o fluxo génico entre populagdes, reduzir a diversidade genética e aumentar a diferenga
genética entre populagdes isoladas e/ou colonizadoras (Jager et al. 2001, Neraas & Spruell 2001,
Meldgaard et al. 2003, Yamamoto et al. 2004, Heggenes & Roed 2006).

Segundo Frankham et al. (2004), quando uma populagdo ¢ fragmentada e seu tamanho
¢ reduzido, a perda de diversidade genética ocorre como consequéncia. Ainda segundo o mesmo autor,
quando o tamanho da populacdo ¢ reduzido, a taxa de endocruzamento ¢ aumentada e o desempenho
reprodutivo ¢ diminuido. Em consequéncia, a populagao se torna mais vulneravel aos efeitos da deriva
e a perda de alelos, j4 que diminui a probabilidade de alelos raros serem transmitidos, ocorrendo
redu¢do da heterozigosidade.

Invasdes biologicas sdao uma das mais graves ameagas aos ecossistemas de agua doce
(Copp et al. 2005, Dudgeon et al. 2006, Ricciardi 2007), mas também representam uma oportunidade
Unica para cientistas testarem teorias relacionadas com a colonizagdo de espécies € com 0s processos
envolvidos na sua adaptagdo aos novos ambientes (Lodge 1993, Hochberg & Gotelli 2005, Novak
2007, Sax et al. 2007). Portanto, o desenvolvimento de métodos quantitativos para a compreensao
ecoldgica e evolutiva de tais eventos, bem como as causas e consequéncias das invasdes, sao de

importancia fundamental (Sax et al. 2007). Recentes avancos de técnicas moleculares tais como os
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sequenciamentos de nova geracdo ou a obtencdao de valores da expressao génica, acoplados a uma
diminui¢do do custo de metodologias mais classicas, contribuiram largamente para a versatilidade dos
estudos nesta area (DeYoung & Honeycutt 2005, Selkoe & Toonen 2006, Bonneaud et al. 2008,
Ellegren & Sheldon 2008).

Deste modo, revisdes recentes tém enfatizado a utilidade das ferramentas moleculares
para responder a questdes especificas relacionadas com as fontes e processos de colonizagdo,
adaptabilidade fenotipica, hibridiza¢des e entendimento do sucesso no estabelecimento de espécies
ndo-nativas (Hanfling 2007, Miura 2007, Estoup & Guillemaud 2010, Geller et al. 2010, Blanchet
2012). Assim, com base nos efeitos negativos que podem ser causados as populagdes invasoras pela
construc¢do de hidrelétricas e tendo em vista a importancia do conhecimento genético das populagdes
colonizadoras, este estudo busca identificar padrdes gerais de impacto sobre a variabilidade e estrutura
genética em espécies de raias de dgua doce Potamotrygon motoro e P. falkneri ao longo do Rio

Parana.
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2 OBJETIVOS

Considerando-se a relativa insuficiéncia de dados moleculares no que se refere aos
representantes da familia Potamotrygonidae, o presente trabalho abordou questdes basicas sobre dados
moleculares das espécies deste grupo, sendo tais informagdes Uteis para o entendimento da dinamica
das populagdes colonizadoras da Bacia do Rio Parand. Os marcadores moleculares (mtDNA e
microssatélites) foram empregados no monitoramento do processo de migra¢do, com a identificagdo
molecular das populagdes, a caracterizagdo dos padrdes de diversidade genética dos estoques naturais
e o entendimento da dinamica do processo de colonizagdo estabelecido por estas espécies. De modo
especifico, este trabalho teve como objetivos:

a. caracterizar os estoques e determinar os padroes genético-populacionais de raias de agua-doce de
diferentes localidades da bacia do Rio Parana;

b. identificar o nimero de hapldtipos e gendtipos que formam os estoques no ecossistema estudado,
com a finalidade de caracterizar a variabilidade e diversidade genética intra e entre as populacdes;

c. desenvolver marcadores moleculares eficientes para estudos genéticos no grupo, para possivel
utilizagdo em outras espécies relacionadas (e em larga escala);

d. identificar os hapldtipos (mtDNA) e gendtipos (microssatélites) que possam caracterizar os
estoques colonizadores no ecossistema estudado, com a finalidade de estabelecer os mecanismos
determinantes da variabilidade genética entre as populagdes e sugerir hipoteses sobre o processo de

colonizagdo utilizado por estas espécies.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Foram estudados exemplares de raias das espécies Potamotrygon motoro (Miller &
Henle 1841) e P. falkneri (Castex & Maciel 1963), capturados nos componentes da bacia hidrografica
do Rio Parand. As localidades de coleta e numero de exemplares analisados sdo mostrados na Tabela
2. Alguns exemplares foram fixados em formol a 10% e posteriormente conservados em alcool etilico
a 70%, identificados pela especialista Paticia Charvet-Almeida e depositados na cole¢do de peixes do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LPB), Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual

Paulista, Botucatu, Sdao Paulo, Brasil.

Tabela 2 - Espécies do género Potamotrygon utilizadas no presente estudo e locais de coleta.

Espécie Lote N amostral Localidade Coordenadas
LBP 5203 )
22 Rio Sucuriti, Trés Lagoas — MS S 27°37°42.4” W 53°50°07.7°
LBP 6716
P. motoro LBP 7503 45 Rio Parand, Ilha Solteira — SP S 20°21°03.4” W 51°20°33”
LBP 5102 21 Rio Parand, Porto Maringé - PR S 22°38'56.91" W 53°04'52.15"
LBP 8520 54 Rio Parand, Foz do Iguagu - PR S 25°24'3.37" W 54°32° 41"
LBP 7503 52 Rio Parana, Ilha Solteira — SP S 20°21°03.4” W 51° 20°33”
LBP 5102 18 Rio Parana, Porto Rico— PR S 22°47'01.31" W 53°21'45.52"
P. falkneri
LBP 5202
22 Rio Parand, Porto Camargo — PR S 22°47°42.4” W 53° 20°29.7”
LBP 6717

3.1.1 Area de estudo

3.1.1.1 Bacia do Rio Parana

A Bacia do Rio da Parand (Figura 4) abrange uma area de 3,1 milhdes de km?,

equivalente a 17% da superficie da América do Sul, sendo a segunda maior bacia hidrografica deste

continente, atras apenas da bacia amazonica, com cerca de 7 milhdes de km? (CIC — Comité

Intergubernamental Coordinador de los Paises de la Cuenca del Plata, 2004).
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Figura 4 - Mapa hidrografico da regido Sul/Sudeste do Brasil. Em destaque a identificacdo dos
pontos amostrados ao longo do Rio Parana: Foz do Iguacu (FI), Porto Maringad (PM), Porto Camargo
(PC), Porto Rico (PR) e Ilha Solteira (IS), ao longo do Rio Parana. E no rio Sucuriu (SU), préoximo a
Trés Lagoas (MS).

Este sistema hidrografico abrange os territorios de cinco paises, incluindo Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai. A maior parte da area da bacia se encontra no territério brasileiro,
totalizando 1.415.000 km?, seguido por Argentina (920.000 km?), Paraguai (410.000 km?), Bolivia
(205.000 km?) e Uruguai (150.000 km?). O principal rio da Bacia do Prata ¢ o Parana, com 3.780 km,
acompanhado de seus maiores afluentes que sdo o Rio Paraguai, com 2.620 km e o Rio Uruguai, com
1.600 km. O Rio Parana se torna Rio da Prata ao receber o Rio Uruguai, pouco antes de desembocar
no Oceano Atlantico. (ANA — Agéncia Nacional de Aguas 2001). Outros importantes rios da Bacia do
Prata sdo o Bermejo, o Pilcomaio e o Salado, que, juntamente com o Rio Paraguai, formam a vertente
ocidental da Bacia (Fonseca 1997).

O potencial hidrelétrico da Bacia ¢ de 60 a 70 milhdes de kW e seus principais rios ¢

afluentes proporcionam 15 mil quildmetros de vias navegaveis, constituindo a inica saida natural para
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o mar para Bolivia e Paraguai, pelo Oceano Atlantico, bem como para importantes regides do Brasil e

da Argentina (Schilling 1981).

3.1.1.2 Alteracdes nos rios causadas por barragens de hidrelétricas

Estudos com salmonideos mostram que nao s as barragens propriamente ditas, mas
também os reservatorios podem se tornar barreiras para determinadas espécies (Clarke et al. 2007).
Analisando a composi¢do quimica da agua em diferentes partes do rio e comparando com a
composi¢ao quimica dos otolitos de diversos individuos, os autores revelaram que a espécie em estudo
nao se movia para dentro de um reservatorio recentemente inundado e que este havia se tornado uma
barreira, interrompendo a interconectividade do sistema e fragmentando a populacio pré-existente no
curso d’agua. Além de afetar diretamente o ecossistema, o ambiente do entorno também pode sofrer
mudancas. Areas de varzeas marginais periodicamente inundaveis podem sofrer periodos de seca
extensos determinados pelo controle do fluxo nas usinas, afetando diretamente as comunidades de
peixes e de outros grupos de vertebrados e invertebrados que habitam estes ambientes (Pompeu &
Godinho 2006), uma vez que os periodos de enchente dos rios podem ser alterados, afetando espécies
cujos processos biologicos estdo fortemente ligados a sua sazonalidade (Agostinho et al. 2004).

Um dos maiores impactos causados pelas usinas ocorre principalmente no trecho a
montante, com transforma¢dao dos rios em grandes lagos, modificando as condi¢des naturais do
ecossistema e, quando em associacdo com despejos e cargas de residuos decorrentes da agdo humana,
tornam os mesmos eutrofizados, criando condig¢des aquaticas inadequadas como a proliferacdo de
algas, geragdo de gases e toxidade na 4gua, que variam de acordo com o rio (Agostinho et al. 2004).
Além disso, deve-se ressaltar que os reservatorio tendem a ser assoriados, o que pode criar condigdes
novas de inundagdes no seu trecho superior.

A jusante dos aproveitamentos, dependendo da configuracdo dos extravasores, a
qualidade da 4gua pode ser ruim, a medida que retira vazdo com concentragdes baixas de oxigénio.
Adicionalmente existe a tendéncia de modifica¢do dos leitos dos rios em fun¢do da operacao adotada

pela usina, com efeito sobre a flora e a fauna do trecho a jusante.
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3.1.1.3 Usina Hidrelétrica de Itaipu

O reservatorio de Itaipu corresponde ao segmento do médio Rio Parand na fronteira
Brasil-Paraguai que passou a ter continuidade com o alto Rio Parana depois da formagdo do lago e
consequente sobreposicdo das Cachoeiras de Sete-Quedas. Esse trecho situa-se entre a foz do Rio
Piquiri e a do Rio Iguagti no Estado do Parana, respectivamente nos municipios de Guaira e de Foz do

Iguacu (Figura 5).

Figura 5 — Imagens da regido alagada de Guaira (PR) durante o processo de constru¢ao da represa. a —
Leito original do Rio Parana. b — O Rio Parana passa a correr pelo canal de desvio. ¢ — Vista aérea
atual da UHE Itaip1, na divisa entre Brasil e Paraguai.

(Imagens cedidas pela Acessoria de Comunicagdo de Itaipu Binacional).

3.2 METODOS
3.2.1 Meétodos de captura e manuseio

As espécies foram coletadas utilizando fisga (arpdo), espinhel e tarrafa. A pesca com
arpdo so € possivel em ambientes rasos e com elevada transparéncia. A falta de resultados na captura
de Potamotrygonidae com redes de espera pode ser explicada em parte pela forma do corpo dos
individuos. O formato discoide, com amplas expansdes laterais, dificulta ou impede a passagem do
animal pela malha. Além disto, estas raias tém potencial para realizar movimentos laterais sobre um
eixo vertical quando tocam uma rede, o que pode facilitar a fuga de artefatos comuns de pesca.

Apos serem coletados (234 individuos), foram retiradas amostras de figado e de tercido
muscular dos exemplares usados nos estudos moleculares. Alguns espécimes foram fixados em formol

a 10% e posteriormente conservados em etanol 70%, identificados pela especialista Patricia Charvet-
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Almeida e depositados no museu do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (LBP), UNESP,

Botucatu, SP.

3.2.2 Extracido do DNA total
O DNA total foi extraido com a utilizacao de kit da DNeasy Tissue (Qiagen), de acordo
com o protocolo a seguir:
1. cortar um pedaco de tecido (pesando entre 10 e 15 mg);
2. colocar o tecido em um tubo de 1.5ml contendo 200ul de “ATL” e 15ul de Proteinase K;
3. colocar o tubo em banho-maria a 55°C por 1 hora ou mais, até que a proteina tenha digerido todo o
tecido;
4. adicionar 200ul de “AL” ao tubo e colocar em outro banho-maria a 70°C por 10 minutos, com
agita¢do dos tubos no vortex a cada 4 minutos;
5. ap6s os 10 minutos, adicionar ao tubo 200ul de etanol 98%, misturar (vortex) e transferir o liquido
para a “coluna de Qiagen”;
6. centrifugar a 6000rpm por 1 minuto a temperatura ambiente;
7. descartar o liquido juntamente com o tubo coletor;
8. colocar um novo tubo coletor e adicionar a coluna 500ul de “AW1”;
9. centrifugar a 6000rpm por 1 minuto a temperatura ambiente;
10. descartar o liquido juntamente com o tubo coletor;
11. colocar um novo tubo coletor e adicionar a coluna 500ul de “AW2”;
12. centrifugar a 13000rpm por 3 minutos a temperatura ambiente;
13. descartar o liquido juntamente com o tubo coletor, colocar a coluna em um tubo de 1.5ml;
14. adicionar a coluna 250ul de “AE” (tampao para preservar o DNA);
15. centrifugar a 6000rpm por 1 minuto a temperatura ambiente;
16. descartar a coluna;
17. aliquotar 100ul de DNA e guardar na geladeira (-4°C, solugdo de trabalho), o restante do
DNA guardar no freezer (-20°C, solugao estoque);
18. preparar um gel de agarose a 1% para quantificar e verificar a integridade do DNA.
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3.2.3 Sequenciamento genomico 454 GS-FLX Roche Titanium
O fluxo do sistema Genome Sequencer FLX Titanium se baseia em cinco etapas, que
podem ser descritas resumidamente, do seguinte modo:

1. Fragmenta¢do da amostra: a amostra de DNA genomico ¢ fracionada em fragmentos de 300 a 800
pares de bases (pb) por meio de nebulizagao.

2. Preparagdo da biblioteca: pequenos adaptadores (A e B) especificos sdo ligados nas extremidades
3’ e 5’ dos fragmentos.

3. Um fragmento = um bead: cada fragmento de DNA tnico da biblioteca ¢ imobilizado em um bead,
a amostra ¢ entdo purificada gerando micro reatores Unicos onde cada bead representa uma
sequéncia unica da biblioteca.

4. PCR de emulsdo: cada fragmento Unico ligado a um bead ¢ amplificado, excluindo sequéncias
competidoras e contaminantes, gerando cada micro reator unico a ligagdo com varios milhdes de
sequéncias idénticas.

5. Um bead = um read: os beads carregando sequéncias unicas sdo entdo adicionados em uma placa
PicoTiter permite a inser¢do de somente um bead. Por fim a placa € carregada no aparelho GS FLX
e a leitura ¢ feita por sinais quimioluminescéncia registrados em uma cdmera acoplada ao

equipamento.

3.2.4 Obtencao das sequéncias e arquivos de saidas (output files)

No processo de sequenciamento pela tecnologia de pirosequenciamento, os sinais
quimioluminescentes sdo registrados individualmente para cada sequéncia na camera acoplada ao
equipamento durante todo o processo. Ao final, estes dados sdo processados por um programa
especifico do equipamento, a qual, a partir dos sinais brutos obtidos, gera arquivos de flowgrams e
basecalls contendo a identidade e a qualidade de cada base e em cada read — estes arquivos possuem a
extensao *.fn e *.qual.

Um processamento posterior visa vincular a identidade a qualidade de cada base em um
unico arquivo, gerando arquivos *.sff. O Servico de sequenciamento contratado neste projeto junto a
454 GS-FLX Roche (Instituto Agrobiotecnoldgico de Rosario / INDEAR, Argentina) disponibilizou
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os arquivos na extensao *.fn *.qual e *.sff para o pool de amostras submetidas ao sequenciamento

(DNA gendmico).

3.2.5 Edicao das sequéncias e confeccido de primers
O Batch Primer3 ¢ um programa online que pode ser acessado na pagina

http://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/, para fazer buscas de sequéncias microssatélite e,

simultaneamente, desenhar primers de acordo com cada loci. Este programa analisa a possibilidade de

formag¢do de heterodimeros entre os primers reverse e forward, identifica a existéncia de

autocomplementariedade e formag¢dao de homodimeros e ainda identifica a possivel formacao de
estruturas secundarias (Aairpin) durante a futura reacdo de PCR por meio de padrdes termodinamicos
pré-estabelecidos. O programa considera os seguintes fatores:

a) Estabilidade do pentamero 3’ — ¢ um valor limite de estabelecimento para os cinco ultimos
nucleotideos do terminal 3’. Primers com o valor ES de energia livre (G) do pentdmero menor es
do que -8,5 Kcal/mol apresentam uma tendéncia de pareamento em regides inespecificas e sdo mais
provaveis de formar estruturas em grampo e dimeros com ele mesmo.

b) Sequéncia 3’ unica de 7 bases — este critério limita o pareamento inespecifico; usando este critério,
qualquer primer que ndo apresente uma sequéncia especifica de 7 bases ou superior que seja
exatamente complementar ao sitio de anelamento ¢ eliminado.

¢) Formacao de dimeros — este critério limita no valor 2 a 3 o nimero de pares de bases que o dimero
pode conter.

d) Formacao de estruturas em grampo — este critério limita no valor 2 o nlimero de pares de bases que
a estrutura pode conter.

e) Formacao de fita dupla proximo a extremidade 3’ — este critério elimina primers candidatos que
apresentem qualquer dimero ou estrutura em grampo a uma distdncia de 8 pares de base da

extremidade 3°.
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3.2.6 Selecao de Marcadores

Para evitar a concepgao de primers duplicados para o mesmo loci, todas as sequéncias
de microssatélites selecionadas pelo programa BatchPrimer3 (You et al. 2008) foram agrupadas e
alinhadas no programa Clustal X (Thompson et al. 1997), para identificar possiveis sequéncias
redundantes. Microssatélites com uma boa probabilidade de amplificacdo (grau de confianga) foram
identificados de acordo com os seguintes critérios: para repeti¢des de dinucleotideos (nimero minimo
de repeti¢ao (nmr) = 8); trinucleotideos (nmr = 5); tetranucleotideo (nmr = 4); pentanucleétideos (nmr
= 4) e hexanucleotideos (nmr = 3).

Os primers foram desenhados pelo programa PRIMER 3.0 (Rozen & Skaletsky 2000)
com base nos seguintes critérios: tamanho otimo de primer de 20 pb (min = 18, max = 22 pb),
temperatura ideal de anelamento 60 ° C (min = 55 ° C, max = 63 ° C), quantidade de GC 6ptimo de
60% (min = 40%, max = 80%) e o tamanho do produto amplificado variando de 50-450 bp. As cores
dos fluorocromos utilizados foram definidas de acordo com os tamanhos dos fragmento dos
microssatélites, de modo que /oci de diferentes tamanhos poderiam ser marcados com o mesmo

fluorocromo, para a adaptagdo da técnica de PCR-multiplex.

3.2.7 Testando marcadores

Os primers foram sintetizados com fluorocromos FAM (azul), NED (amarelo), PET
(vermelho) e VIC (verde). Cada conjunto de primers foi inicialmente avaliado utilizando amostras de
DNA a partir de 5 individuos. Para a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi utilizado o
termociclador Applied Biosystems (Veriti, Thermal Cycler), nas seguintes condi¢des: desnaturagdao
inicial de 4 min a 94°C; 34 ciclos de 94°C por 15 s; temperatura de anelamento especifica de cada
primer por 25 s, 72°C por 25 s, e extensdo final de 10 min a 72°C. O volume total da rea¢do de PCR
foi de 12,5ul e consistiu de: 1X Tampao, 1,5mM MgCl, 0,2mM de cada dNTP, 0,5 unidades de
polimerase de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), 1,0 pmol de cada um dos primers (Schuelke
2000) e 30ng de DNA. Os produtos de PCR foram visualizados com controle negativo e positivo por

eletroforese no gel de agarose a 2%. Os loci que produziram bandas de tamanho esperado foram
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selecionados e analisados no sequenciador ABI 3730 XL (Universidad de Santiago de Compostela -
Lugo, Espanha).

Apos a identificagdo dos loci polimérficos, foram testadas as PCRs multiplex com as
mesmas amostras anteriormente utilizadas e normalizadas para uma concentra¢ao de Sng/ul usando o
Type Master Mix PCR (Qiagen). As PCRs multiplex foram adaptadas com de 2ul de DNA, 2ul do
mix de primers (cada primer de 2ul em TE pH 8,0), 10ul de Type Master Mix. O programa utilizado
para a amplificagdo da PCR multiplex foi: desnaturacdo de 5 min a 95°C, 30 ciclos de 30 s a 95°C, 60 s
a 57°C e 30 s a 72°C e, finalmente, extensdo final de 30 min a 60°C. Os picos obtidos a partir de
reacoes multiplex foram verificados se correspondiam aos de um unico /oci no sequenciador Applied
Biosystems (ABI) 3730 XL. A transferabilidade dos /loci de Potamotrygon motoro foi testada para a
espécie P. falkneri, sendo utilizada amostra de 20 individuos coletados no Rio Paran4, regido de Porto
Rico / PR, seguindo o mesmo protocolo de PCR anteriormente descrito para P. motoro.

Os tamanhos dos alelos em ambas as espécies foram determinadas usando o 500 LIZ
(Applied Biosystems) como padrdo interno e para estimar o tamanho do alelo foi utilizado o programa

GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems).

3.2.8 Analises estatisticas (microssatélites)

Para a construcdo e exportacdo das matrizes utilizadas em outros programas e as
estimativas de alelos privados foi utilizado o software GENALEX 6.1 (Peakall & Smouse 2006). Os
valores de Heterozigosidade esperada e observada (He, Ho), indice de fixacao FIS (Wright 1951) e
teste exato de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (valor de significancia P < 0,05) foram obtidos a
partir de aplicacdes realizadas também no GENALEX 6.1. Os niveis de significancia para os testes de
HWE, FST e RST foram ajustados usando as corre¢cdes de Bonferroni (Rice 1989), sendo a corre¢ao
padrdo para HWE (P < a/k, onde a representa o indice de significancia 0,05 e £ o niimero de /oci) e
sequencial para indices de fixagcdo (P < o/k, onde a representa o indice de significancia 0,05 e k o

numero de estimativas). O fluxo génico foi estimado como niimero de migrantes por geracao (Nm) de
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acordo com o método de alelos privados (Slatkin 1985) e o desequilibrio de ligagao foi estimado para

todos os loci através de GENEPOP 4.0.1 (Raymond & Rousset 1995).

Para os calculos de diferenciacdo populacional e dos indices de fixacdo FST (Weir &
Cockerham 1984), foi utilizado o modelo IAM e para o indice RST (Slatkin 1995) foi assumido o
modelo SMM:

1. Infinite allele model (1AM, Kimura & Crow 1964): assume que cada mutagdo gera sempre um alelo
que ndo existe na populacdo, pela perda ou por ganho de qualquer numero de unidades de repeticao,
implicando que alelos idénticos partilhem a mesma ascendéncia, designando-os como alelos
idénticos por ascendéncia. Neste modelo, uma maior proximidade de tamanho entre dois alelos nao
significa maior proximidade evolutiva.

2. Stepwise mutation model (SMM, Kimura & Otha 1978): assume que cada mutacdo gera um alelo,
pela perda ou ganho de uma tnica unidade de repeticdo, podendo dar origem a alelos ja existentes
na populacdo, considerando também a possibilidade de eventuais fendmemos de homoplasia.
Consequentemente admite-se que alelos de tamanho muito diferente estdo menos relacionados do
que os que tém um tamanho proximo (Balloux & Lugon-Moulin 2002).

A analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) calculada para
todos os /oci e para todas as populacdes com 16.000 permutagdes (Guo & Thomson 1992), sendo
utilizado para os caculos o programa GENALEX 6.1 (Peakall & Smouse 2006).

Para o calculo do nivel de estrutura populacional foi utilizado o programa
STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al. 2000), realizado através de uma andlise bayesiana. Um modelo
ancestral admixture com frequéncias alélicas correlacionadas foi usado para determinar a estrutura das
populagdes. Todas as corridas consistiram de um “burn-in” de 100.000 passos, seguidos por 500.000

MCMC (Markovian chain of Monte Carlo).

3.2.9 Amplificacio dos genes mitocondriais
Para a amplificagcdo dos fragmentos dos 4 genes analisados das espécies empregadas no
presente trabalho, utilizou-se a tecnologia da Polymerase Chain Reaction (PCR), com primers

universais e espécie-especificos (Tabela 3). Para a amplificagdo foram empregados dois tipos de
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enzimas Tag polimerase, sendo a GoTaq Polimerase (Promega), constituida de um mix com tampao,

Buffer e ANTP em concentra¢des 6timas para a reagdo e a Taq Platinum (Invitrogen). Dois tipos de

reagdes foram elaborados para a amplificacdo de todos os genes analisados, dependendo da enzima

Taq polimerase que foi empregada (Tabelas 4 ¢ 5).

Tabela 3 - Sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos dos genes

mitocondriais, discriminando a regido e o tamanho do fragmento.

Gene Nome do Primer Sequéncia do Primer Referéncia
Ccol Fish F1 TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT Ward et al. (2005)
GGC AC
Fish R1 TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG Ward et al. (2005)
GAA TCA
CytB CytbF CTT CTC CTC AAT GGC ACA C Oliveira et al. (2011)
CytbR GAT GGC GTA GGC AAA TAG Oliveira et al. (2011)
D-loop DloopF-T CTT CCG GGG AAT AGC GAT TTG Mendonga et al. (2009)
DloopR-R CTC CCA AAG CCA AGATTC TG Mendonga et al. (2009)
ATPase 6-8 PotaATPf2 GGG TCY AGC ATT AGCCTTT Toffoli et al. (2008)
PotaATPr2 GTT AGT GGT CAG GGG CTT GG Toffoli et al. (2008)

Tabela 4. Condigdes da reagdo empregando a GoTaq

Reagentes Volume
GoTaq (5U/ul) 6,3 ul
Primer Forward (5uM) 0,5 ul
Primer Reverse (SuM) 0,5 ul
DNA Genoémico 1,0 pl
Agua Milli-Q 4,05 ul

Volume Final 12,35 ul
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Tabela 5. Condigdes da reagao empregando a Tag Platinum

Reagentes Volume
Taq Platinum 0,1 ul
Buffer 10X 1,25 pl
MgCI12 (50mM) 0,25 ul
dNTP 2mM) 0,2 ul
Primer Forward (SuM) 0,5 ul
Primer Reverse (SuM) 0,5 ul
DNA Gen6mico 1,0
Agua Milli-Q 8,57 ul
Volume Total 12,5l

As amplificacdes foram efetuadas em um termociclador Veriti (Applied Biosystems)

em que cada ciclo da técnica da PCR consiste, basicamente, da desnaturagdo, anelamento e extensao.

Esses ciclos variaram dependendo do primer utilizado seguindo as condi¢des basicas descritas pelos

autores que os desenvolveram. Porém, ao longo do trabalho esses ciclos sofreram adaptacdes para a

obtenc¢ao de melhores resultados (Tabela 6). A Figura 7 mostra um esquema da molécula de mtDNA

localizando as posi¢des dos genes utilizados no presente estudo.

Tabela 6. Condicdes de reacdo dos programas empregados na PCR para cada gene.

Passo Processo Temperatura Tempo
1 Desnaturacao inicial Col CytB  Dloop ATP6/8 2’
94°C
Desnaturacao 94°C 30"
3 Anelamento 54°C  49°C 55°C 55°C 1’
50°C 50°C
48°C 48°C
50°C 50°C
4 Extensdo 72°C 1’
5 Voltar ao passo 2 30x
6 Extensao final 72° 7
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Figura 7 — Esquema da molécula de mtDNA mostrando a localiza¢do dos genes utilizados no presente
estudo.

3.2.10 Visualizacdo do DNA amplificado em gel de agarose

Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% (0,1g
de agarose/Iml de tampao TAE 1X) e corados com Blue Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia)
na propor¢ao 1:1. O Blue Green ¢ um reagente que se une as fitas duplas do DNA emitindo coloragao
ao ser visualizado na luz UV. Os produtos amplificados foram comparados com o ladder 1kb plus
(Invitrogen), sendo posteiormente visualizados em um transiluminador e fotografados com camera

digital.

3.2.11 Purificacdo das Amostras Amplificadas

Apo6s checagem da amplificagdo, os produtos de PCR passaram por uma reagao de
limpeza através do kit ExoSap-IT® (USB Corporation) seguindo o procedimento padrdo. Em um tubo
Eppendorf prepara-se uma reacdo contendo 5,0ul do DNA amplificado juntamente com 2,0ul da

solucao de ExoSap e leva-se para o termociclador para a realizagdao do seguinte programa:

Passo Temperatura Tempo
1 37°C 15'
2 80°C 15
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3.2.12 Reac¢do de Sequenciamento

Para a rea¢io de sequenciamento foi utilizado o Kit “Big Dye™ Terminator v 3.1 Cycle

Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems), seguindo o protocolo abaixo:

Prepara-se uma solugao MIX, para cada uma das amostras, contendo:

Solucoes Volume
DNA (Amplificado e limpo pela ExoSap-IT) 2,0ul
Primer 2,0ul
Solu¢ao Pré-MIX (nucleotideos marcados com fluorescéncia) 2,0ul
H,O Autoclavada 3,0ul
Volume Final 18,0ul

Levam-se os Eppendorfs a um termociclador e realiza-se o seguinte programa:

Passo Processo Temperatura Tempo
1 Desnaturacéo Inicial 96° C 2
2 Desnaturacao 96°C 30"
3 Anelamento 50°C 15"
4 Extensao 60°C 4’
5 Volta para o passo 2 30X

3.2.13 Limpeza do PCR de Sequenciamento

Este procedimento ¢ realizado segundo o seguinte protocolo:
1. adicionar em cada tubo: 07 pul de EDTA (125mM);

2. adicionar em cada tubo: 07 pl de Acetato de Sodio (3 M)
3. homogeneizar e passar no spin brevemente;

4. adicionar 17,5 pl de Etanol 100%;

5.
6
7
8
9

incubar por 15 minutos a temperatura ambiente;

. centrifuga-se por 15 min a 13000 rpm a 25°C;
. descartar o Etanol em papel toalha;

. adiciona-se 24,5 ul de Etanol 70% Gelado;

. centrifuga-se por 10":15" a 13000 rpm a 20°C;

10. descartar o Etanol em papel toalha;

11. repetir passo 8 a 10 ( lavagem com etanol 70%);
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12. secar em termociclador por 2 minutos a 96°C sem tampa e com o termociclador aberto;
13. guarda-se os tubos, ja secos, no freezer a 4°C envolto em papel aluminio, até o momento do

sequenciamento.

3.2.14 Sequenciamento de DNA
As sequéncias foram obtidas através da técnica de sequenciamento por capilaridade no
sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), no Laboratério de Biologia e Genética

de Peixes (LBP), Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu.

3.2.15 Analise dos dados mitocondriais

A variagdo e o padrdo de substitui¢do de nucleotideos ¢ a distdncia genética foram
examinadas utilizando-se o programa MEGA v.4.0 (Tamura et al. 2007). A satura¢do de nucleotideos
foi analisada plotando-se o nimero absoluto de transi¢des (Ti) e transversoes (Tv) contra os valores de
distancia genética como uso do programa DAMBE v.4.1.27 (Xia & Xie 2001). Para a construcdo de
dendrogramas, cujos parametros utilizados para verificar a divergéncia genética entre as sequéncias
foram os recomendados na literatura para sequéncias barcode, sendo utilizado o modelo Kimura-2-
parametros (K2P). Os agrupamentos foram testados através do método bootstrap (Felsenstein 1985)
com 1.000 pseudoréplicas.

A rede de haplotipos foi construida empregando-se as sequéncias da regido controle de
todos os individuos de Potamotrygon motoro e P. falkneri. Os individuos foram hipoteticamente
separados em diferentes populagdes tendo por base a sua distribui¢do geografica. A rede de haplotipos foi
elaborada para observar a existéncia de haplotipos compartilhados ou haplétipos caracteristicos em cada
populacdo e conseguir observar a existéncia de estruturagdo populacional. A construcao desta rede foi
realizada através dos programas Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005) e Network v.4.5 Fluxus
Technology Ltd., assim como do DnaSP v.5.0 (Librado & Rozas 2009).
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3.2.16 Equilibrio de Hardy-Weinberg

A diversidade génica ¢ a medida que indica a heterozigosidade esperada para um dado
loci sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e consiste na propor¢do esperada de individuos
heterozigotos para as frequéncias alélicas observadas.

A verificacdo do EHW foi realizada pela comparagdo da Heterozigosidade observada
(Ho) dos gendtipos com a Heterozigosidade esperada (He), calculada com a utilizagdo do programa
ARLEQUIN 3.0, que aplica o método de Guo & Thompson (1992).

O principio de EHW afirma que as frequéncias génicas e genotipicas de um unico /oci
estardo fixadas e em equilibrio numa populagdo numerosa que ndo esta em processo evolutivo franco e
apos uma geracdo de acasalamento randomico. O FIS (coeficiente de endogamia) ¢ utilizado para
estimar a redu¢do minima de heterozigosidade nos individuos devido ao cruzamento aleatorio dentro
da populacao e foi calculado para testar as propor¢des do EHW entre os genotipos obtidos, de acordo

com a formula:

FIS = 1-(heterozigosidade observada/heterozigosidade esperada) onde,
* Se existe um excesso de heterozigotos, entdo FIS < 0;
* Se existe um excesso de homozigotos, entao FIS > 0;

* O teste do qui-quadrado foi utilizado para testar a hipotese nula, onde F75=0.

3.2.17 Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta através do pacote de
programas ARLEQUIN 3.0. Este célculo pode ser obtido somando-se o numero de individuos
heterozigotos para um determinado alelo mais duas vezes o numero de individuos homozigotos, e

dividindo-se o resultado pelo dobro do nimero total de individuos. De acordo com a férmula:
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F(p)=(@+2pq)/2N onde:

* F(p): frequéncia do alelo p;

* p: numero de individuos homozigotos do alelo p;
* pq: numero de individuos heterozigotos;

* N: nimero de individuos na amostra.

A avaliacdo da ocorréncia de um alelo particular em uma populagdo, chamada
frequéncia génica ou alélica, ¢ considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois a mudanga

genética de uma populacdo pode ser avaliada pela mudanca nas suas frequéncias génicas (Nei, 1978).

3.2.18 Analise da estrutura genética populacional (mitocondrial)

A andlise da estrutura populacional foi calculada empregando-se a anélise de varidncia
molecular (AMOVA) conforme descrito por Excoffier et al. (1992), utilizando-se o programa Arlequin
3.0 que permite verificar o grau de significAncia genética inter e intrapopulacional. Este método
estatistico se baseia na geragdo de estimativas da variancia genética em diferentes niveis hierarquicos,
ou seja, de como a diversidade genética encontra-se distribuida dentro das populacdes e entre as
populacdes, além de valores de estatistica F, que indicam o grau de diferenciagdo genética.

Os parametros estatisticos foram calculados de acordo com Weir & Cockerham (1984).
O Fist (indice de fixagdo) ¢ utilizado para estimar a extensdo da diferenciacdo genética entre as
subpopulagdes (agrupamentos). Todos os valores foram verificados por meio de testes nao
paramétricos de permutacdo (Excoffier et al. 1992). O valor de P igual a 0,01 foi adotado como limiar
de significancia para todos os testes estatisticos realizados. Estas andlises foram realizadas para as

populagdes divididas temporal e espacialmente.
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4 Resultados

As informagdes obtidas dos estudos genéticos moleculares efetuados nas espécies de raias de
agua doce Potamotrygon motoro e Potamotrygon falkneri sdo apresentados a seguir, na forma de

capitulos:

4.1 - Capitulo I - Desenvolvimento de marcadores microssatélites por pirosequenciamento em
raias de agua doce Potamotrygon motoro e sua transferabilidade em P. falkneri (Chondrichthyes:

Potamotrygonidae).

4.2 - Capitulo II - Recente colonizacio e dinAmica genética em raias de agua doce
(Chondrichthyes: Potamotrygonidae) na bacia do Rio Parana, reveladas por marcadores
genéticos.

4.3 - Capitulo III - Primeiro registro de hibridacio entre espécies de raias de agua doce

Potamotrygon motoro e P. falkneri (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) na bacia do Rio Parana,

Brasil.

As referéncias citadas nos capitulos encontram- se relacionadas no final da tese.
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Capitulo 1

Desenvolvimento de marcadores microssatélites por pirosequenciamento em raias
de agua doce, Potamotrygon motoro e sua transferabilidade em P. falkneri

(Chondrichthyes: Potamotrygonidae).

Produgdo bibliografica e cientifca relacionada com este capitulo

- Disciplina ministrada como colaboradora 2012: Desenvolvimento de marcadores microssatélites
através de sequéncias obtidas por pirosequenciamento. Unesp - Botucatu / SP.

- Cruz VP, Mendes NJ, Mendonga FF, Pardo BG, Vera M, Martinez P, Oliveira C and Foresti F. 2013
Development of microsatellite markers by high-throughput pyrosequencing in the freshwater stingray
(Potamotrygon motoro) and cross-species amplification. Molecular Ecology resources.
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Resumo

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo oferecem um grande potencial para o
desenvolvimento rdpido e de baixo custo de marcadores moleculares, sendo um empreendimento
particularmente promissor para os organismos ecologicamente importantes para os quais ainda nao
existem genomas de referéncia. Neste estudo foi utilizado o método de pirosequenciamento (454 GS-
FLX Roche) para identificar sequéncias microssatélites na espécie de raia de agua doce Potamotrygon
motoro, de ocorréncia na bacia do Rio Parand. A técnica de pirosequenciamento abrangendo cerca de
20.997.063pb produziu 60.298 sequéncias com tamanho médio de 348pb, sendo o motivo
tetranucleotideo AGAT o mais frequente entre as repeti¢des em tandem detectadas. Apos a realizagdo
de analises para busca de microssatélites, foram selecionados e testados 20 /oci microssatélites, com a
realizacdo de subsequente validagdo utilizando 40 individuos de uma amostragem de P. motoro da
regido de Foz do Iguagu / PR. Foram identificados 10 /oci polimérficos, com um total de 35 alelos que
variaram de 2 a 10 alelos por loci (3,5 alelos em média). O teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg
mostrou um desvio significativo em um unico /oci apds a aplicagdo da corre¢do Bonferroni. A
transferabilidade dos loci de P. motoro foi testada para outra espécie de raia de agua doce,
Potamotrygon falkneri, sendo a transferabilidade bem sucedida. Por outro lado, 80% dos marcadores
tiveram amplificag@o positiva e foram identificados polimorfismos em 60% dos /loci. Considera-se que
os marcadores genéticos identificados serdo uteis para investigar a estrutura genética das populacdes
destas espécies e também para inferir pardmetros demograficos em raias de agua doce, com vistas a

conservagao e gestao deste recurso unico da bacia do Rio Parana.

Introduciao

Os microssatélites tém sido relacionados como um dos marcadores genéticos mais
populares para uma ampla gama de aplicagdes em genética populacional, biologia de conservagdo e
biologia evolutiva, apresentando muitas vantagens em relagdo a outros marcadores como sua
especificidade genética, natureza codominante, alto polimorfismo e facil reprodutibilidade, entre

outras (Powell et al. 1996, Goldstein & Schlotterer 1999).
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A metodologia classica de desenvolvimento de sequéncias microssatélite exigia a
constru¢do de uma biblioteca gendmica enriquecida, isolamento e sequenciamento de clones contendo
sequéncias repetitivas em tandem e, posteriormente, a validagdo dos loci polimorficos (Zane et al.
2002). Contudo, nos ultimos anos os sequenciamentos de nova geracdo produziram um grande
impacto na pesquisa genoOmica, por acelerar o processo de producdo de um grande numero de
marcadores genéticos uteis & um custo muito baixo (Dutech et al. 2007, Blow et al. 2008, Mardis et al.
2008, Schuster et al. 2008).

Entre as novas tecnologias de sequenciamento, o pirosequenciamento esta sendo muito
utilizado na busca de marcadores microssatélites e estudos pioneiros ja4 foram realizados em varios
organismos, como em anfibios (Nair et al. 2011); artropodes (Pauchet et al. 2009, Rasmussen & Noor
2009, Zhang et al. 2010); aves (Abdelkrim et al. 2009, Allentoft et al. 2009, Lerner & Fleischer 2010);
fungos (Santana et al. 2009, Magain et al. 2010); mamiferos (Vanpe et al. 2009, Michelizzi et al.
2010); peixes (Johansen et al. 2009, Boomer & Stow 2010, Dubut et al. 2010, Saarinen & Austin
2010) e répteis (Castoe et al. 2010).

Entre os Chondrichthyes, estudos recentes para o desenvolvimento de marcadores
microssatélites também ja tém utilizado a técnica de pirosequenciamento (Boomer et al. 2010, Chabot
et al. 2011, Kang et al. 2012) porém, em raias de d4gua doce da familia Potamotrygonidae, os estudos
para desenvolvimento destes marcadores sdo ainda relativamente escassos, mesmo se realizados por
técnicas convencionais e classicas.

A familia Potamotrygonidae (Garman 1877) ¢ constituida por quatro géneros,
Helyotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e Potamotrygon, incluindo entre 21 e 26 espécies conhecidas
(Rosa 1985, Rosa et al. 1987, Charvet-Almeida et al. 2002, Carvalho et al. 2003, Silva et al. 2011,
Eschmeyer & Fong, 2013). As raias de 4gua doce sdo restritas aos principais sistemas fluviais da costa
Atlantica da América do Sul, desde a Venezuela até¢ a Argentina (Achenbach & Achenbach 1976,
Rosa 1985). No Brasil, o maior numero de espécies ¢ encontrado na Bacia Amazonica (cerca de 16
espécies), sendo que este nimero pode variar devido a possivel existéncia de sindnimos e espécies

ainda nao descritas (Rosa 1985, Carvalho et al. 2003).
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Na bacia do Rio Parand, até o final de 1970, as raias eram observadas apenas em
regides a jusante da cachoeiras de Sete-Quedas, na regido do médio Rio Parand, devido a esta grande
barreira geografica localizada na regido do municipio de Guaira, Estado do Parana (Vilela et al. 2004).
Esta barreira natural, que isolou por um longo periodo a maioria dos peixes do alto Rio Parand da
fauna remanescente a jusante, deixou de existir devido a constru¢ao da Usina Hidrelétrica de Itaipu em
1982. Tal fato permitiu que muitas espécies colonizassem ambientes na regido a montante de Guaira e
neste novo cenario, as raias Potamotrygon motoro, P. falkneri e outras espécies de peixes locais
comecaram a desempenhar o papel de espécies invasoras. Considera-se atualmente que o impacto
destas colonizagdes sobre a fauna aquatica nativa ainda precisa ser melhor estudado e avaliado (Brasil
1998, Vilela et al. 2004, Makrakis et al. 2007). Desta forma, os dados moleculares e ecologicos sobre
estas espécies e populacdes sdo de grande importancia, uma vez que podem fornecer informagdes
fundamentais relacionadas com a rota de invasdo, dindmica demografica e a fonte das populagdes
invasoras, como demonstrado em diversas espécies de peixes (Hansen & Mensberg 1996, Hansen et
al. 1999, Beheregaray et al. 2001, Celroy et al. 2003, Caldera et al. 2008, Cruz et al. 2012).

No presente estudo ¢ relatado o desenvolvimento dos primeiros marcadores
microssatélites desenvolvidos para Potamotrygon motoro e sua transferabilidade para espécie do
mesmo género, P. falkneri, utilizando sequenciamento de nova geracdo 454 GS-FLX Roche. Esta
abordagem tem sido util para reduzir o tempo e o custo no processo de isolamento de marcadores
microssatélite, podendo proporcionar informacdes que permitam avaliar a aplicabilidade desta
metodologia para estudar a diversidade genética e o processo de colonizagao de populagdes de raias na

bacia do Rio Parana.

Materiais e métodos

Amostras de 40 individuos da espécie Potamotrygon motoro foram coletados no Rio
Parana, regido de Foz do Iguagi / PR — Brasil. Alguns exemplares foram fixados em formol a 10% e
posteriormente conservados em alcool etilico a 70%, identificados pela especialista Patricia Charvet-
Almeida e depositados na cole¢dao de peixes do Laboratdorio de Biologia e Genética de Peixes (LBP),
Botucatu, SP.
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O DNA total foi extraido a partir de fragmentos de tecido muscular preservados em
etanol a 95%, seguindo o protocolo apresentado no kit comercial "Genomic Assistente Kit de
Purificacdo de DNA - Promega", com pequenas adaptagdes.

Um pool de 100mg (60ng/ul) de DNA de 2 individuos desta espécie foi agrupado para
a realizagdo do pirosequenciamento em 454 GS FLX Roche (sequenciador de placa de Titanio) no
Instituto Agrobiotecnologico de Rosario/INDEAR, Argentina. Detalhes do procedimento de
pirosequenciamento foram descritos segundo o autor Margulies et al. 2005. Para realizagdo do teste de
transferabilidade dos marcadores microssatélite, foram utilizados 20 individuos da espécie P. falkneri,

sendo o DNA destas amostras extraido de acordo com as instrugdes existentes no kit (Promega).

Selecdo de Marcadores

Para evitar a concepgao de primers duplicados para o mesmo loci, todas as sequéncias
de microssatélites selecionadas pelo programa BatchPrimer3 (You et al. 2008) foram agrupadas e
alinhadas no programa Clustal X (Thompson et al. 1997), para identificar possiveis sequéncias
redundantes. Microssatélites com uma boa probabilidade de amplificacdo (grau de confianga) foram
identificados de acordo com os seguintes critérios: para repeti¢des dinucleotideo, nimero minimo de
repeti¢do (nmr) = §; trinucleotideos (nmr = 5); tetranucleotideo (nmr = 4); pentanucledtidos (nmr = 4)
e hexanucleotide (nmr = 3).

Os primers foram desenhados pelo programa PRIMER 3.0 (Rozen & Skaletsky 2000)
com base nos critérios de tamanho de primer éptimo de 20 pb (min = 18, max = 22 pb); temperatura
ideal de anelamento 60 ° C (min = 55 ° C, max = 63 ° C); quantidade de GC 6ptimo de 60% (min =
40%, max = 80%) e do tamanho do produto amplificado, variando de 50 a 450bp. As cores dos
fluorocromos foram definidas de acordo os tamanhos dos produtos de microssatélites, de modo que
loci de diferentes tamanhos puderam ser marcados com o mesmo fluorocromo, para a adaptagdo da
técnica de PCR-multiplex.

Teste dos marcadores
Os primers foram sintetizados com fluorocromos FAM (azul), NED (amarelo), PET

(vermelho) e VIC (verde). Cada conjunto de primer foi inicialmente avaliado utilizando amostras de
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DNA a partir de 5 individuos. Para a reagdo em cadeia de polimerase (PCR), foi utilizado o
termociclador Applied Biosystems (Veriti, Thermal Cycler) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo
inicial de 4min a 94°C; 34 ciclos de 94°C por 15s; temperatura de anelamento especifica de cada
primer por 25 s, 72°C por 25s, e extensao final de 10 min a 72°C. O volume total da reagdao de PCR foi
de 12,5ul e consistia de: 1X Tampao, 1,5 mM MgCl, 0,2mM de cada dANTP, 0,5 unidades de
polimerase de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), 1,0pmol de cada um dos primers (Schuelke
2000) e 30ng de DNA. Os produtos de PCR foram visualizados com controle negativo e positivo por
eletroforese em gel de agarose a 2%. Os loci que produziram bandas de tamanho esperado foram
selecionados e analisados no sequenciador ABI 3730 XL (Universidad de Santiago de Compostela -
Lugo, Espanha).

Apbs a identificagdo dos loci polimdrficos, foram testadas as PCRs multiplex com as
mesmas amostras anteriormente utilizadas e normalizadas para uma concentragdo de Sng/ul usando o
Type Master Mix PCR (Qiagen). As PCRs multiplex foram adaptadas com de 2ul de DNA, 2ul do
mix de primers (cada primer de 2l em TE pH 8,0) e 10ul de Type Master Mix. O programa utilizado
para a amplificacdo da PCR multiplex foi: desnaturagdo de Smin a 95°C, 30 ciclos de 30s a 95°C, 60s a
57°C e 30s a 72°C, com extensdo final de 30 min a 60°C. Os picos obtidos a partir de reagdes
multiplex foram verificados no sequenciador Applied Biosystems (ABI) 3730 XL em relagdo a
correspondéncia com um unico /oci.

A transferabilidade dos /loci de Potamotrygon motoro foi testada para a espécie
P .falkneri seguindo o mesmo protocolo de PCR anteriormente descrito para P. motoro, sendo utilizada
amostra de 20 individuos coletados no Rio Parand, regido de Porto Rico / PR.

Os tamanhos dos alelos em ambas as espécies foram determinadas usando o 500 LIZ
(Applied Biosystems) como padrdo interno e para estimar o tamanho do alelo foi utilizado o programa
GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems). Os dados sobre conteido de informagdo polimérfica (PIC),
frequéncia de alelos e a frequéncia estimada de alelos nulos foram obtidos pelo programa Cervus 2.0

(Marshall et al. 1998). O ntmero de alelos por loci (Na), heterozigosidade observada (Ho),

41



heterozigosidade esperada (He) e de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram calculados
utilizando o programa GENALEX 6.5 (Peakall & Smouse 2006).

Resultados e Discussio
Como resultado do pirosequenciamento (454 GS-FLX Roche) da espécie de raia de
agua doce Potamotrygon motoro foram produzidas 60.298 sequéncias contendo em média 348pb, a

partir de um total de 20.997.063pb analizadas (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados obtidos do pirosequenciamento 454 GS-FLX Roche para a espécie
Potamotrygon motoro.

Anadlises N°de sequéncias
Numero de sequéncias 60,298
Total de bases (bp) 20,997,063
Selegdo primaria de sequéncias microssatélites 1,510

(programa BatchPrimer3)
Selegdo secundaria de microssatélites (programa Primer

3.0) 30
Amplificagdo e padronizagdo dos produtos de PCR 30
Sintetize dos loci com fluorocromos 20
Loci polimoérficos detectados no sequenciador 10

Ap0s as andlises realizadas com o programa BatchPrimer3, foi detectada a ocorréncia
de 2,5% de microssatélites perfeitos e destes, 491 repeticdes continham motivos dinucleotideos (33%),
158 continham motivos trinucleotideos (10%), 822 continham motivos tetranucleotideos (54%), 27
continham motivos pentanucleotideos (2%) e 12 continham motivos hexanucleotideos (1%) (ANEXO
1). O motivo tetranucleotideo AGAT / ATCT foi o mais abundante e o dinucleotideo AC / GT o mais
frequente (Figura 1). Em um estudo realizado para a espécie de raia marinha Raja clavata, os
microssatélites desenvolvidos a partir de pirosequenciamento identificaram o dinucleotideo CA / TG
como o motivo mais frequente (Kang et al. 2012).

Entre um total de 1.510 sequéncias contendo microssatélites perfeitos, 30 loci foram
selecionados (2%) e sintetizados de acordo com o numero de repeticdes, motivos e adequacdo das
regioes flanqueadoras (ANEXOS 2 e 3). Todos os /oci foram amplificados utilizando primers ndo

marcados e testados em 5 amostras da espécie Potamotrygon motoro.
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Figura 1. Frequéncia de repeticdes microssatélites identificadas em Potamotrygon motoro, obtidas por
pirosequenciamento.

Sua validag@o foi confirmada e resultou em bandas de tamanhos esperados de acordo
com cada microssatélite, em gel de agarose (ANEXO 4). Destes, 20 loci microssatélites (1,3%) com
bandas de alta qualidade foram finalmente selecionados e primers marcados com fluorocromos foram
sintetizados, sendo estes identificados como 15 dinucleotideos, 3 trinucleotideos e 2 tetranucleotideos
(ANEXO 5).

Entre os 20 conjuntos de primers sintetizados, 10 loci foram identificados com
polimorfismos (ANEXOS 6 e 7). Em seguida, duas PCRs multiplex foram adaptadas com 5 loci em
cada mix, sendo testadas com as mesmas amostras anteriormente utilizadas, apresentando o mesmo
padrdo de amplificagcdo (ANEXO 8). Os dados contendo os motivos de cada microssatélite, sequéncias
dos primers, temperatura de anelamento, tamanho do produto, fluorocromos utilizados e reagdo
multiplex estdo resumidos na Tabela 2.

O valor de PIC variou de 0.133 a 0.672, com uma média de 0.391, sendo o valor mais
elevado associado com o /oci Pm 18, que apresentou o maior nimero de alelos. A baixa varia¢ao
encontrada em varios /oci pode ser relacionada com o efeito fundador do processo de colonizacao das
raias e ainda com o fato de que apenas uma populacdo foi analisada. Entre os /loci polimoérficos, o

numero de alelos variou de 2 a 10 alelos, com média de 3,5 alelos / loci (Tabela 3).

43



Tabela 2. Caracteristicas dos 10 marcadores microssatélites desenvolvidos para Potamotrygon

motoro.
Loci  Repetigiio Sequéncia do primer (5'>3) g TR F%‘:;Z;’;"s
s o DRSSRORCTINOTT o i
mi oo EQEGHCOEMG o m ow
oo pAOSCTIGNC T o
R
i won  LTGEWEWOMGET o
moc qon  DAMTODGICETIE o e
ooy DAMCGOOCOTTTT o e
s o [IIOSGICOOMGETIN. o
pm2i  (acp T TTGTCATAAGGGTGCTCCAA 5 o viC

R: TGCAGTTGTTTGGGACTCTG

F: CCGAAAGTGATGGAGGACAT
Pm 25 (AACS R CCTGGTCTTCGTTTGGTTTG >7 183 2-PET

*Multiplex 1 —Pm_5,Pm_ 8, Pm_11, Pm_12, Pm_17. Multiplex 2 — Pm_10, Pm_16, Pm_18, Pm_21, Pm_25.

A heterozigosidade esperada variou entre 0.177 (Pm_21 ¢ Pm_25) e 0.678 (Pm_18). O
nivel de diversidade genética neste estudo foi menor do que a encontrada entre outras espécies de
Chondrichthyes (Chevolot et al. 2007b, Nagar et al. 2010, Mendonga et al. 2012, Kang et al. 2012).

Desvios significativos do EHW apos a correcdo de Bonferroni foi detectada apenas no
loci Pm_16, que pode estar relacionado a deficiéncia de heterozigotos, envolvendo fatores de
endogamia, estruturacdo das amostras populacionais ou com a presenca de alelos nulos. A ocorréncia
de alelos nulos foi identificada nos /oci Pm_8, Pm 10, Pm_16 e Pm_18. Os marcadores desenvolvidos
neste estudo foram testados em Potamotrygon falkneri, uma espécie simpatrica de P. motoro também
envolvida no processo de colonizacdo na bacia do Rio Parana. Entre os 10 loci polimorficos
identificados em P. motoro, 8§ tiveram amplificacdo positiva e 6 (60%) foram polimoérficos para P.

falkneri (ANEXOs 9 e 10).
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Tabela 3. Resultados da diversidade genética de 10 Joci desenvolvidos para Potamotrygon
motoro e sua transferabilidade em P. falkneri. Na: numero de alelos, He: heterozigosidade
esperada, Ho: heterozigosidade observada, HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg; PIC: indice de
conteudo polimérfico; § ndo conformidade com HWE (p < 0.010, correcdo de Boferroni); *loci
microssatélite com presenca de alelos nulos.

P. motoro P. falkneri
Locus Na He Ho HWE PIC Na HWE
Pm 5 2 0.41207  0.51351  0.02201 0.314 7 0.84791
Pm78 5% 0.62384  0.64865 0.03470  0.682 4 0.30810
melo 1 0.47684  0.58684  0.04510  0.448 3 0.10184
pm_l 1 3 0.20305  0.22222  0.02892  0.288 5 0.51917
pm712 2 0.36632  0.36842  0.02980 0.364 9 0.39154
Pm716 5% 0.52105  0.31579  0.00891  0.522 2 0.69810
Pm_17 2 0.10367  0.10811  0.08805  0.358 - -
Pm:18 10*  0.67790  0.59459  0.00430 0.672 - -
Pm 21 2 0.17684  0.16895 0.10100 0.133 - -
Pm:25 2 0.17684  0.16895 0.10100 0.133 - -

Alguns loci apresentaram maiores valores de diversidade genética do que a espécie
alvo. Este resultado mostra que o uso de marcadores descritos anteriormente para as espécies
relacionadas constitui uma boa alternativa para a identificagdo de marcadores microssatélites em
espécies relacionadas onde nao ha informagdo gendmica disponivel.

Marcadores microssatélites j4 foram desenvolvidos em muitas espécies de
Chondrichthyes, como em Carcharhinus plumbeus (Heist & Gold 1999b), Carcharodon carcharias
(Pardini et al. 2000), Negaprion brevirostris (Feldheim et al. 2001a; Feldheim et al. 2001b), Isurus
oxyrinchus (Schrey & Heist 2003), Carcharhinus limbatus (Keeney & Heist 2003), Ginglymostoma
cirratum (Heist et al. 2003), Raja clavata (Chevolot et al. 2005), Raja montagui (Nagar et al. 2010),
Dipturus batis (Griffiths et al. 2010), Aetobatus narinari (Sellas et al. 2011), Mustelus canis (Giresi et
al. 2011a), Carcharhinus acronotus (Giresi et al. 2011b), Prionace glauca (Mendonga et al. 2012),
mas poucos estudos utilizaram tecnologias de sequenciamento de nova geracdo como o
pirosequenciamento para prospec¢ao de marcadores microssatélites (Boomer et al. 2010, Chabot et al.

2011, Kang et al. 2012).
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Devido ao alto custo e tempo para o desenvolvimento de primers espécie-especificos
para loci microssatélites como ja citado neste trabalho, muitos estudos vém utilizando cada vez mais
primers heterologos, descritos para uma determinada espécie e utilizados em outras espécies
relacionadas que ainda ndo possuem sequéncias microssatélites descritas e validadas (Oliveira et al.
2006). A transferabilidade dos locos heterdlogos de microssatélites pode ser extremamente alta quando
realizada em espécies ou géneros taxonomicamente relacionados e, dependendo de sua localizacao
indicativa de que o loco esta ou ndo presente em uma regido codificadora do genoma, os indices
podem ser ainda maiores (Oliveira et al. 2006).

Os dados obtidos no presente trabalho também sugerem que os loci Pm_17 e Pm_18,
que ndo amplificam as sequéncias alvo de Potamotrygon falkneri, podem, contudo, ser utilizados para
a caracterizagdo molecular, diferenciacdo de espécies e identificagdo de hibridos interespecificos
(Azevedo et al. 2012). Portanto, os marcadores moleculares desenvolvidos neste estudo poderdo ser
uteis para futuras avaliagdes e monitoramento das tendéncias populacionais destas espécies invasoras.
Este é o primeiro estudo realizado para o desenvolvimento de marcadores microssatélites em espécies

de raias de dgua doce.

Conclusoes

Este estudo relata o desenvolvimento de 10 marcadores microssatélites a partir da
aplicacdo da técnica de pirosequenciamento utilizando equipamento 454 GS-FLX (Roche) na espécie
de raia de agua doce Potamotrygon motoro. A transferabilidade dos loci de microssatélites obtidos,
quando realizada para outra espécie de raia do mesmo género, P. falkneri, apresentou uma taxa de
sucesso de 60%.

Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo de desenvolvimento de marcadores
microssatélites entre representantes da familia Potamotrygonidae e considera-se que estes marcadores
podem ser utilizados para uma melhor compreensdo do processo de coloniza¢do de populacdes de
Potamotrygon na Bacia do Rio Parana, comparando a composi¢ao e estrutura genética de populagdes a
jusante e montante da barragem da Hidrelétrica de Itaipu. O conjunto de dados obtidos podera também

contribuir para um melhor conhecimento gendmico em espécies de raias de agua doce.
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Capitulo II

Recente colonizacio e dinAmica genética em raias de agua doce (Chondrichthyes:

Potamotrygonidae) na bacia do Rio Parand, reveladas por marcadores genéticos.

Producao bibliogrdfica e cientifca relacionada com este capitulo

Podugao Bibliografica relacionada ao conteudo deste capitulo:

_Cruz VP, Oliveira C, Foresti F. 2012. The genetic dynamics and recent colonization of Southeastern
Brazil by stingrays (Chondrichthyes: Potamotrygonidae). Science Med, Medimond Fasciculo 3, 179-
185pg.

_Cruz VP, Mendes NJ, Oliveira C, Foresti F. 2012. Recent Colonization and population genetics
structure in the Potamotrygon motoro (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) of southeastern Brazil as
revealed by microsatellite genotypes. Meng¢ao Honrosa pela participacdo do Prémio Silvio de Almeida
Toledo Filho - Evento: 58° Congresso Brasileiro de Genética.
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Resumo

Espécies de raias de agua doce da familia Potamotrygonidae (Potamotrygon motoro e P. falkneri)
passaram a desempenhar o papel de espécies invasoras no médio Rio Parané (bacia do Rio Parand),
apos a constru¢do da Usina Hidrelétrica de Itaipu onde havia uma importante barreira geografica
formada pelas cachoeiras de Sete-Quedas. Com o alagamento da regido em decorréncia do
represamento, esta barreira geologica deixou de existir, permitindo que muitas espécies aquaticas
passassem a colonizar um novo ambiente. As raias atualmente estdo estabelecidas até a regido do alto
Parand, na altura da juncdo dos rios Grande e Paranaiba, a montante do reservatorio de Ilha Solteira-
SP. Com o objetivo de analisar o processo de colonizacdo das espécies de raias Potamotrygon motoro
e P. falkneri na bacia hidrografica do Rio Parana, foram realizados estudos genéticos moleculares
utilizando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade I (COI) para a identificagdo molecular
das espécies. Posteriormente, foram realizadas amplificagdes ¢ sequenciamentos dos genes ATPase
6/8 , Cyt-B e regido controle D-loop, para analises populacionais das espécies. A divergéncia genética
encontrada para o gene COI entre as espécies foi de 2,0%. Nas andlises populacionais de P. motoro,
de modo geral, a diversidade intra-especifica foi muito baixa para todos os genes, com varios
individuos compartilhando os mesmos hapldtipos. P. falkneri também apresentou resultados
semelhantes aos detectados em P. motoro, mas com indices de diferenciagdo genética populacional
mais elevados, porém ndo significativos. Diante dos resultados obtidos a partir das andlises com
marcadores mitocondriais entendemos que a baixa diferenciacdo genética detectada para as duas
espécies em estudo pode estar rel acionada ao pouco tempo de colonizagdo, de cerca de 30 anos, ou
pelo fato do marcador ndo ser sensivel o suficiente para detectar tais diferenciagdes genéticas. Com
isso, tornou-se necessario buscar outros marcadores para verificar, de forma mais minuciosa, a
diversidade genética das novas populacdes de raias distribuidas no Rio Parana. Com o uso da
tecnologia de pirosequenciamento foram desenvolvidos 10 marcadores polimorficos do tipo
microssatélite para a espécie P. motoro e posteriormente analizada e realizada a transferabilidades
destes loci para a espécie P. falkneri, para a qual 6 loci foram identificados como polimorficos. Em

P.motoro, 100 individuos distribuidos em quatro localidades ao longo do Rio Parand foram
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genotipados, correspondendo a amostras coletadas em localidades de Foz do Iguact, Porto Maringa,
Ilha Solteira e Rio Sucurit, afluente do Rio Parand. A amostragem de Foz do Iguact apresentou maior
variedade genética quando comparada com Ilha Solteira. A média do Fis¢t em todas as localidades foi
de 0.50, indicando uma baixa diferenciagdo populacional. Outros indices genéticos analisados
indicaram que as regides amostradas estdo tendo fluxo génico, sem perda de variabilidade genética
detectavel, caracterizando P. motoro como uma unica unidade panmitica até o momento na bacia do
Rio Parand. Com relagdo a P. falkneri, 77 individuos identificados como pertencentes a trés
localidades e correspondentes a amostras coletadas nas localidades de Porto Camargo, Porto Rico e
Ilha Solteira foram genotipados. Os indices genéticos revelaram que as regides amostradas indicam
que as populagdes colonizadoras perderam variabilidade genética ao longo do processo de invasdo,
sendo de Porto Camargo a regido que apresenta maior diversidade genética, quando comparada a de
IlTha Solteira, porém com niimero efetivo populacional elevado, sugerindo estar esta espécie em uma

situagdo de expansao populacional.

Introducio

Invasdes bioldgicas sdo iniciadas quando ocorre uma ou mais introdugdes de espécies
em uma nova area e este processo pode ocorrer envolvendo muitos ou apenas alguns individuos (Sakai
et al. 2001, Gaskin et al. 2005, Gozlan et al. 2010). O niimero de introdu¢ao de individuos durante
cada evento exerce amplo efeito no sucesso de determinada espécie em se tornar invasora (Dlugosh &
Parker 2008, Marrs et al. 2008). O entendimento sobre a conexdo entre fatores como maultiplas
introducdes, nimero de individuos e efeitos genéticos, representados por gargalo, efeito fundador,
selecdo e deriva genética no resultado de invasdes bioldgicas constituem aspectos muito importantes a
serem considerados (Dlugosh & Parker 2008).

Em geral, quando uma espécie ¢ introduzida, apenas uma pequena amostra de
individuos da populacao original chega ao local receptor (Sakai et al. 2001) e estes individuos nao
devem, portanto, representar toda a variabilidade genética mantida na populagdo fonte, sendo este

fendmeno denominado de “efeito fundador” (Hartl & Clark 1997). Caso uma nova amostra desses
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individuos introduzidos seja transportada para outro local receptor, devera ocorrer redugdo secundaria
da diversidade genética na nova populacgao introduzida. O decréscimo nessa variagdo genética pode ser
acompanhado em conjunto com a assinatura genética de cada populagao.

O caminho percorrido no processo de invasdao bioldgica pode, portanto, ser deduzido
(Muirhead et al. 2008) e assim fornecer informagdes sobre as possiveis rotas de colonizagao (Sved et
al. 2008), uma vez que a diversidade genética ¢ o elemento basico necessario para a evolucdo
adaptativa. Tem sido proposto que multiplas introdugdes de espécies exdticas sejam responsaveis pela
transformagdo destas em espécies invasoras, especialmente problematicas e capazes de acelerar a
resposta evolutiva a pressao de selecdo (Kolar & Lodge 2001, Dlugosch & Parker 2008).

Entre os elementos mais importantes que podem impedir o intercdmbio de espécies de
organismos de dgua-doce entre diferentes regides estdo as barreiras naturais, representadas por
cordilheiras, bacias hidrogréficas e cachoeiras, entre outros. Essas barreiras naturais sdo denominadas
como barreiras biogeograficas e, historicamente, tém se constituido num fator dominante na
determinagdo e composi¢do de faunas regionais, promovendo endemismos (Cox & Moore 1980,
Ricklefs & Schluter, 1993). No entanto, as acdes humanas tém alterado o isolamento anteriormente
imposto por barreiras biogeograficas e o resultado tem sido uma mistura sem precedentes de
comunidades biologicas (Lockwood & McKinney 2001, Rahel 2002, McKinney, 2006). Muito tem
sido escrito sobre a perda ou ligagdo de conectividade em ecossistemas aquaticos devido a construgao
de barragens e diques (Agostinho et al. 1992, 1994; Pringle 2003) e, dependendo do grau de alteragdo
da conectividade, podendo impedir a realizacdo de migragdes sazonais e reduzir a diversidade de
habitats aquaticos.

Embora raramente mencionadas, algumas espécies de raias de dgua-doce da familia
Potamotrygonidae também passaram a desempenhar o papel de espécies invasoras em determinados
ambientes, devido a acdo antropica. Na regido da bacia hidrografica do Rio Parand o marco da invasdo
ocorreu com o enchimento do reservatorio da Usina Hidrelétrica de Itaipu, em 1982. Nesse periodo, as
cachoeiras de Sete-Quedas que isolaram por muito tempo a ictiofauna do Alto Parand da fauna
remanescente dos sistemas a jusante desta barreira natural, foram submersas pelo lago de inundagao,

permitindo com isso que muitas espécies aquaticas pudessem colonizar novos habitats a montante
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(Vazzoler et al. 1997, Brasil 1998, Britto 2004, Vilela et al. 2004, Makrakis et al. 2011). Com o
tempo, outras hidrelétricas foram construidas ao longo do Rio Parana, favorecendo ainda mais a
dispersdo das raias nas areas invadidas (Garrone et al 2007). Entre as raias colonizadoras estdo as
espécies Potamotrygon motoro e P.falkneri, sendo que at¢ o momento, poucos estudos genéticos
foram realizados para o conhecimento da estrutura populacional destas espécies invasoras (Cruz et al.
2012).

Nos ultimos tempos, técnicas de andlises genéticas moleculares estdo sendo
desenvolvidas para responder a questdes especificas relacionadas ao entendimento do processo de
coloniza¢do (Estoup & Guillemaud 2010, Geller et al. 2010), bem como sobre os mecanismos
envolvidos no sucesso de estabelecimento das espécies invasoras (Hanfling 2007, Miura 2007, Geller
et al. 2010).

No presente trabalho foram realizadas analises de amostras de raias de agua doce das
espécies Potamotrygon motoro e P.falkneri utilizando marcadores genéticos moleculares de DNA
mitocondrial (COI, Cytb, ATPase e a regido controle) e marcadores nucleares (microssatélites), para
acessar a diversidade genética das populagdes colonizadoras nos componentes da bacia hidrografica
do Rio Parana. Pretende-se, com as informacdes obtidas, estabelecer uma nova abordagem de
compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos de colonizacdo e dispersdo dos organismos

aquaticos, com base em marcadores genéticos moleculares.

Materiais e Métodos
Amostragem

Amostras de tecido muscular de raias do género Potamotrygon foram coletadas de
espécimes provenientes da bacia do Rio Parana e fixadas em etanol 90%. As amostras de P. motoro
foram provenientes de 4 localidades de captura, sendo elas na regido de Foz do Iguact (FI, n=54), em
Porto Maringéd (PM, n=19), em Ilha Solteira (IS, n=45) e no Rio Sucurit (SU, n=22), um afluente do
Rio Parand. As amostras de P. falkneri foram provenientes de trés localidades, situadas em Porto
Camargo (PC, n=22), Porto Rico (PR, n=18) e Ilha Solteira (IS, n=52). Alguns exemplares foram
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fixados em formol a 10% e posteriormente conservados em alcool etilico a 70%, identificados pela
especialista Patricia Charvet-Almeida e depositados na cole¢do de peixes do Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes (LBP), UNESP, Botucatu, SP. As sequéncias do gene COI (DNA Barcoding) do
DNA mitocondrial foram utilizadas para realizar a identificacdo molecular das espécies.

O DNA total foi extraido com a utilizagdo do kit da DNeasy Tissue (Qiagen), de
acordo com o protocolo proposto pelo fabricante. Entre as amostras de raias coletadas, alguns
espécimes apresentaram padrao fenotipico de identificagdo duvidosa e foram retirados nas analises

para futuros estudos sobre hibridacao (Cap. III).

Analises com DNA mitocondrial

Para realiza¢do das andlises de diversidade populacional, foram utilizados os genes
Cytb, ATPase e a regido D-loop, identificada como regido controladora do mtDNA. Os primers
utilizados e os protocolos moleculares para todos os genes estdo descritos em Materiais ¢ Métodos
desta Tese. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% e posteriormente
preparados para o serem submetidos ao sequenciador automdtico ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, em Botucatu, Sao Paulo. As
regides foram sequenciadas nas diregdes sense e anti-sense da molécula de DNA, os cromatogramas
foram conferidos e as sequéncias foram alinhadas no software ClustalW (Thompson et al. 1997)

implementado no programa BioEdit.

Genotipagem

As genotipagens foram realizadas com os primers desenvolvidos para Potamotrygon
motoro (Cap. I). Para otimizar a técnica foi realizada a PCR-multiplex, com cinco pares de primers
combinados em duas multiplex, com um total de 10 microssatélites (ANEXO 8). As condicdes de
reacdo das PCRs-multiplex consistiram em 2yl de DNA, 2uL de cada mix de primer (cada primer
com 2uM em TE pH 8.0), 10uL de Type-it Microsatellite PCR Master Mix (Qiagen). O programa de
amplificacdo utilizado foi de desnaturacdo a 5 min por 95°C; 30 ciclos de 30 s a 95°C, 60 s a 57 °C e

30 s a 72°C, com extensao final de 30 minutos a 60°C.
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Os produtos da PCR foram detectados no aparelho ABI 3730 (Applied Biosystems) nas
instalacdes da Universidade de Santiago de Compostela (Lugo, Espanha). Os microssatélites também
foram utilizados nas analises da espécie Potamotrygon falkneri seguindo os mesmos critérios descritos
acima. Os perfis dos microssatélites obtidos foram examinados no software Genemapper 4.0 (Applied

Biosystems), sendo o resultado da genotipagem conferido manualmente.

Andlises em genética de populagoes

Para quantificar a diversidade genética com marcador de DNA mitocondrial foram
identificados fatores como o numero de haplétipos (H), diversidade haplotipica (HD) e diversidade
nucleotidica (PI), além dos indices de Fst (Arlequin 3,0). A rede de haplétipos foi construida
empregando-se as sequéncias obtidas da regido controle D-loop de todos os individuos de Potamotrygon
motoro € P. falkneri. Os individuos foram separados em diferentes populacdes com base na sua
distribuicdo geografica. A construgdo desta rede foi realizada com ajuda do programa Arlequin v.3.5.1.2
(Excoffier et al. 2005) e do programa Network v.4.5 Fluxus Technology Ltd., assim como do DnaSP
v.5.0 (Librado & Rozas 2009). E existéncia de desequilibrio de ligagdo foi estimada para todos os /oci
com o uso do programa GENEPOP 4.0.1 (Raymond & Rousset 1995).

Para os célculos de diferenciagdo populacional, foram calculados os indices de fixagao
Fst (Weir & Cockerham 1984), assumindo o infinite allele model (1AM, Kimura & Crow 1964) e Rst
(Slatkin 1995), assumindo o stepwise mutation model (SMM, Kimura & Otha 1978) e a analise de
variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) calculada para todos os /oci e para todas as
populacdes com 16.000 permutacdes (Guo & Thomson 1992), sendo os calculos realizados com o uso
do programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al. 2005). O numero de alelos (Na), numero efetivo de
alelos (Ne), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho), presenca de alelos
nulos (R), presenca de alelos privados, frequéncias alélicas e os indices de endogamia FIS, Fst e Rst
foram estimados utilizando-se a o programa GENALEX (Peakall & Smouse, 2006).

Os indices de distancia genética de chord (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) corrigidos
para o tamanho amostral foram calculados com auxilio do programa GENECLASS2 (Piry et al. 2004).
O programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al. 2000) foi usado para calcular o nivel de estrutura
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populacional por meio de uma analise bayesiana. Um modelo ancestral admixture com frequéncias
alélicas correlacionadas foi usado para determinar a estrutura das populagdes. Corridas independentes
foram realizadas para cada K, sendo K = 1 a 4 em Potamotrygon motoro ¢ K =1 a 3 em P. falkneri.
Todas as corridas consistiram de um “burn-in” de 100.000 passos, seguidos por 500.000 MCMC
(Monte Carlo via Cadeias de Markov).

Resultados

DNA mitocondrial

A divergéncia genética média dentro das populacdes da bacia do rio Parand foi
calculada utilizando o modelo Kimura- 2-pardmetros, tendo sido encontrado o valor de 0.3% de
distancia genética entre as amostras de P. moforo analisadas. Ja a divergéncia genética média
encontrada entre as populagdes de P. falkneri foi de 0.2% (Figura 1). A divergéncia genética entre as
espécies em estudo (P.motoro e P. falkneri) foi de 2.0%, sendo que o segmento correspondente ao

gene COI apresenta uma alta taxa mutacional, mesmo para um DNA mitocondrial (Saccone 2009).
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Figura 1. Dendograma obtido por Neighbour-joining (MEGA 4.0) a partir das sequéncias do gene
COI em espécimes de raias das espécies Potamotrygon motoro e P. falkneri capturadas em
componentes da bacia do Rio Parana.
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ATPase - Foram amplificados e sequenciados fragmentos de DNA correspondentes a
regido ATPase 6/8 de 91 exemplares de Potamotrygon motoro e 75 exemplares de P. falkneri. A
amplificacao resultou em um fragmento de aproximadamente 1.000pb e apds o alinhamento, foram
obtidas sequéncias consenso de 720pb em ambas espécies. A média da composi¢do nucleotidica em
P.motoro foi de 31,6% de Adenina, 32,2% de Citosina, 9,4% de Guanina e 26,8% de Timina. Em
P.falkneri a média da composicao nucleotidica foi de 29% de Adenina, 32% de Citosina, 12,8% de
Guanina e 26,2% de Timina. Na espécie P. motoro, foram identificados quatro haplotipos
compartilhados por todas as amostras analisadas, apresentando baixos indices de diversidade
nucleotidica. Em P. falkneri foram detectados cinco haplétipos, sendo todos compartilhados pelas trés

amostras amostradas (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados da andlise do gene ATPase 6/8 em individuos das espécies de raias
Potamotrygon motoro e P. falkneri. N- nimero de individuos, H — numero de haplétipos, HD —
diversidade haplotipica, PI — diversidade nucleotidica.

Potamotrygon motoro Potamotrygon falkneri
Localidade N H HD PI N H HD PI
Foz do Iguagu - PR 29 4 0.1250 0.0009 - - - -
Porto Maringa — PR 16 4 0.0981 0.0007 - - - -

Porto Camargo — PR - - - - 19 3 03000 0.0010
Porto Rico — PR - - - - 20 3 0.2891 0.0006
Ilha Solteira — SP 31 4 0.0877 0.0009 36 2 0.1542  0.0009
Sucuria - MS 15 4 0.0788 0.0006 - - - -

Cyt b - Foi amplificado e sequenciado um segmento parcial do gene Citocromo b (Cyt
b) de 106 exemplares de Potamotrygon motoro e 88 exemplares de P. falkneri. A amplificacio
resultou em um fragmento de aproximadamente 800pb. Apos realizacdo do alinhamento foi obtida
uma sequéncia de 609pb para ambas as espécies, que em P. motoro apresentou frequéncias
nucleotidicas de 29% de Adenina, 28% de Timina, 30% de Citosina ¢ 12% de Guanina € em P.
falkneri as frequéncias nucleotidicas foram de 22% de Adenina, 22% de Timina, 32% de Citosina e

24% de Guanina. Na espécie P. motoro, a localidade que apresentou maior diversidade haplotipica foi
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a de Foz do Iguagu (FI) com cinco haplétipos, todos compartilhados com Porto Maringa (PM) e quatro
haplotipos compartilhados com Ilha Solteira (IS) e Rio Sucuriti (SU). Em P.falkneri, a localidade PC
apresentou quatro hapldtipos, sendo compartilhados com Porto Maringd (PM) e trés haplotipos
compartilhados com Ilha Solteira (IS) (Tabela 2).

D-loop - Foram amplificados e sequenciados fragmentos de mtDNA correspondentes a
regido controle (D-loop) de 78 exemplares de Potamotrygon motoro ¢ 64 exemplares de P. falkneri. A
amplificacdo resultou em um fragmento de aproximadamente 800pb. Apds o alinhamento, foram
obtidas sequéncias consenso de 521pb. Em P. motoro, a média da composicao nucleotidica foi de
29,0% de Adenina; 19,4% Citosina; 18,7% Guanina e 32,4% para Timina. O DNA de P. falkneri
apresentou média da composi¢do nucleotidica de 24% de Adenina; 18,5% Citosina; 27,4% Guanina e
30,1% para Timina. Os indices de diversidade nucleotidica e nimero de haplotipos foram relevantes

para ambas as espécies (Tabela 3 e figura 2).

Tabela 2 — Resultados da andlise do gene Cyt b em individuos das espécies de raias Potamotrygon
motoro ¢ P. falkneri. N- numero de individuos; H — nimero de haplotipos; HD — diversidade
haplotipica, PI — diversidade nucleotidica.

Potamotrygon motoro Potamotrygon falkneri
Localidade N H HD PI N H HD PI
Foz do Iguagu — PR 31 5 0.3801 0.0011 - - - -
Porto Maringa — PR 17 5 0.0874 0.0008 - - - -

Porto Camargo — PR - - - - 19 4 03940 0.0012
Porto Rico — PR - - - - 20 3 0.2752  0.0009
Ilha Solteira — SP 37 5 0.2145 0.0010 36 2 0.2310 0.0009
Sucurit - MS 18 5 0.1974 0.0009 - - - -

Os indices de Fst em populagdes de Potamotrygon motoro foram relativamente baixos,
indicando pouca diferencia¢do genética entre as amostras analizadas (Tabela 4). P. falkneri apresentou

indices de Fst mais altos, porém ainda indicando fraca estruturagdo genética (Tabela 5).
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Tabela 3 — Resultados da analise da regido controle (D-loop) em individuos das espécies de raias
Potamotrygon motoro ¢ P. falkneri. N- numero de individuos; H — nimero de haplotipos; HD —
diversidade haplotipica, PI — diversidade nucleotidica.

Potamotrygon motoro Potamotrygon falkneri
Localidade N H HD PI N H HD PI
Foz do Iguagu - PR 24 8 0.4050 0.0018 - - - -
Porto Maringa — PR 18 8 0.1090 0.0007 - - - -

Porto Camargo — PR - - - - 19 7 04001 0.0019
Porto Rico — PR - - - - 17 4 0.2891 0.0006
Ilha Solteira — SP 23 5 0.2117 0.0012 28 2 0.1542 0.0010
Sucurit - MS 13 5 0.2487 0.0010 - - - -

Tabela 4 — Diferenciacdo genética gy, entre os pares de populacdes de Potamotrygon motoro, com base
na regido controle (D-loop). Nivel de significancia de p<0,05, * dados significativos. Localidades FI —
Foz do Iguagu, PM — Porto Maringd, IL — Ilha Solteira, SU — Sucuri.

FI PM IS SU
FI -
PM 0.010 -
IS *0.051 0.025 -
SU 0.045 0.028 0.009 -

Tabela 5 — Diferenciacdo genética Fst entre os pares de populacdes de Potamotrygon falkneri, com
base na regido controle (D-loop). Nivel de significancia de p<0,05 em 16.000 permutagdes, * dados
significativos. Localidades PC — Porto Camargo, PR — Porto Rico, IS — Ilha Solteira.

PC PR IS
PC -
PR 0.011 -
IS *0.052 0.044 -
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Figura 2 — Rede de haplotipos das espécies de raias Potamotrygon motoro (a) e P. falkneri (b) a partir de
sequéncias da regido controle (D-loop). Os circulos estdo apresentados em propor¢do correspondente as
frequéncias haplotipicas.

Marcadores microssatélites
Potamotrygon motoro

Genotipos de 110 espécimes resultantes de 4 amostragens obtidas em localidades
componentes da bacia do Rio Parand foram analisados. Nove entre os 10 /Joci analisados de
microssatélites mostraram-se polimoérficos. Um total de 34 alelos foi detectado para todos os loci em
todas as amostragens. O numero de alelos por /loci variou de 2 (Pm_5, Pm 17, Pm 21, Pm_25) a 10
(Pm_18), com 3,4 alelos como média geral (Tabela 6).

Foram identificados 13 alelos privados, sendo 6 destes alelos com frequéncia acima de
0,05 (Anexo 11). Os indices de Ho e He variaram de 0.079 (Pam_21, Pm_25) a 0.800 (Pm_8) e de
0.076 (Pm_21,m 25) a 0.746 (Pm_18), respectivamente (Tabela 6). Das 36 estimativas de FIS, 9
apresentaram valores positivos, identificando deficiéncia de heterozigotos e 21 apresentaram valores
negativos, que correspondem a excesso de heterozigotos.

A hipotese nula (HO) de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi aceita em 33 das 36
estimativas, com valores significantes de P > 0.001 apos corre¢ao de Bonferroni. Assim, foi verificada

significancia de desvio em 3 estimativas, todas no loci Pm_16 (Tabela 6).
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Em todas as ocorréncias, os valores significantes de desequilibrio estavam associados a
presenca de alelos nulos (Tabela 6). Nao foi observada evidéncia de desequilibrio de ligagdo em
quaisquer dos /oci analisados, permitindo com que a variagao alélica fosse tratada como independente.

A média geral para todos os /oci e em todas as populagdes foi de FIS = 0.180 com P <
0.008 (Tabela 7). A diversidade genética total de FIT variou de = -0.293 (Pm_18) a 0.277 (Pm_16)
(Tabela 7).

Tabela 6. Dados de nove /oci microssatélites para cada amostra de Potamotrygon motoro analisada. N
= nimero de individuos; Na = numero de alelos; Ho = heterozigosidade observada; He =
heterozigosidade esperada; FIS = indice de fixacdo (endogamia); EHW = valores probabilisticos de
concordancia com o equilibrio de Hardy-Weinberg; * = P < 0,01 ajustados com a correcdo de
Bonferroni; R = frequéncia de alelos nulos por loci.

Populacao oz
Pm 5 Pm 8 Pm 11 Pm 12 Pm 16 Pm 17 Pm 18 Pm 21 Pm_ 25

FI
N 37 37 36 38 38 37 37 38 38
Na 2 5 3 2 3 2 7 2 2
Ho 0,514 0,649 0,222 0,368 0,316 0,108 0,595 0,079 0,079
He 0,407 0,615 0,200 0,361 0,514 0,102 0,669 0,076 0,076
FIS -0,263  -0,054 -0,110 -0,019 0,386 -0,057 0,111 -0,041 -0,041
HWE 0,109 0,797 0,905 0,906 *0,000 0,728 0,401 0,800 0,800
R - - - - 0.2284 - - 0.0704 -

PM
N 17 18 18 16 21 16 15 20 19
Na 2 3 2 2 3 2 3 1 1
Ho 0,409 0,612 0,403 0,254 0,371 0,300 0,555 0,000 0,000
He 0,321 0,555 0,481 0,199 0,422 0,462 0,670 0,000 0,000
FIS -0,200  -0,151 0,110 -0,134 -0,180 -0,300 0,140 0,000 0,000
HW
R - - _ - _ _ _ i -

IS
N 29 30 31 31 28 30 30 31 31
Na 2 4 2 2 5 2 6 1 1
Ho 0,414 0,800 0,226 0,323 0,393 0,500 0,600 0,000 0,000
He 0,400 0,704 0,331 0,312 0,692 0,375 0,746 0,000 0,000
FIS -0,036  -0,136 0,319 -0,033 0,432 -0,333 0,196 0,000 0,000
HW 0,847 0,486 0,076 0,853 *0,000 0,068 0,009 0 0
R - - - 0.1895 0.2792 - 0.1072 -

SU
N 17 18 18 16 21 16 15 20 19
Na 2 4 2 2 3 2 3 1 1
He 0,412 0,667 0,444 0,188 0,524 0,750 0,533 0,000 0,000
Ho 0,327 0,568 0,494 0,170 0,452 0,469 0,651 0,000 0,000
FIS -0,259  -0,174 0,100 -0,103 -0,158 -0,600 0,181 0,000 0,000
HW 0,285 0,763 0,671 0,679 *0,000 0,016 0,568 0 0
R - - - 0.0526 0.0920 - - - -
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Tabela 7. indices de fixagdo FIS, FIT, Fst e Rst em Potamotrygon motoro.

FIS FIT Fist Rst
Pm 5 -0,182 -0,174 0,006 0,379
Pm 8 -0,121 0,032 0,136 0,009
Pm 11 0,130 0,222 0,106 0,047
Pm 12 -0,041 -0,015 0,025 0,148
Pm 16 0,257 0,277 0,027 -0,012
Pm 18 -0,436 -0,293 0,080 0,127
Pm 17 0,164 0,198 0,041 0,182
Pm 21 -0,041 -0,013 0,027 0,023
Pm 25 -0,041 -0,013 0,027 0,080
Média -0,035 0,024 0,050 0,119

O indice de diferenciagdo genética Fst entre as amostras de Potamotrygon motoro para

todos os loci ndo foi significativo, com média de Fst = 0.05, sugerindo uma baixa diferenciacao

populacional. A analise do indice Fst par-a-par para as populagdes também evidenciou valores

relativamente baixos, variando de 0.008 (FI com PM) a 0.068 (FI com SU) (Tabela 8). O indice de

diferenciagcdo genética Rst total evidenciou valores relativamente mais elevados para todos os /oci,

com média de Rst = 0.119. O mesmo indice par-a-par também apresentou valores mais elevados entre

as amostras, variando de 0.021 (FI com PM) a 0.132 (FI com SU).

Tabela 8. Indices comparativos de fixagdo Fst (acima) e Rst (abaixo) entre cada localidade de

Potamotrygon motoro.

FI
PM
IS
SU

FI
0,021
0,078
0,132

PM
0,008
0,034
0,087

IS
0,042
0,021

0,023

SuU
0,068
0,037
0,018

A andlise de variancia molecular (AMOVA) considerando todas as amostras revelou

que a maior parte da variancia total ocorreu dentro destas, com Fst = 92.0%, enquanto que a variancia
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entre as amostras foi de apenas 8.0%. Quando utilizado o indice Rst, a variacdo genética dentro das
amostras mostrou valor inferior (88.0%) ao do Fst, enquanto a variacdo entre estas aumentou
consideravelmente (12.0%). A auséncia de estruturagdo genética entre as amostras foi confirmada pela
analise bayesiana pelo STRUCTURE, evidenciando a existéncia de uma unica unidade panmitica,
como evidenciado pela distribuicdo igual das probabilidades no grafico apresentado na Figura 3. Os
valores de distancia genética de chord (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) foram estimados par-a-par e

variaram de 0.051 (FI — PM) a 0.186 (FI — SU) (Tabela 9).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00 ,

| I I
FI PM IS SU
Figura 3. Grafico de barras representando a analise bayesiana e evidenciando a auséncia de

estruturagdo entre as quatro amostragens de Potamotrygon motoro na bacia do Rio Parana. FI — Foz do
Iguacu, PM — Porto Maringa, IS — Ilha Solteira, SU — Sucurit.

Tabela 9. Valores de distancia genética de chord (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) entre todas as
localidades analisadas de Potamotrygon motoro.

FI PM IS SU
FI
PM 0,051 -
IS 0,162 0,107 -

SU 0,186 0,121 0,073 -

Potamotrygon falkneri

Genotipos de 77 espécimes resultantes de 3 amostragens obtidas em localidades
componentes da bacia do Rio Parand foram analisados. 6 loci analisados de microssatélites
mostraram-se polimorficos. Um total de 32 alelos foi detectado para todos os /oci em todas as
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amostragens. O nimero de alelos por locus variou de (Pm _10) a 11 (Pm_11) com 3,66 alelos como
média geral (Tabela 10). Foram identificados 14 alelos privados, sendo que 9 alelos apresentaram

frequéncia acima de 0.05 (Anexo 12).

Tabela 10. Dados de seis /oci microssatélites para cada amostra de Potamotrygon falkneri analisada.
PR — Porto Rico, PM — Porto Maringa, N = nimero de individuos; Na = niimero de alelos; Ho =
heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; FIS = indice de fixacdo (endogamia);
EHW = valores probabilisticos de concordancia com o equilibrio de Hardy-Weinberg; * = P < 0,01
ajustados com a corre¢do de Bonferroni; R = frequéncia de alelos nulos por loci.

Populagoes Loci
Pm 5 Pm 8 Pm 10 Pm 11 Pm 12 Pm 16

PC
N 20 20 18 19 21 20
Na 3 5 5 11 4 6
Ho 0,412 0,883 0,063 0,789 0,750 0,340
He 0,750 0,670 0,410 0,898 0,885 0,590
FIS 0,051 -0,244 0,879 -0,274 0,152 0,280
HWE *0,004 0,303 *0,001 0,591 0,392 0,700
R 0.8315 - 0.1667 0.1900 - -

PR
N 17 18 18 18 18 18
Na 2 3 2 5 3 2
Ho 0,309 0,877 0,120 0,781 0,619 0,350
He 0,780 0,670 0,570 0,633 0,711 0,490
FIS 0,121 -0,244 0,879 -0,171 0,180 0,271
HW *0,009 0,303 0,023 0,291 0,200 0,240
R 0.2611 - - - - -

1S
N 38 38 36 38 37 37
Na 2 5 1 3 2 3
Ho 0,514 0,510 0,000 0,222 0,368 0,316
He 0,707 0,615 0,000 0,200 0,361 0,514
FIS -0,263 -0,054 0,000 -0,110 -0,019 0,386
HW 0,109 0,797 0 0,905 0,906 0,000
R - - - - - -

Os indices de Ho e He variaram de 0.222 (Pm_11) a 0.889(Pm_11) e de 0.200 (Pm_11)
a 0.885 (Pm_12) (Tabela 10). A hipotese nula (HO) de equilibrio de Hardy-Weinberg foi aceita em 16
das 18 estimativas, com valores significantes de P > 0,010 ap6s corre¢do de Bonferroni. Assim, foi
verificada significancia de desvio em 2 estimativas, nos /oci Pm_5 e Pm_10 (Tabela 10). Em todas as
ocorréncias os valores significantes de desequilibrio estavam associados a presenca de alelos nulos.
Nao foi observada evidéncia de desequilibrio de ligagdo em quaisquer dos loci analisados (P > 0.05),
permitindo com que a variagao alélica fosse tratada como independente.
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Das 18 estimativas de FIS, 11 apresentaram valores positivos, identificando deficiéncia

de heterozigotos e 7 apresentaram valores negativos que correspondem a excesso de heterozigotos. A

média geral para todos os loci e em todas as populagoes de FIS foi de -0.236 (Tabela 11). A

diversidade genética total de FIT variou de FIT =-0,307 (Pm_11) a2 0.316 (Pm_10) (Tabela 11).

O indice de diferenciacdo genética Fst entre as populacdes de Potamotrygon falkneri

foi inicialmente significativo, com média de Fst = 0.15, sugerindo a ocorréncia de diferenciacdo

populacional. A analise do indice Fist par-a-par para todas as populacdes mostrou valores variando de

0.051 (PC com PR) a 0.279 (PC com IS) (Tabela 12). O indice de diferenciacdo genética Rst total,

realizado com base no modelo SMM evidenciou valores relativamente mais elevados, com média de

Rst = 0.441. O mesmo indice par-a-par também apresentou valores mais elevados entre as populagoes,

variando de 0.102 (PC com PR) a 0.586 (PC com IS).

Tabela 11. Valores dos indices de fixagdo FIS, FIT, Fst ¢ Rst em Potamotrygon falkneri.

FIS FIT Fist Rst
Pm 5 -0,258 -0,153 0,083 0,226
Pm 8 -0,353 -0,289 0,047 0,492
Pm 10 -0,342 0,316 0,491 0,579
Pm 11 -0,375 -0,307 0,049 0,167
Pm 12 -0,047 0,072 0,113 0,117
Pm 16 -0,041 0,120 0,155 0,020
Meédia -0,236 -0,040 0,156 0,441

Tabela 12. Valores dos indices de fixacdo Fst (acima) e Rst (abaixo) comparativos entre as
localidades de Potamotrygon falkneri.

PC

PR

IS

PC

0,102

0,586

PR

0,051

0,290

IS
0,279

0,095
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A anélise de variancia molecular (AMOVA) considerando todas as populagdes revelou
que a maior parte da variancia total ocorreu dentro das amostras, com Fst = 78.0%, enquanto que a
variancia entre as amostras foi de apenas 22.0%. Quando utilizado o indice Rst, a variacdo genética
dentro das populacdes foi inferior (55.0%) ao Fst e a variagdo entre as amostras aumentou
consideravelmente (45.0%). A estruturacdo genética das populagdes foi confirmada pela andlise
bayesiana pelo STRUCTURE, evidenciando a existéncia de trés populagdes inicialmente estruturadas
(Figura 4). Os valores de distancia genética de chord (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) foram
estimados par-a-par e se apresentaram relativamente altos, variando de 0.144 (PC — PR) a 0.491 (PR —
IS). A Tabela 13 mostra os indices de distancia genética para todos os /oci em todas as populagdes de

Potamotrygon falkneri.
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Figura 4. Grafico de barras representando a andlise bayesiana e evidenciando uma moderada
estruturacdo entre as trés amostras de Potamotrygon falkneri na bacia do Rio Parana. PC — Porto
Camargo, PR — Porto Rico, IS — Ilha Solteira.

Tabela 13. Valores de distancia genética de chord (Cavalli-Sforza & Edwards 1967) entre todas as
localidades de Potamotrygon falkneri.

PC PR IS
PC -
PR 0,144 -
IS 0,491 0,310 -
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Discussao
Padroes genético-populacionais o mtDNA encontrados em Potamotrygon motoro e P. falkneri

As divergéncias genéticas encontradas para o gene COI entre as espécies em estudo
foram compativeis com as divergéncias interespecificas de acordo com os critérios do barcoding
(Hebert et al. 2003). A distancia genética média entre individuos da mesma espécie foi geralmente
menor do que a média de distancia genética entre individuos de espécies distintas, como identificado
em outras espécies de raias de dgua-doce (Toffoli et al. 2008).

Os valores de diferenciagdo genética populacional encontrados nas andlises das
sequéncias ATPase 6/8 ndo foram significativos em ambas as espécies em estudo. Em trabalho
realizado por Frederico et al. (2012) com populacdes da raia Paratrygon aiereba na Amazonia foram
encontrados valores significativos de diversidade genética populacional. Provavelmente este seja um
indicativo de que as frequéncias haplotipicas para ATPase 6/8 em raias da bacia do Rio Parana sejam
mais conservadas e que estas populagdes ainda estejam em processo de diferenciacdo genética.

Em estudos de diversidade genética realizados em Chondrichthyes, Schluessel et al.
(2010) encontraram grande variabilidade com relacdo ao gene Cyt-b, sugerindo que este poderia ser
apropriado como um marcador molecular. Entretanto, os indices de diversidade nucleotidica e
haplotipica encontrados para as duas espécies no presente estudo foram extremamente baixos, uma vez
que variaram de 0.0009 a 0.0011 em P.motoro e 0.0009 a 0.0012 em P. falkneri. Pereyra et al. (2010),
ao realizarem estudos de identificagdo molecular em peixes da bacia do Alto Rio Parana também
encontraram baixa diversidade genética na espécie M. schmitti (0.0015).

Estudos utilizando o segmento D-loop do DNA mitocondrial tém se mostrado muito
eficientes em andlises populacionais de tubardes e raias marinhas (Heist 2004, Mendonga et al. 2009).
No entanto, existe apenas um estudo populacional utilizando este eficiente marcador molecular com
raia de 4gua-doce na Bacia do Rio Parand (Maniglia 2010). Os resultados do presente trabalho
corroboram a hipotese proposta por este autor, segundo a qual a espécie Potamotrygon motoro
apresentou uma baixa taxa de divergéncia genética entre as amostras analisadas com relagdo a

diversidade nucleotidica, que variou de 0.0009 a 0.0018, tendo a populagao FI apresentado os valores
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mais elevados de diversidade. Em P.falkneri, a amostra da localidade PC apresentou os maiores
valores de diversidade haplotipica (0.0008 a 0.0019) em relagdo as demais.

Quando foram realizadas comparagdes de todos os genes mitocondriais aqui estudados,
a regido controle apresentou-se como a mais informativa, sendo o indice Fist na espécie P. falkneri
mais significativo quando comparado a P. motoro. Porém, os resultados obtidos nao permitiram
diferenciar as populagdes colonizadoras para ambas as espécies, pois muitos hapldtipos sdo ainda
compartilhados entre elas.

Em peixes cartilaginosos, a taxa de substituicdo em genes mitocondriais ¢ de sete a oito
vezes mais lenta que em primatas ou ungulados, provavelmente devido a existéncia de menores taxas
metabolicas (Martin et al. 1993). Em geral, a regido controle ¢ uma regido bastante variavel do
mtDNA. Segundo Donaldson & Wilson (1999), este sitio tem sido a regido mais frequentemente
utilizada em estudos genéticos de peixes, seja no estabelecimento de relagdes interespecificas como
filogenias (e.g. Koblmuller et al. 2006; Bremer et al. 1997) ou intraespecificas, como em estudos de
genética populacional (e.g. Bay et al. 2004, Dudgeon et al. 2000, Rocha-Olivares et al. 2000).

Utilizando o mtDNA, os resultados do presente trabalho indicam a auséncia de
estruturagcdo populacional entre as populagdes de Potamotrygon motoro e P. falkneri nas amostras
analisadas ao longo do Rio Parand. A auséncia de estrutura¢do nas populagdes analisadas pode ser
explicada por duas hipoteses: as populagdes analisadas estariam proximamente ligadas, existindo fluxo
génico entre elas e que o pouco tempo de colonizagdo causado pelas barragens, provavelmente pode
ndo ter sido suficiente para estabelecer diferenciagdo genética entre as populagdes; uma segunda
explicagdo possivel seria a de que a auséncia de estruturacdo populacional seria consequéncia da
escolha de um marcador que ndo apresentou sensibilidade suficiente para a deteccdo de eventos de
colonizagdo recente ocorridos nos ultimos 30 anos, com o término da constru¢do da Hidrelétrica de
Itaipu, como no presente caso. Assim um marcador genético com taxa de evolucdo mais rapida, como
os microssatélites, poderia auxiliar com mais acuracidade a detec¢dao de diferenciacdo populacional

intraespecifica nas raias invasoras da bacia do alto Rio Parana.
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Padroes genético-populacionais (microssatélites)

Os niveis de variabilidade dos /oci microssatélites em Potamotrygon motoro ¢ P.
falkneri na bacia do Rio Parana apresentaram uma média de 3.40 e 3.68 alelos por /loci
respectivamente, valores estes inferiores quando comparados com espécies de peixes teledsteos de
agua doce que apresentam média de 9.1 alelos por loci (DeWoody & Avise 2000, Oliveira et al. 2009).
O baixo grau de polimorfismo pode ser explicado mais uma vez pela baixa taxa mutacional detectada
em varias espécies de Chondrichthyes (Martin et al. 1992).

Os resultados obtidos no presente trabalho utilizando microssatélites em Potamotrygon
motoro corroboram aqueles detectados com o uso de mtDNA, onde as localidades amostradas nao
apresentaram estruturacdo genética; ja em P. falkneri os resultados encontrados foram diferentes,
sendo que com o marcador microssatélite foi possivel identificar diferentes genotipos nas amostragens
realizadas.

De acordo com Wright (1978), indices Fst com valores abaixo de 0.05 indicam pequena
diferenciagdo genética; entre 0.05 e 0.15, moderada diferenciacdo; entre 0.15 e 0.25, grande
diferenciagio; e para valores acima de 0.25, diferenciagio muito elevada. Indices significantemente
baixos de diferenciagdo populacional foram detectados entre as quatro amostras analisadas de
Potamotrygon motoro provenientes da bacia do Rio Parani, como indicado por diferentes testes
estatisticos nos quais o indice Fst mostrou valor inferior (0.05) quando comparado ao Rst (0,11).

Em amostragens de Potamotrygon falkneri, o Fst apresentou indices mais significativos
(0.15), indicando uma diferenciagdo moderada entre as trés amostragens, o que foi também
comprovado por outros testes estatisticos, onde novamente o indice Rst apresentou valores mais
elevados (0.441) quando comparado com o Fstz. Os indices estatisticos utilizados neste trabalho sdo
baseados em modelos de mutacdes distintas, sendo o Fst associado ao IAM e o Rst associado ao
SMM. E esperado que os valores de Rst, sob o modelo SMM, sejam mais elevados que os valores de
Fist (Slatkin 1995), embora o inverso ja tenha sido verificado em outras espécies de peixes (e.g. Pereira

et al. 2009).
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Potamotrygon motoro

Embora a média dos indices de Fst da espécie Potamotrygon motoro terem apresentado
baixa diferenciagdo populacional, nossos resultados demonstram uma pequena diferenciacdo genética
baseada em valores Fst par-a-par entre amostras da regido de Foz do Iguacu (FI) e Sucuria (SU), e
apresentaram distintos alelos privados em cada amostragem (ANEXO 11).

Desvios significantes no EHW (P < 0,01 apoés corre¢do de Bonferroni) foram
encontrados em apenas trés estimativas, mostrando que a grande maioria das populagdes (91,7%) estdo
em equilibrio. Desvios de HWE sdo comuns em regides microssatélites (Alam & Islam 2005,
Carreras-Carbonell et al. 2005, Chevolot et al. 2006). Causas de desvios de EHW podem estar
associadas ao alto nimero de alelos por locus, ocorréncia de alelos nulos, stuttering ou drop-out, efeito
Wahlund, selecdo de alelos especificos e endocruzamento (Pereira et al. 2009). A hipdtese de
ocorréncia de alelos nulos e stuttering serem os causadores dos desvios parece ser a mais provavel,
uma vez que em todas as estimativas com desvios significantes de HWE em nossos resultados, existe
ocorréncia de alelos nulos.

Em 66% de nossas estimativas, os valores de heterozigosidade observada foram
maiores que o esperado, indicando que essas populagdes ndo apresentam deficiéncia de heterozigotos,
e que os acasalamentos sdo randdmicos dentro e entre as populagcdes. Os baixos indices de
homozigosidade e altos indices de heterozigotos em relagcdo ao esperado e Fis negativo dao indicios da
ocorréncia de um efeito gargalo (bottleneck) recente, como o encontrado em Potamotrygon motoro,
que apresentou 70% das estimativas FIS negativo, porém a alta frequéncia de heterozigotos também
esta associada a altas taxas de sobrevivéncia, crescimento, resisténcia a doencas.

Resultados interessantes referem-se as comparagdes par-a-par com o indice Rst, as
quais apresentaram niveis moderados de estruturagao (Tabela 8). Estes valores foram detectados entre
os individuos de FI e IS (0.078), entre FI e SU (0.132), entre PM e SU (0.087), enquanto que entre FI e
PM, que caracterizam localidades com menor distancia geografica, os valores encontrados foram
menores (0.021), bem como entre PM e SI (0.034). Pode ser sugerido entdo que, com base nos valores
Rst as populagdes de localidades mais distantes geograficamente entre si possuem uma moderada

estruturacdo do que em relacdo as amostras coletadas mais proximamente.
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A distancia genética de chord revelou valores similares aos detectados pelo calculo do
indice Rst par-a-par, quando realizadas comparagdes entre FI e as demais localidades. Para ambos os
indices (Fst e Rst) de AMOVA, a variacao interpopulacional apresentou-se minima (8.0% a 12.0%),
enquanto a variacdo detectada dentro das localidades foi significativamente expressiva (73.0% a
88.0%). Estes resultados indicam que as amostras pertencentes ao médio Rio Parand (Foz do Iguact)
ndo estdo isoladas das populacdes colonizadoras.

Outra questdo interessante refere-se a forma homogénea ou proporcional com que os
genotipos estdo distribuidos ao longo do Rio Parana, sugerindo diferentes hipoteses. Segundo uma
delas, haveria uma situagdo de estabilidade ao longo da regido de ocorréncia das espécies, refletindo o
perfil genético da grande populagdo ancestral. Por outro lado, pode ser considerado que a contribui¢ao
da populagdo colonizadora em diferentes momentos sucessivos, possivelmente com eventos de
introdugdes multiplas ou invasdes em grupo de individuos com a mesma origem, poderiam ter diluido
substancialmente o efeito gargalo (Kolbe et al. 2004). Assim, poderia ser provavel que as populagdes
de Potamotrygon motoro estejam ainda em um processo inicial de diferenciagdo genética, mas que no
momento existiria apenas uma unidade panmitica desta espécie. Uma terceira hipdtese que nao pode
ser descartada seria a de que a colonizagdo de novos ambientes estaria ocorrendo de forma massal,

com a perda eventual de alguns haplétipos especificos.

Potamotrygon falkneri

Os valores encontrados nas comparagdes de Fst par-a-par na espécie P. falkneri
apresentaram indices relevantes entre as trés localidades em estudo. Foi possivel observar diferentes
indices entre as amostragens de acordo com a distancia geografica, sendo que as amostras de PC e PR,
que foram coletadas em locais de menor distancia geogréafica, apresentaram menor indice Fist,
enquanto entre PC e IS, que possuem uma maior distancia geografica, os indices foram maiores.
Segundo Frankham et al. (2004), os riscos relacionados com a distancia geografica de uma populagdo
estdo associados com a quantidade de fluxo génico existente entre as partes distantes € com a
capacidade de migragao dos individuos, sendo assim, quanto menor for o fluxo entre as populacdes,

maiores serdo os riscos de perda de variabilidade.
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A presenca de alelos privados foi identificada em todas localidades, sendo que PC
apresentou 10 alelos privados, PR apresentou 2 alelos privados e IS apresentou 2 alelos privados
(ANEXO 12). A perda de alelos privados pode ser resultado de um evento de gargalo populacional,
que provavelmente ocorreu ao longo do processo de invasdo. Apesar disso, o numero efetivo da
populagdo colonizadora na regido de IS ¢ mais elevado quando comparado com a regido de PC,
indicando que apesar da perda de alelos privados, essas populagdes podem estar em extensivo
processo de expansdo. No entanto, em 50% das estimativas calculadas, os valores de heterozigosidade
observados foram menores que o esperado, com resultados de Fjg positivos, sugerindo uma pequena
deficiéncia de heterozigotos nas populacdes. A deficiéncia de heterozigotos ¢ bastante comum em
peixes e frequentemente tem sido associada a ocorréncia de subdivisdo populacional (efeito Wahlund)
e a endogamia (O’Connell & Wright 1998).

Desvios significantes no EHW (P < 0,01 apdés corre¢do de Bonferroni) foram
encontrados em apenas trés estimativas, mostrando que a grande maioria das amostragens (91.7%)
estdo em equilibrio. A hipotese de ocorréncia de alelos nulos, stuttering e efeito wahlund (subdivisao
das populagdes) parecem ser a causa dos desvios de EHW, uma vez que nas trés estimativas com
desvios significantes, existe a ocorréncia de alelos nulos e indice g positivo.

Os resultados detectados em comparacdes par-a-par com o indice Rst¢ corroboraram os
valores encontrados para o indice de Fst, nas quais as amostragens apresentaram niveis moderados de
estruturagdo (Tabela 8). Esses valores foram detectados entre a os individuos de PC e PR (0.102),
entre PC e IS (0.586) e entre PR ¢ IS (0.290). A distancia genética de chord também corrobora valores
detectados no indice Rst par-a-par, entre PC e as demais localidades. A estimativa da variacdo
interpopulacional obtida pela AMOVA com o indice Fst (20.0%), apresentou valores menores quando
comparada com o valor de Rst (45%). A variagao detectada dentro das amostragens também foi
distinta em ambos os indices, sendo que em Fis¢ foi de 78.0% e em Rst de 55.0%. Estes resultados
mostram que individuos pertencentes a regido de Porto Camargo (PC) no Rio Parand, possuem um
inicial isolamento genético entre as populagdes colonizadoras.

A distancia geografica entre as populacdes pode ser um fator de grande importancia nas

comparagdes, atentando para o fato de que podem resultar em diminuicdo do fluxo génico e,
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naturalmente, determinar a perda de variabilidade genética, como verificado em relagdo aos indices de
alelos privados. Porém, devido a capacidade de adaptacdo e estabelecimento na regido colonizada, no
caso Ilha Solteira, pode propiciar também a chance de ocorrer uma expansdo populacional, como

identificado pelo indice Ne.

Conclusao

Os resultados obtidos para as duas espécies de raias de agua doce, Potamotrygon
motoro e P. falkneri, de ocorréncia em simpatria nos componentes da bacia hidrografica do Rio Parana
sdo similares nas analises moleculares envolvendo marcadores genéticos do mtDNA, onde ndo foi
detectada diferenciacdo genética significativa entre as localidades amostradas.

Com base nos resultados obtidos com marcadores nucleares do tipo microssatélite em
P. motoro e utilizando os indices de diferenciacdo genética, AMOVA, fluxo génico, distancia genética
e andlise bayesiana, foi possivel concluir que a espécie P. motoro ¢ representada por apenas uma
unidade reprodutiva panmitica em toda sua area de distribui¢ao na bacia do Rio Parana, desde a regido
do lago de Itaipu até Ilha Solteira-SP, ndo ocorrendo perda de variabilidade genética durante o
processo de colonizagao.

Ja para a espécie P. falkneri, todos os indices estatisticos usados com marcadores
nucleares do tipo microssatélite revelaram uma elevada diferenciacdo entre as trés populagdes
amostradas. Uma significativa perda de variabilidade genética foi detectada nas populacdes
colonizadoras, a medida que se distanciam da populagdo basal existente nas localidades mais abaixo
da bacia hidrografica. As populacdes colonizadoras apresentam, porém, um numero populacional
efetivo elevado, indicando que a espécie se encontra em um possivel processo de expansdo

populacional.
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Capitulo II1

Primeiro registro de hibridacio entre espécies de raias de agua doce Potamotrygon
motoro e P. falkneri (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) na bacia do Rio Parana,

Brasil.
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Resumo

Na bacia hidrografica do Rio Parana, as espécies de raias Potamotrygon motoro e P. falkneri ocorrem
com maior abundancia e ambas possuem caracteristicas fenotipicas unicas. P. motoro apresenta um
padrdo marron ou cinza, com presenca de fileiras de ocelos tricolores distribuidos por todo o disco
corporal, sendo estes ocelos constituidos de pequena mancha central amarela envolta por um anel
laranja intermedidrio e um anel periférico negro. P. falkneri apresenta na superficie do disco dorsal
uma coloracdo de fundo marrom escuro que pode variar em tons claros, com numerosos € pequenos
ocelos redondos ou ovais de tom laranja ou manchas amarelas distribuidos por todo o dorso. Contudo,
em coletas realizadas ao longo do rio Parand, foram encontrados espécimes com total auséncia de
ocelos. Diante da historia de ocorréncia de um processo de invasdo e colonizagdo concomitante das
espécies de raias de agua doce na bacia do Rio Parand, foi realizada a analise molecular comparativa
das espécies existentes e dos tipos diferenciados de coloracdo, utilizando marcadores moleculares
mitocondriais e nucleares, para detec¢do da possivel ocorréncia de hibridos. Os resultados das analises
dos espécimes com auséncia de ocelos na regido dorsal permitiram sua identificagdo como P. motoro,
ampliando ainda mais os casos de policromatismo desta espécie. Porém, outros individuos amostrados
e identificados com padrdo fenotipico de P. motoro apresentaram mtDNA de P. falkneri ¢ DNA

nuclear de P. motoro, confirmando a existéncia de hibridos entre as duas espécies neste ambiente.

Introduciao

As raias da familia Potamotrygonidae sdo os Unicos elasmobranquios permanentemente
adaptados a vida na 4gua-doce e ocorrem exclusivamente na regido Neotropical (Carvalho et al. 2003).
Quatro géneros sdo reconhecidos nesta familia, Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e
Potamotrygon (Rosa 1985, Carvalho et al. 2003, Deynat 2006, Rosa & Carvalho 2007, Rosa et al.
2008, Carvalho & Lovejoy 2011), que contém 26 espécies (Eschmeyer & Fong 2013).

Na bacia do rio Parand, as espécies Potamotrygon motoro e P. falkneri ocorrem com
maior abundancia, segundo Castex (1963). A coloragdo da regido dorsal da espécie P. motoro consiste
em um padrao marron ou cinza, com a presenca de fileiras de ocelos tricolores distribuidas por todo o
disco, sendo estes ocelos constituidos de uma pequena mancha central amarela, envolta por um anel
intermediario laranja e um anel periférico negro. A outra espécie de raia, P. falkneri, apresenta na

superficie do disco dorsal uma coloragdo de fundo marrom escuro que pode variar em tons claros,
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contendo numerosos € pequenos ocelos redondos ou ovais de tom laranja ou manchas amarelas
distribuidos por todo o dorso (Silva et al. 2011). Embora a diferenciacdo fenotipica das espécies
pareca ser relativamente facil, estudos taxondmicos mostraram uma forte variagdo entre individuos,
com a ocorréncia de policromatismo de diferentes dimensoes, relacionados a diferentes habitats
(Carvalho et al. 2003).

Até os anos de 1980 nao havia registro da ocorréncia de raias na planicie de inundagao
do Alto Rio Parand, na regido Sudeste do Brasil. No entanto, depois do fechamento das comportas da
Usina Hidrelétrica de Itaipu e surgimento de extenso represamento, uma importante barreira
geografica natural representada pelas cachoeiras de Sete-Quedas, foi eliminada, unindo cerca de 150
km do médio Rio Parand com regides do alto Rio Parand, promovendo a mistura de espécies
anteriormente alocadas em distintos ecossistemas (Agostinho et al. 1992). Embora as raias P. motoro ¢
P. falkneri ja ocorressem em simpatria no médio Rio Parand, estudos recentes identificaram diferentes
grupos ecomorfologicos (Lonardoni et al. 2009, Silva et al. 2011) e variagdes no padrdo de coloracao
em ambas as espécies (Carvalho et al. 2003, Cruz et al. 2012).

A constatagdo de grande variacdo nas caracteristicas de identificagdo fenotipica
existente em P. motoro e P. falkneri, onde alguns caracteres aparecem em sobreposi¢cdo nas duas
espécies, além das diferengas nas fases do ciclo de vida e dimorfismo sexual, quando considerados em
associacdo com a distribuicdo simpatrica e o expressivo processo de expansdo populacional que estas
espécies estdo passando, tem permitido considerar também a ocorréncia de hibridagdo entre as formas
existentes.

A hibridagdo interespecifica ¢ um fendmeno de ocorréncia comum em muitas espécies
de peixes (Mayr 1942, Grant 1981, Harrison 1990, Grant & Grant 1992, 1996, Levin et al. 1996,
Rhymer & Simberloff 1996, Arnold 1997), mas a sua identificacio com base em caracteres
morfologicos, ecologia e comportamento das espécies pode ser dificil e a maior parte das vezes,
confuso e incerto. Assim, como uma alternativa aos métodos tradicionais de identificacdo de hibridos,
os marcadores genéticos nucleares e mitocondriais tém se mostrado uma ferramenta de grande
aplicacdo na deteccao de eventos de hibridacao (Scribner & Avise 1993).

Tendo em vista o potencial efeito evolutivo da hibridizacdo em populagdes naturais,
além de mudancas antropogénicas, neste caso eliminando as barreiras geograficas e promovendo o
crescimento populacional de espécies invasoras, o presente trabalho teve como objetivo a verificagdo

da ocorréncia de hibridizagdo entre as espécies de raias de dgua doce Potamotrygon motoro e P.
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falkneri de ocorréncia nos componentes da bacia do Rio Parana, utilizando marcadores genéticos

mitocondriais e nucleares.

Materiais e métodos

Um total de 65 individuos foram amostrados ao longo do Rio Parana (Brasil), nas
regides de Foz do Iguagi — PR (S 25°24'03.37" - W 54°34'45.14") e em Porto Rico — PR (S 22°
47°42.4”- W 53° 20°29.7”), correspondentes a 38 espécimes de Potamotrygon motoro, 22 espécimes
de P.falkneri e 5 individuos que apresentavam um padrdo de coloragdo dorsal marron escuro, mas
com total auséncia de ocelos, sendo denominado no presente estudo como Potamotrygon sp.(Figura
1). A identificacdo das espécies foi feita de acordo com seus aspectos fenoticos e os alguns individuos
foram depositados na cole¢do do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Botucatu - SP, Brasil. O DNA total foi extraido a partir de fragmentos de
tecido muscular preservados em etanol a 95%, seguindo o protocolo apresentado no kit comercial

"Genomic Assistente Kit de Purificagdo de DNA - Promega", com pequenas adaptagdes.

DNA mitocondrial

A identificagdo das linhagens parentais foi realizada com base em fragmentos de DNA
mitocondrial (mtDNA) a partir do Citocromo Oxidase Subunidade I (COI) e Citocromo B (Cyt B).
Estes segmentos foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em termociclador
Applied Biosystems Veriti. Para a amplificacao do gene COI foi utilizado primers F1 e R1 descritos
por Ward et al. (2005). Para o gene Cytb B foi utilizado os primers CytbF e CytbR desenvolvidos por
Oliveira et al. (2011). As reacdes de PCR foram realizadas num volume total de 25ul, contendo os
seguintes reagentes: 2,5ul de (10X) de tampao, 4ul de NTP (1,25 mM), 1ul de MgCI2 (50 mM), 1,0
a 2,0ul de DNA (50-100ng/ml), 0,25ul de cada primer e 0,2ul de Taq polimerase (5U/ul) e agua
purificada, a fim de completar o volume final da reagao.

O programa utilizado para as reagdes de PCR em ambos os genes consistiu de
desnaturagao inicial a 94°C durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagdao a 94°C por 30s,
temperatura de anelamento variando de 50°C a 55°C por 1 minuto, extensao a 72°C por 2 minutos e

uma extensdo final a 72 °C durante 7 minutos. As sequéncias de genes COI e Cyt b foram alinhadas
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com o programa BioEdit (Hall, 1999)e a distancia genética foi calculada utilizando-se o programa

MEGA v.4.0 (Tamura et al. 2007), segundo o0 modelo de Kimura-2-parametros (Kimura, 1978).

Microssatélites

A 1identificagdo de espécimes e a defini¢ao do seu estado de espécie selvagem ou de
hibrido foi realizada com o uso de marcadores microssatélites. Foram selecionados 10 /oci
microssatélites descritos para a espécie Potamotrygon motoro, sendo Pm_5, Pm 8, Pm_ 10, Pm 11,
Pm 12,Pm 16,Pm 17,Pm 18, Pm 21, Pm 25 (Cap. I).

As reacdes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas no termociclador Applied
Biosystems Veriti nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial por 4 minutos a 94°C; 34 ciclos de
94°C por 15s; temperatura de anelamento especifica de cada primer por 25s, 72°C por 25s e extensao
final de 10 min a 72°C. O volume total da reacdo foi de 12,5ul e consistiu de: PCR 1X Tampao,
1,SmM MgCl, 0,2mM de cada dNTP, 0,5unidades de polimerase de AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems), 1,0pmol de cada um dos primers e 2ul de DNA (30ng/ul). Os produtos de PCR foram
visualizados com controle negativo e positivo por electroforese num gel de agarose a 2%. Os loci que
produziram bandas de tamanho esperado foram selecionados e a leitura dos fragmentos foi realizada
no sequenciador de capilar da Applied Biosystems 3130, no Laboratorio de Biologia e Genética de
Peixes, UNESP, Botucatu — SP e posteriormente analisados no programa GeneMapper versdao 4.0
(Applied Biosystem).

O programa GENALEX 6.1 (Peakall & Smouse 2006) foi usado para estimar
proporgdes do equilibrio de Hardy Weinberg (EHW), niimero de alelos (A), heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He). Niveis de significancia foram ajustados pela corre¢cdo de Bonferroni
para multiplos testes (Rice 1989).

Os possiveis hibridos foram examinados para verificar a presenca de alelos privados de
Potamotrygon motoro e P. falkneri e seus gendtipos. Os alelos privados foram definidos como
ocorrendo apenas em uma espécie ou que ocorrem em ambas as espécies, mas com uma frequéncia
inferior a 1% em um deles, para incorporar a possibilidade de gendtipo e/ou amostragem de erro

(Oliveira et al. 20006).
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Resultados

Um total de 59 individuos do género Potamotrygon foram analisados utilizando
sequéncias parciais de genes COI e Cyt B, sendo 34 individuos identificados como sendo P. motoro e
20 como P. falkneri, de acordo com critérios fenotipicos; porém 5 individuos tiveram uma
identificacdo duvidosa devido ao padrio de coloracdo dorsal diferenciado das demais espécies,

apresentando coloragdo marron escura e auséncia de ocelos, sendo denominados de Potamotrygon sp.

(Figura 1).

Figura 1. Exemplares de raias das espécies Potamotrygon motoro (a); Potamotrygon sp. (b) e
Potamotrygon falkneri (c).

Com base na variagdo da sequéncia COI e nas analises utilizando méxima parcimonia e
maxima verossimilhanga, foram definidos dois grupos distintos denominados de haplogrupo A, com
30 individuos identificados morfologicamente como Potamotrygon motoro e haplogrupo B, composto
por 20 individuos identificados morfologicamente como P.falkneri. Os 5 individuos com coloragdo
diferenciada (Potamotryon sp.) foram agrupados no haplogrupo A. Os 4 individuos restantes,
previamente identificados por caracteristica morfoldgicas como P. motoro, foram agrupados no
haplogrupo B (Figura 2). A divergéncia genética média encontrada entre os grupos foi de 2,1% e a
diversidade de nucleotidica encontrada para haplogrupo A (P. motoro) foi de 0.00115 £ 0.00011 e de
0.00044 + 0.00008 para o haplogrupo B (P. falkneri).
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Figura 2. Analise de Maxima Parcimdnia com os genes mitocondriais COI e Cyt b de amostras de
Potamotrygon motoro e P. falkneri. Nimeros nos nés representam valores de bootstrap (1.000
pseudoréplicas) de Maxima Parcimonia seguido de Maxima Verossimilhanga.

A andlise de sequéncias do gene Cyt B também identificou dois haplogrupos separando
as duas espécies P. motoro e P. falkneri. Utilizando a mesma classificacdo anterior, as raias do
primeiro grupo correspondem a P.motoro (haplogrupo A), enquanto as raias do segundo grupo
correspondem a P. falkneri (haplogrupo B). A andlise realizada utilizando o gene Cyt b revelou um
haplotipo em P. motoro com 30 individuos e dois haplotipos em P. falkneri, com 20 individuos.
Novamente os individuos com coloracdo diferenciada foram agrupados no haplogrupo A, enquanto os
4 individuos restantes foram agrupados no haplogrupo B. A diversidade nucleotidica do gene Cyt B
foi baixa para ambos os grupos, sendo de 0.00292 £+ 0.0004 para haplogrupo A (P. motoro) e de
0.00039 + 0.00017 para o haplogrupo B (P. falkneri).

Os marcadores microssatélites foram aplicados em 63 amostras de raias (59 dos quais
também foram sequenciadas para o mtDNA. Os 10 Jloci selecionados para este estudo em ambas as
espécies resultaram em um total de 51 alelos, sendo que 0,87% foram identificados como alelos
privados para P. motoro e 3,8% como alelos privados para P. falkneri.

A genotipagem realizada identificou 8 loci polimoérficos e 1 loci monomorficos em
P.motoro, sendo Pm_10 (401pb) (Tabela 1). Oito dos 10 /oci originalmente projetados para P.motoro
tiveram amplificacdo positiva em P.falkneri, sendo que destes, 6 loci mostraram-se polimorficos
(Tabelal). Nesta espécie, os loci Pm 21 (113pb) e Pm 25 (187pb) apresentaram um padrao

monomorfico.
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Tabela 1 — Caracteristicas de 10 loci microssatélites de Potamotrygon motoro e P. falkneri. Loci
estudados, tamanho do alelo, nimero de alelos detectados (Na), heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho).

P.motoro P. falkneri
Locus Size Na He Ho Size Na He Ho
range range

Pm 5 244-246 2 0,420 0,543 244-266 4 0,732 0,750
Pm_8 172-198 5 0,589 0,629 194-204 4 0,670 0,833
Pm 10 401 1 0,000 0,000 405-411 2 0,518 0,063
Pm 11 299-301 2 0,206 0,187 332-336 4 0,698 0,889
Pm_12 307-313 2 0,389 0,375 343-347 3 0,885 0,750
Pm_16 196-198 2 0,333 0,302 198200 2 0,490 0,350
Pm 17 369 2 0,451 0,440 - - - -
Pm_18 220-234 6 0,689 0,701 - - - -
Pm_21 115-117 2 0,083 0,080 113 1 0,000 0,000
Pm 25 183-197 2 0,083 0,80 187 1 0,000 0,000

Os espécimes com padrio de coloragdo diferenciada (Potamotrygon sp.) apresentaram
exatamente os mesmos alelos privados para a espécie P. motoro. No entanto, nos 4 individuos que
apresentaram os padrdes fenotipicos de P.motoro e DNA mitocondrial de P. falkneri (COI e Cyt b), foi
possivel identificar com marcadores microssatélites os mesmos alelos privados de P. motoro e uma

alelo privado de P.falkneri caracterizando, assim, as amostras como espécimes hibridos. (Tabela 2).

Discussao

A espécie de raia de agua doce Potamotrygon motoro (Miller and Henle, 1841) foi
descrita originalmente na bacia hidrografica do Rio Parana-Paraguai, tendo como localidade tipo o Rio
Cuiaba (Muller & Henle 1841), sendo que estudos realizados nessa regido nao identificaram qualquer
variagdo no padrdo de coloragdo nos espécimes analisados (Castex 1963). A espécie Potamotrygon
falkneri Castex & Maciel, 1963 também foi descrita no Rio Parand, na regido de Santa Fé, Argentina
(Castex & Maciel 1963) sendo restrita a Bacia do Rio Parana-Paraguai, ocorrendo atualmente desde as

regides do Pantanal, nos rios Cuiaba e Piquiri, entre outros até o Alto Rio Parana (Silva et al. 2011).
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Tabela 2 — Identificagdo de alelos privados das espécies Potamotrygon motoro e P. falkneri e sua
frequéncia nos hibridos.

Locus Allele P. motoro (%) P. falkneri (%) Hybrid (%)
Pm_5 244 0,71 0,10 1,00
Pm 8 190 0,17 0,00 0,50
192 0,16 0,00 0,00
Pm_10 401 1,00 0,09 1,00
Pm_11 299 0,88 0,00 0,86
Pm 12 307 0,76 0,00 1,00
Pm_16 196 0,64 0,05 0,50
197 0,09 0,22 0,50
Pm 21 115 0,96 0,00 1,00
Pm_25 183 0,96 0,00 1,00

Na bacia do Rio Parand, ambas as espécies acima descritas ocorrem em simpatria e
estudos realizados nesta bacia identificaram diferengas ecomorfologicas entre e dentro dessas espécies.
Lonardoni et al. (2009) detectou dois grupos ecomorfologicos distintos de Potamotrygon falkneri no
Rio Parand, enquanto que, neste mesmo ambiente Silva et al. (2011) encontrou dois grupos de
P.motoro com caracteristicas morfométricas substancialmente diferentes. Contudo, os caracteres
usados na taxonomia deste grupo tais como a presenca de sulco labial e diferencas de coloragdo na
regido dorsal ndo tém sido eficazes na diferenciagdo de espécies (Maniglia 2010). No presente estudo
foi verificado que alguns espécimes apresentaram distintas variacdes na colora¢do dorsal do disco,
principalmente se tratando da espécie Potamotrygon motoro, ao passo que P. falkneri apresentou uma
menor variagdo no padrdo de coloragdo para todos os individuos amostrados. Alguns espécimes com
coloragdo intermediaria entre P. motoro e P. falkneri foram considerados como portadores de
policromatismo intra-especifico; contudo, ndo pode ser descartada a existéncia de provaveis hibridos
naturais entre estas espécies.

Os marcadores moleculares mitocondriais e nucleares de DNA tém contribuido para a
identificacdo de espécies cripticas, assim como de possiveis ocorréncias de hibridizacdo entre elas
(Avise 2004, Oliveira et al. 2002, 2006). Com relagdo as raias de agua doce de ocorréncia na bacia do
Rio Parana, os estudos genéticos realizados para o entendimento da dindmica genética das espécies
ainda sdo escassos (Toffoli et al. 2008, Frederico et al. 2012, Cruz et al. 2012). Nas espécies em

estudo, os baixos indices de variabilidade genética encontrados foram semelhantes a outras espécies de
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Chondrichthyes (Portnoy et al. 2012, Mendonga et al. 2012, Graves 1998, Duncan et al. 2006). A taxa
de substitui¢do de genes mitocondriais em peixes cartilaginosos tem sido caracterizado como 7 a 8
vezes mais lenta do que em outros vertebrados, provavelmente devido a uma menor taxa metabolica e,
por conseguinte, os Chondrichthyes exibem baixos niveis de divergéncia entre as espécies (Martin et
al. 1993).

Neste estudo alguns espécimes denominados como Potamotrygon sp. por apresentarem
um padrdo de coloracdo dorsal distinto do descrito para as espécies, foram identificados pelos
marcadores mitocondriais e nucleares como sendo, na realidade, P. motoro, o que amplia ainda mais a
extensa variacdo de coloragdo apresentada normalmente pelos exemplares e, consequentemente,
caracteriza o policromatismo desta espécie.

A analise genética molecular de quatro individuos que apresentaram fendtipo de P.
motoro revelou que o marcador de mtDNA correspondeu ao da espécie P. falkneri, enquanto o
marcador nuclear para microssatélite foi correspondente ao da espécie P. motoro, caracterizando assim
estes espécimes como hibridos. Dado que a herangca do mtDNA ¢ materna, pode-se deduzir que a
linhagem materna seria P. falkneri. As espécies P.motoro e P. falkneri compartilham poucos alelos
entre si, apresentando especificamente um grande niimero de alelos privados que podem ser utilizados
na identificagao dos hibridos.

Em elasmobranquios, a ocorréncia de hibridos ja foi identificada entre as espécies de
tubardes Carcharhinus tilstoni e C. limbatus. Estas espécies ocorrem em simpatria ¢ a identificagdo
dos hibridos foi confirmada com sequéncias de DNA mitocondrial, nuclear e por identificacdo das
espécies por caracteres morfologicos (Morgan et al. 2011). Arnold & Hodges (1995) e Seehausen
(2004) enfatizam o papel que desempenha a hibridagao na diversificagdo evolutiva, sendo que hibridos
de alta aptidio podem facilmente se adaptar a novidade ambiental e levar a novas linhagens
evolutivas.

As hibridagdes podem ser devidas a causas naturais ou antropogénicas € a gestdo destas
ultimas € constitui um enorme desafio para a conservag¢ao da biodiversidade (Allendorf et al. 2001).
Duas possiveis consequéncias podem ocorrer ao longo das geragdes se as formas hibridas reduzem a
aptidao e tornam-se comuns: a produtividade da populagdo sera menor que o previsto. Contudo, se a
aptiddo dos hibridos ¢ a mesma ou superior a das espécies parentais, ao longo do tempo as duas
espécies poderdo fundir-se em uma unica espécie e a biodiversidade deste grupo podera ser perdida

(Morgan et al. 2011).
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Conclusoes

O presente estudo resultou na identificacdo da ocorréncia de hibridizagdo natural entre
as espécies de raias de agua doce, Potamotrygon motoro ¢ P. falkneri na bacia do Rio Parana.
Também ficou confirmada a existéncia de extensivo polimorfismo cromético na espécie Potamotrygon
motoro, uma vez que alguns espécimes da amostra apresentaram padrdo de coloragdo dorsal distinto
do descrito para a espécie. Analises destes exemplares utilizando marcadores de mtDNA e
microssatélites confirmaram a identidade destas amostras como pertencentes a espécie P. motoro. Por
outro lado, a mesma analise genética de 4 individuos da amostra com fen6tipo de P. motoro revelou
que, enquanto o marcador nuclear para microssatélite foi correspondente ao da espécie P. motoro, o
marcador de mtDNA correspondeu ao da espécie P. falkneri, caracterizando assim, estes espécimes

como hibridos.
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6 DISCUSSAO GERAL

Até o final dos anos 70, a ocorréncia de muitas espécies aquaticas era assinalada no Rio
Parana apenas para os trechos situados a jusante das cachoeiras de Sete-Quedas, situada na regido do
médio Rio Parana, no Municipio de Guaira, Estado do Parand, constituindo-se numa importante
barreira geografica (Vilela et al. 2004). Historicamente, essas barreiras sao um fator dominante na
determinagdo e composi¢do de faunas regionais promovendo endemismo (Cox & Moore 1980,
Ricklefs & Schluter, 1993). No entanto, as a¢cdes humanas tém reduzido o isolamento imposto por
barreiras biogeograficas e o resultado tem sido uma mistura sem precedentes de comunidades
bioldgicas (Lockwood & McKinney 2001, Rahel 2002, McKinney, 2006).

Em meados de 1972 foi iniciada a constru¢cdo da maior Usina Hidrelétrica do Brasil, a
Hidrelétrica de Itaipu no médio Rio Parana. Com isso o obstaculo natural interposto pelas cachoeiras
de Sete-Quedas que isolou por muito tempo a maioria dos componentes da ictiofauna do alto Rio
Parana deixou de existir, permitindo que muitas espécies aquaticas até entdo limitadas a regido do
médio Parana, passassem a ocupar novos ambientes situados a montante da barreira natural, mais que
isto, certas espécies passaram a se movimentar também de um lado para outro através da construcao de
escada de peixes, aumentando as possibilidades de colonizagdo do trecho situado a montante de Guaira
por novas espeécies.

As escadas de peixes sdao um exemplo de como a falta de conhecimento especifico
sobre o funcionamento do ecossistema de um determinado ambiente pode provocar incriveis danos a
sua fauna. Escadas sdo estruturas construidas artificialmente para interligarem as regides a montante e
a jusante de um rio que foram separadas pela constru¢do de uma represa. Trata-se, a primeira vista, de
uma estratégia bastante interessante; porém, se nao estiver bem embasada, pode se tornar
extremamente prejudicial para a fauna de peixes de uma determinada regido, principalmente das
espécies migradoras (Agostinho et al. 2007a). Além disso, os modelos de construcdo de escadas
adotados no Brasil sdo originarios de paises Norte-Americanos, os quais tiveram seus projetos
baseados nos padrdoes de migracdo de salmonideos, peixes abundantes e de grande importancia

comercial naquela regido (Agostinho et al. 2007a).
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Evidentemente, os mesmos modelos ndo deveriam ser utilizados diretamente em rios da
regido Neotropical sem um estudo detalhado ou, pelo menos, sem o devido monitoramento genético,
visto que estes possuem um grau de diversidade e complexidade muito maior quando comparados aos
anteriores. A captura de algumas espécies de raias ja foi registrada nas proximidades da Usina
Hidrelétrica de Jupid, na foz do rio Tieté no Estado de Sao Paulo, nas regides do baixo Paranapanema
(Britto 2004), proximo aos municipios de Castilho no Estado de Sao Paulo e no Rio Sucuriu, na regido
de Trés Lagoas no Estado do Mato Grosso do Sul (Garrone et al. 2007). H4 indicagdes de que estas
espécies ja estdo sendo encontradas também nos reservatorios do Rio Tieté mais proximos a foz e em
localidades situadas a montante da represa de Ilha Solteira.

Neste contexto pode ser considerado que monitoramentos genéticos se fazem
extremamente necessarios e essenciais para garantir a manutencdo dos estoques, visto que muitas
vezes a taxa de mutacdo em uma populagdo pode ser bastante lenta, como sugerem os resultados deste
trabalho e as mudangas causadas nas populagdes podem demorar a ser percebidas. Assim, no sentido
de melhor conhecer as populacdes de raias existentes neste ambiente e desenvolver melhor
compreensao sobre os mecanismos genéticos envolvidos no processo de colonizagdo, determinado
pelo aparecimento de novos ambientes originados em decorréncia da construcdo de represas
hidrelétricas, este estudo buscou identificar padrdes gerais de impacto sobre a variabilidade e estrutura
genética nas espécies de raias de agua doce Potamotrygon motoro € P. falkneri que ocorrem ao longo
do Rio Parana.

Virios grupos de pesquisa t€ém voltado sua atencdo para o uso de sequéncias de mtDNA
para elucidar problemas relativos a genética de populagdes invasoras (Bermingham & Martin 1998,
Wang et al. 2004, Chen et al. 2008, Lessios 2008, Haney et al. 2010, entre outros). Porém, os
resultados iniciais do presente trabalho utilizando o marcador mtDNA nao resultaram em indicacdes
sobre a existéncia de estruturagdo genética detectavel entre as amostras de P. motoro e P. falkneri
analisadas, provenientes de diferentes pontos no Rio Parana.

A auséncia de estruturagdo observada ¢ passivel de diferentes interpretagdes, sendo a
primeira delas uma conclusdo mais tradicional neste tipo de estudo, segundo a qual as populagdes

estariam proximamente ligadas, existindo fluxo gé€nico entre elas e que provavelmente o pequeno
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espaco de tempo de colonizacdo poderia ndo ter sido suficiente para permitir diferenciagdo genética
entre os animais dos sitios amostrados. Uma segunda interpretacdo que ndo poderia ser descartada ¢
que a ndo detecgdo de estruturacdo populacional poderia ser consequéncia do marcador utilizado, que
ndo apresentaria sensibilidade suficiente para a deteccdo de eventos de colonizagdo recente, como
ocorrido no presente caso onde o processo de diferenciagdo estaria se estabelecendo nos ultimos 30
anos, apds o término da constru¢ao da Hidrelétrica de Itaipt.

Uma alternativa utilizada foi a busca de um marcador mais sensivel para a deteccdo de
possivel diferenciacdo genética das populacdes colonizadoras. Com isso foram identificados e
desenvolvidos loci microssatélites para os estudos populacionais com a aplicagdo da técnica de
pirosequenciamento (454 GS-FLX Roche) na espécie Potamotrygon motoro, uma vez que com o0S
marcadores mitocondriais ndo foi possivel detectar o verdadeiro estado genético das populagdes em
ambas espécies. Entre um total de 1.510 sequéncias contendo microssatélites perfeitos e apos a
realizacdo de vérias andlises, foi confirmado o polimorfismo em 10 conjuntos de primers espécie-
especificos, que foram testados também em P. falkneri, tendo sido obtidos valores de 60% de
transferabilidade bem sucedida. Assim, estudos populacionais utilizando esses marcadores puderam
ser realizados, sendo que distintos resultados foram obtidos quando comparados com as andlises
utilizando marcadores mitocondrias.

Os niveis de variabilidade dos loci microssatélites nas amostras de Potamotrygon
motoro e P. falkneri coletadas ao longo da bacia do Rio Parana apresentaram médias de 3.40 e 3.68
alelos por loci, respectivamente, sendo, contudo inferiores aos valores encontrados nas comparagdes
com outras espécies de peixes de dgua doce, que apresentam média de 9.1 alelos por loci (DeWoody &
Avise 2000, Oliveira et al. 2009). Estudos do marcador microssatélite em P.motoro apresentaram
indices estatiticos similares aqueles obtidos para o marcador mtDNA, nos quais as amostras testadas
ndo apresentaram estruturagdo genética; ja em P. falkneri os resultados encontrados foram diferentes,
sendo que com o marcador microssatélite foi possivel distinguir distintos gendtipos nas amostras
analizadas.

Na analise das amostras de P. falkneri, o indice Fst apresentou valores mais

significativos (0.15), indicando uma diferenciagdo moderada entre as trés populagdes amostradas, o
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que também foi confirmado por outros testes estatisticos. Embora as médias dos indices de Fst da
espécie P. motoro terem apresentado baixa diferenciacdo populacional, os resultados demonstram uma
pequena diferencia¢do genética, quando vizualizadas com base nos valores Fst das comparagdes par-a-
par obtidos entre as amostras da regido de Foz do Iguacu (FI) e Sucuria (SU). As amostras se
caracterizaram também por apresentarem distintos alelos privados, provavelmente identificando a
existéncia de valores de distancias genéticas especificas.

Em 66% das estimativas realizadas os valores de heterozigosidade observada em P.
motoro foram maiores que a esperada, indicando que essas amostras ndo apresentam deficiéncia de
heterozigotos e que os acasalamentos sdo randomicos dentro e entre as populagdes. Os baixos indices
de homozigosidade e altos indices de heterozigotos encontrados em relacdo ao esperado e a
constatagdo de valores de Fis negativos dao indicios da ocorréncia de um efeito gargalo (bottleneck)
recente, como o encontrado em P. motoro, que apresentou 70% das estimativas Fjg negativo. Pode ser
sugerido entdo que as amostras de localidades geograficamente mais distantes entre si possuem uma
moderada estruturacdo, tendo por base os valores Rst, nas comparagdes com aquelas decorrentes de
amostras de localidases mais proximas. Os indices genéticos obtidos confirmam que as amostras
pertencentes ao médio Rio Parand (Foz do Iguactl), ndo sdo isoladas das populacdes colonizadoras.

Além disso, a forma homogénea ou proporcional com que os gendtipos estdo
distribuidos ao longo do Rio Parana para Potamotrygon motoro, parece sugerir duas hipdteses, sendo
que a primeira expressa uma situacdo de estabilidade e refletindo o perfil genético da grande
populacdo ancestral; num segundo caso, as populagdes colonizadoras seriam decorrentes de eventos de
introdugdes multiplas, ou seja, com a invasdo em grupo de populacdes com a mesma origem, o que
poderia diluir substancialmente e até mesmo ofuscar o efeito gargalo (Kolbe et al. 2004). Neste caso,
muito provavelmente as populacdes de P. motoro ainda estariam em um processo inicial de
diferenciagdo genética, fazendo com que no momento inda existisse apenas uma unidade panmitica de
P. motoro.

Os valores de Fst par-a-par na espécie P. falkneri, apresentaram indices relevantes entre
as trés populagdes em estudo. Foi possivel estabelecer associagdo entre os diferentes valores

encontrados nas amostras com sua distancia geografica, sendo que a camparacdo entre as amostras de
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PC e PR foi aquela que resultou em menor indice Fis¢; estas localidades estdo separadas por pequena
distancia geografica. Por outro lado, apresentou maior indice Fst a comparacao entre PC e IS, que
estdo separadas pela maior distancia geografica. Segundo Frankham et al. (2004), a distancia
geografica que separa as populagcdes podem se transformar em riscos para a manutencao da
variabilidade genética, uma vez que esta esta associada a quantidade de fluxo génico existente entre as
partes distantes da distribuicao de uma espécie e com a capacidade dos individuos migrarem. Sendo
assim, quanto menor for o fluxo génico entre as popula¢des, maiores serdo os riscos de perda de
variabilidade.

A perda de alelos privados foi significativa nas populagdes colonizadoras de P.
falkneri, podendo ser resultado de um evento claro de gargalo populacional, provavelmente
estabelecido ao longo do processo de invasdo. Apesar disso, o numero efetivo da populacao
colonizadora que ocupa a regido de IS ¢ mais elevado quando comparado comaquele da regido de PC,
indicando que apesar da perda de alelos privados, essas populagdes estdo em expansdo. Estes
resultados mostram que individuos pertencentes a regido de Porto Camargo no Rio Parana, possuem
um isolamento genético ainda em fase inicial entre as populagdes colonizadoras desta espécie. Se a
distancia geografica entre as populagdes pode ser um fator de grande importincia na possibilidade de
diminui¢do do fluxo génico, quando naturalmente ocorre perda de variabilidade genética, conforme
verificado nas andlises com a freqiiéncia de alelos privados, pode, porém, propiciar a chance de
ocorrer uma expansao populacional devido a adaptabilidade e capacidade de estabelecimento na regido
de colonizacdo, no caso Ilha solteira, como identificado pelos valores encontrados para o indice Ne.

Considerando a grande variag¢do nas caracteristicas morfoldgicas que podem permitir a
discriminacao das espécies Potamotrygon motoro e P. falkneri, com algumas destas em estado de
sobreposicdo, associada a outros fatores como sua distribui¢do simpdtrica, as mudancgas
antropogénicas a que estdo sujeitas, neste caso eliminando promovendo a elimina¢do de barreiras
geograficas e causando o crescimento populacional de espécies invasoras, o presente trabalho
desenvolveu também analises especificas, com a utilizagdo de marcadores genéticos mitocondriais e
nucleares comparativos, para a identificacdo de possiveis casos de hibridizagdo entre as espécies P.

motoro e P. falkneri.
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Durante as atividades de amostragem foi verificado que alguns espécimes da espécie
Potamotrygon motoro apresentaram distintas variacdes na coloracdo dorsal do disco, enquanto a
variagdo em P. falkneri mostrou-se normal com relagdo ao padrdo de colora¢do. Alguns individuos
com coloracao intermedidria entre P. motoro e P. falkneri apontaram para a confirmacao de extensivo
policromatismo que caracteriza estas espécies, bem como para a provavel ocorréncia de hibridacao
natural interespecifica, uma vez que esta estas espécies estdo compartilhando ambientes recentemente
colonizados.

Através dos marcadores morfologicos visuais e morfométricos, estes espécimes
diferenciados foram identificados com o fendtipo de P. motoro. Porém, os marcadores genéticos
moleculares revelaram identidade materna compativel com a da espécie P. falkneri pela analise do
mtDNA, enquanto as analises realizadas utilizado marcadores nucleares do tipo microssatélite
revelaram sua compatibilidade com o genoma de P. motoro. Tais fatos levam a conclusdo de que estes
individuos sdo realmente hibridos entre P.motoro e P. falkneri, que t€m como origem materna a
espécie P. falkneri. O numero de alelos privados identificados nestas espécies pode considerado como
uma excelente ferramenta para auxiliar na identificacio de hibridos. Em elasmobranquios, a
ocorréncia de hibridos foi confirmada anteriormente também pela andlise de sequéncias de DNA
mitocondrial, nuclear e por caracteres morfoldgicos (Morgan et al. 2011) entre espécies de tubardes,
Carcharhinus tilstoni e C. limbatus que ocorrem em simpatria.

Estudos de hibridizacdo sugerem que esta pode ocorrer quando as espécies estdo em
expansdo. Neste caso, a oportunidade dessas espécies invadirem, se estabelecerem e colonizarem toda
uma bacia hidrografica poderia ter possibilitado o processo de hibridiza¢do. Arnold & Martin (2010) e
Seehausen (2004) enfatizam o papel que desempenha a hibridacao na diversificagdo evolutiva, sendo
que hibridos de alta aptidao podem facilmente se adaptar as novidades do ambiente colonizado e levar
ao aparecimento de novas linhagens evolutivas.

Alternativamente, a plasticidade fenotipica em populagcdes introduzidas parece ser outra
caracteristica importante a considerar, como identificado neste estudo. A espécie P. motoro apresenta
caracteristicas fenotipicas Uinicas, com um alto grau de policromatismo que varia dentro de um padrao

marron ou cinza com a presenca de fileiras de ocelos tricolores distribuidas por todo o disco. Tais
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ocelos sdo constituidos de uma pequena mancha central amarela, cercada por um anel intermediario
laranja e um anel periférico negro. A outra espécie P. falkneri apresenta no disco dorsal uma coloracao
de fundo marrom escuro, que pode variar em tons claros, com numerosos ¢ pequenos ocelos redondos
ou ovais de tons laranja para manchas amarelas distribuidos por todo o dorso (Silva et al. 2011).

Embora a diferenciacdo fenotipica das espécies possa parecer relativamente facil,
estudos taxondmicos mostraram uma forte variagdo entre individuos, policromatismo de diferentes
dimensdes e de adaptagdo a diferentes habitats (Carvalho et al. 2003). Tais evidéncias foram também
identificadas no presente estudo, no qual foram encontrados espécimes com coloragdo dorsal marrom,
porém com total auséncia de ocelos, que foram identificados genéticamente como P. motoro.

Os estudos genéticos que tém sido realizados em raias de agua doce sdo ainda
incipientes até o momento, principalmente para o entendimento da dindmica genética destas espécies
na regido da bacia do Rio Parana (Toffoli et al. 2009, Frederico et al. 2012, Cruz et al. 2012). Os dados
obtidos no presente trabalho resultaram em informacgdes de interesse, uma vez que, além de corroborar
outros estudos sobre os efeitos diretos causados principalmente nas populagdes de organismos
aquaticos pela constru¢do de barragens.

Tais informagdes apontam diretamente para a necessidade da realizagdo de extensivos
estudos prévios, seguidos de monitoramento continuo destes ambientes, uma vez que as decisdes
podem afetar o tamanho da populagdo, interromper ou diminuir o fluxo génico entre populagdes,
reduzir a diversidade genética e aumentar as diferencas populacionais entre grupos isolados ou
colonizadores (Jager et al. 2001, Neraas & Spruell 2001, Meldgaard et al. 2003, Yamamoto et al.
2004, Heggenes & Roed 2006,).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem concluir que:

1 — Os marcadores moleculares desenvolvidos para a espécie de raia de agua doce,
Potamotrygon motoro, mostraram-se como eficientes ferramentas para as analises de estrutura
populacional neste grupo de organismos. A transferabilidade do marcador do tipo microssatélite foi

confirmada com sua aplicag@o no estudo de espécie simpatrica, Potamotrygon falkneri;

2 — Potamotrygon motoro ¢ representada por apenas uma unica unidade panmitica em
toda a bacia hidrografica do Rio Parand, ou seja, durante o processo de colonizagdo parece ndo ter
havido perda significativa de variabilidade genética em relacdo ao gendtipo basico das populagdes
originais, como observado com a aplicacdo de varios indices genéticos. Tal constatacdo poderia ser
determinada por uma caracteristica especifica, identificada por um processo rapido de colonizagdo e
efeito demixagens sucessivas em curto espaco de tempo, com componentes do pool original, numa

intensa atividade de fluxo génico;

3 — Potamotrygon falkneri apresentou diferenciacdo genética com evidéncias de
estruturagdo em fase inicial em trés amostras analisadas ao longo do Rio Parand. Tal diferenciagao
ocorreu provavelmente em decorréncia do processo de colonizacdo dos novos ambientes pela espécie,
estando associada com a distdncia geografica entre as amostras. Nesta espécie, o processo de
colonizag¢do parece ocorrer de modo mais lento e estavel, com o estabelecimento da diferenciacao
entre os estoques colonizadores na fase inicial. Nao pode ser descartado o fato de este processo ocorrer
de forma mais rdpida para esta espécie na fase inicial, com a tomada dos novos ambientes por

gendtipos especificos e tnicos e que posteriormente podem ser mixados por novas cargas migratorias;

4 — A ocorréncia de hibridagao foi constatada com a aplicagdo de técnicas de analise de

genética molecular, uma vez que a existéncia de extenso policromatismo nestes organismos dificulta a

92



identificacdo de hibridos por métodos morfoldgicos. As andlises com marcadores moleculares em
alguns individuos com coloragdo intermedidria entre P. motoro e P. falkneri revelaram identidade com
a espécie P. falkneri pela andlise do mtDNA, enquanto os marcadores nucleares do tipo
microssatélitemostraram sua compatibilidade com o genoma de P. motoro. Trata-se, pois, da
constatacdo de que estes individuos sdo realmente hibridos entre P.motoro e P. falkneri e que tém

como origem materna a espécie P. falkneri.
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9 ANEXOS

Anexol. Dados de todas as sequéncias obtidas e identificacao de microssatélites da espécie P.motoro.
2% __ 1%

m Dinucleotideos
® Trinucleotideos
m Tetranucleotideos
m Pentanucleotideos

® Hexanucleotideos

Anexo2. Dados das sequéncias selecionadas para desenvolvimento dos primers de microssatélites da
espécie P.motoro.

Pm_01_F ATGCTGACTTTGTCCGATGA

(CT)8 185pb
Pm_01_ R GATTGGAGGCTGGCTAATGT

1 ATACCACATCCACTGGTTCTCCCCTATCCACTCTACTAATTACATCCTCAAAAAATTCTA

61 TAAGATTTGTTAGACGTGATTTTCCTTTCACAGATCCATGCTGACTTTGTCCGATGATTT
SESS5555SSSSES55555>>

121 CATCTCTTTCCAAATGTGCTATTATCACATCTTTGATAACTGATTCTAGCATTTTCCCCA

181 CACCGATGTCAGGCTAACTTGTCTATAATTCCCCAGTTTCTCACTCTCTCTCTCTCTCTT

hokkkk kKK Kkkkkkkxx

241 ACCTTTTTAAAAAAGTGGGGTTACATTAGCCAGCCTCCAATCCTCAGGAACTGATCCAGA
<<LLLLLL L L L L L L L

301 ATCTAATGTAGTTTTAGAAAAATTATCACTAATGCATCCACTATTTCTTGGGCTACTTCC

361 TTAAGCACTCTGGGATGCAGA
*xkkHkKk target

>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

start len tm gc$ any 3' seq
4 LEFT PRIMER 98 20 59.25 45.00 3.00 1.00
ATGCTGACTTTGTCCGATGA
RIGHT PRIMER 282 20 59.15 50.00 3.00 o0.00
GATTGGAGGCTGGCTAATGT
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03GHRRC

Pm_02_F GCTGTCAGGTAGACTGGAGTTG

Pm_02_R TCTCAACGGAATCGAAGTCA

(AG)8

104pb

1

61

121

181

241

301

361

ATGCAAAAATATACAGATATTCCCGGGTTAGCAATAATACTTACAATTTGTACAGACGGA

TTGAAATAAGAAATGATCAAGCTCTAATTTTTGTCTAGGGGTAAAATTTAAGAGTCCTTA

GGTATCTTAGTTCAGAATCAGTTCAAAGTAGCTGTCAGGTAGACTGGAGTTGTAAAAAAG
SSS555SSSSS55555S555>> *x
AGAGAGAGAGAGAGTAGTTTTGTTTTCAGATGTAGGACAAACCTTCCCTATCGTTGACTT
khkkhk Ak Ak kA hk Kk hk kK <L LLLL
CGATTCCGTTGAGAGTATCGATTTCCGAGGGCGGAACCTGTAGAAGCTCGATTACCCGAT
<<LLLL L L LKL
TTGGGGCAGACACACCTTCGGGCTCCCACGATTCCACCTCCGTAGACGCGATGCCTTCTT

CGGACCGATTTCTCTTCGGAAACCGATCTACCAACTTGTGCGACTAAACACTGACCTCAC

OLIGO start len tm gcs any 3!

LEFT

seq

PRIMER 151 22 59.02 54.55 5.00 0.00

GCTGTCAGGTAGACTGGAGTTG
RIGHT PRIMER 254 20 59.37 45.00 4.00 1.00
TCTCAACGGAATCGAAGTCA

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3F51LQ

Pm_03_F GGTGTGTAGGTGTTTCTGTGTT

Pm_03_R GCTTCTCAAGTGGTGCATGA

(GT)8

290pb

1 AATACTTTGAACAAAAACAGAATTAATGTTAAATCCAACCTTAGCTTTCAAATGCGATAA

61

121

181

241

301

361

421

481

ATTGTTTTTCATTTTAAAACGTACTCAAGTAGCAATTAAGAACCAAATTTCAATTTTTTG

AATAAGGAAGAGCATATATCTTCAGTAATTTAAGTGAACTATCTATAGGTGTGTAGGTGT
SESSS555555>>
TTCTGTGTTTGTGTTTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGTGAGTCTGGTTAATTGGACTCACAT
SOESSSSS>> Kok ok ok ok ok kKK Kk ok ok ok ok ok ok
CAGGACAGTACATTTTGGCCCAATTAGGCAGCTACCCCAGTTAGCCGGAGTTTCATGAAA

GTAGTGCATATTTGGATCTTATGGCAACATCATTGTATGTTTTTGTCATAAAAATCATCA

GGACAGAAGTATACTTACCATTACTTGAGACTGCCTTTATGCCTTGTATTTTTATGCTTA

ATTTAATACTAATCTATTCATGCACCACTTGAGAAGCTGTAATTTAATGTCTTCTATTGA

<<LLLLL L L L L L L L
GCAGTGTAATAGTTCTACTCGTAG

OLIGO start len tm gcs any

LEFT

3!

seq

PRIMER 168 22 56.61 45.45 2.00

GGTGTGTAGGTGTTTCTGTGTT
RIGHT PRIMER 457 20 59.99 50.00 4.00
GCTTCTCAAGTGGTGCATGA

0.00

2.00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03GEOBY

Pm_04_F CCCAACAACTCTACCAGGA

(CA)9 A (CA)M 114pb
Pm_04 R ACGGTGAAGCCCATAACATT
1 AAAAAGCTTGCCATGATAGCGCCCCAACAACTCTACCAGGAGTTAAGGACGCACACACAC
SSSSSSSSSSSES>>>>>> KKKk KK
61 ACACACACAACACACACAGAATAAGGCAGATGTATCATGTAGAGATTGTCTGGAATAATG
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkkxk*k
121 TTATGGGCTTCACCGTGTCATGGCTAGAAAGAAGACTAGAAAGAAGATCAGTTGTTAGGG
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL
181 AGCTTAACATCCAAGGATACACCTTACATTGAATGGACAGGT
start len tm gcs any 3' seq
2 LEFT PRIMER 23 19 56.03 52.63 3.00 1.00
CCCAACAACTCTACCAGGA
RIGHT PRIMER 136 20 59.32 45.00 3.00 2.00
ACGGTGAAGCCCATAACATT
PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUQ03GUBCS5
Pm_5 F TGGGTAGCAGGTTTCATGGT
- — (GM)11 245pb
Pm 5 RCGTGTGGTTTCCATCCATCT
SEQUENCE SIZE: 395
1 GCATCTATGGAAAAGAGTAAACAGTCGACATTTTGGGCCCAGACCCTTCATTAGGACTCA
61 AGGCAGGTTTGCAGATCTTGGGTAGCAGGTTTCATGGTGAGATTAGGATTAGAGCTCGAG
SSSSSSSESSSSS>>>>>>>
121 TCCTGATGAAGCATCTCAGCCCAAAACGTTGACTGCTTACTCTTTGTCATAGACGCTGCC
181 TGGCCTGCTGAGTTCTGCAACATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTGCTTGTATTTAGT
R R R S R R I I b i 2
241 GCTGCTATCTTCACTTCTCGTTGGGGTTNTCACATGGTAGAAGAACGAATCTGCTATACA
301 TGCAGATGGATGGAAACCACACGAGTGATTTGCAGTGCAGCTCTTCAGTCACGTGGGATG
361 AGTAGTGAGATGGGCCTTGCCAATGACTCACTCTA
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL
start len tm gc% any 3' seq
2 LEFT PRIMER 79 20 60.38 50.00 4.00 1.00
TGGGTAGCAGGTTTCATGGT
RIGHT PRIMER 323 20 60.78 50.00 3.00 0.00
CGTGTGGTTTCCATCCATCT

119


http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03FSAVS

Pm_6_F TACTCCAACGAAGGCACCTC

(CT)10 207pb
Pm_6 R AGTGAACAGCAGCCAATCAA
1 TTCAACTATCCTGCCTGGTGTCCCTATTGTTCTAACTAGGCAATTTTAAAGAAGGAGACA
61 AAAAATAATTCAGAAAAAAATAGGTTAACTACAGCTTTTTGTCCCTCTGTCACTGAAGCC
121 TCACCTGGCTGATGCCTCAAAGAGCTAAAGCCATGAAATCACCATTCTATCACTGCTTAC
>>>
181 TCCAACGAAGGCACCTCTGCTTGCCCCTGACTTATTTTAATTTGCACTTGCTAATGAATC
SOODDDEDDEO5D5>5>>
241 CTGATCTGATTGGCCATTGTTCAAGCACTAAAACTCCTGTAATGCACTGCTTTTCTGCTT
301 TTTAATGCTCACTTGCTGACCTGAGTGAGTCAAGTCTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCA
Ak hkkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkkkkx*k
361 GTCGTTGATTGGCTGCTGTTCACTGTTTCTG
<<LLLLLLLLL L L L L LK
OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 178 20 60.25 55.00 4.00 2.00
TACTCCAACGAAGGCACCTC
RIGHT PRIMER 384 20 59.45 45.00 3.00 1.00
AGTGAACAGCAGCCAATCAA
PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03GRLVQ
Pm_7 F TTCTGCTTGGACAATAACTCTG
(TA)8 387pb
Pm_7 R CTGTCTGTTGTGGTGGATGG
1 AGGAAGGAGTTACAGGAGCCTGAAAACACACTCAGCCTTAAGAAAAAGCTTCTTCCCCTC
61 CACATCAGAATTCTGCTTGGACAATAACTCTGTACTTTTTCTCCAGTGCACTTTACACCA
DODDDDEDDDD5D55555>55>>
121 TTTACTTATTTTATCTTATTTTATATATATATATATAATAATTTATGGTATATTTTTATG
dAhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkkkkk*k
181 TATTGCACCATACTGCTGCCGCAAAACAACAAATTTCTCGACAAGTCGGTCGTGGCACTT
241 ACCCCTGCAAACGTTAAGTGCTACACCTGTCCCAGCACCTCCTCTCTTACCACCATTCAA
301 GGCCCCAAACAGTCCTTCCAGGTGAGGCAACACTACTTGTGAGTCTGTTGGAGTCACCTA
361 TTGCATCGGGTGCAGCCTCTTCTACACAGGCGAGACTCGACGCAGGTTGGGGGACTGCTT
421 CGTTGAGCACCTCCGCTCCATCCACCACAACAGACAGGGACTCCTCC
<<LLLLLLL L L L L L L Lk
OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 71 22 57.19 40.91 4.00 1.00
TTCTGCTTGGACAATAACTCTG
RIGHT PRIMER 457 20 60.00 55.00 2.00 0.00
CTGTCTGTTGTGGTGGATGG
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3FOY4I

Pm_8 F CAGTCCATCCACCTGTACCA

Pm_8 R TGTCCATGCTAACAAGAAAGAG

(TC)9

173pb

1 CAATCCTCTAAAGCCCCCACCAACTTGTGGGTGCACAATGCTCCTTTCAGTGTCTTGCGG
61 CATGTCTGCCTTGTCTCCGCAGACTCGCTATTTTATCGCCCCTCTGGTGGGGTGTCATGT

121 CCATCATGTCAGTCCATCCACCTGTACCAGTGAGCAGTTAAACTTCAGAGAGATGTGTCC
SEEES5555S5SSS55555>>
181 TCAGTGGAAAAGTAAACAATTAGTTCAGATGCCAAAACTAAATTAAGTCTCTCTCTCTCT
khkk Kk Ak kK khkhkkkk*k
241 CTCTCACTCATCTGTGTAAGATAACTCCCTCTTTTCATCTCTCTTTCTTGTTAGCATGGA
Kok ok ok ok ok ok % <<LLLLLL L L L L L L L
301 CATTAAAACTTGTGGAAGTCATCATAAAATTTACCCAAATATGGACAAACCACAATATAT
<<
361 TTCAGGTG

OLIGO start len tm gc% any

seq

2 LEFT PRIMER 130 20 59.39 55.00 4.00
CAGTCCATCCACCTGTACCA

RIGHT PRIMER 302 22 57.19 40.91 4.00
TGTCCATGCTAACAAGAAAGAG

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03GQW6Z

.00

.00

Pm_9 F TGACCTGTTGTTGGTGGTGT
- = (CT)9

Pm_9 R GGGAGAGCCAGAGATGAGAG

238pb

1 GAAAAATGAAAGCAGCATGACGCAAAAGATCTTCACGGCTGTAGCTGGTGTGTATTTTGT

61 ACAGCATAGTGGCTGCAGTGACCTGTTGTTGGTGGTGTAAGCGGCTGACGGCTCGTTTCT
SES55555SSS5555555>>
121 CACGAGTTGTGGCTTCATCCATACCTATAATCCCTCTCTCTCTCTCTCTCTGTCCTCCCC

*hkrxhkkkhkkhkrkkkkkkkxk

181 TTTCCNGATACCCATCTCTACCCCTTCCTTGTCTCTTGTTACACTCCCTCTTCTCCTCTG

241 GTTCGCCCATATCCCGACCCTCCTCCCTCTCTACTTCCACTTTCATCTTCATTTCCCTCT
<L
301 CATCTCTGGCTCTCCCA
<<LLLLLL L L L L Lk

OLIGO start len tm gcs any

3!

seq

LEFT PRIMER 79 20 59.89 50.00 3.00
TGACCTGTTGTTGGTGGTGT
RIGHT PRIMER 316 20 59.08 60.00 2.00
GGGAGAGCCAGAGATGAGAG

0.

0.

00

00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03GPS8C

Pm_10_F ATGTGCTCCTTTGGGATCTG
- - (GT)9

Pm_10_ R CGTGTTGCATGTGAGTTATGTG

404pb

1 GGGATCTGACCCGGATCAGGACATCCCCTTTATTTAATGTGCTCCTTTGGGATCTGACCC
SESS555SSEES5555555>>

61 GGATCAGGACATACCCTGCGGGATACCCAGATTAGAGCCGCCCCTCTTTTTACACTGCAG
121 CTTTTCAGCACCTAAGGTGTTGGTGTAACTTGACTACTCCATACAAGAGGAAGTTAATGT
181 TCCAGCAGCTCAATTATGAACTGCCTAGGATTTAGGACTGATCAGTTACTAAGGCTGAAT
241 TTCTTACTCACGCTTAACAAAGTCGAGGGTTAGCTGTCATTTGCAATAATGCAAATTACC

301 ACAAATAAATTGAGGAGTAAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCTGAGTGCAGTTAATTGGCGG

Kk ok ok ok ok kkkokkkkhkkkkxkk

361 CAACATGTATGCAGTCAAATGAAACAATGTTCCTCTGGACAAGGTGCACAACACAGTACA
<<LLLLLL L L L L L L L L

421 CATAACTCACATGCAACACGTAAGTAATATTACC

2 LEFT PRIMER 37 20 60.07 50.00 4.00

ATGTGCTCCTTTGGGATCTG
RIGHT PRIMER 440 22 60.10 45.45 4.00
CGTGTTGCATGTGAGTTATGTG

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03FPMOJ

1.00

1.00

Pm_11_F CACGCTCCTCATCAGCCTAC (CA)6 CT(CA)S

CT(CA)11TA(CA)4 CT(CA)6

Pm_11_R AGTTGTTCCCTCTCCTGCAA
- - TA(CA)4 CT (CA)4

303pb

1 GGGAGGGAGAGGCTGACATCACAGCCCAGGTTCAATGACTCCCTTCAATGCTCGGAAAAT

61 GCACCTCACGCTCCTCATCAGCCTACTGTCTTCCCCTCCATGCAATACAGCACTCACCAA
SESSSS5SSSS5555555>>
121 TTATCAATGCCATCTTGTAACTCACATTAAAAACTGAGGATGGATACAACCGAATAAATG

181 CAGTCCTACTTCCATACTGGGCTGACAGACATCTAATGAGATTGCTAATGGACACACACA

* Kk kK kk kK

241 CACACTCACACACACACTCACACACACACACACACACACATACACACACACTCACACACA

khkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhhkhrhhkhkhkhkhhkhhkhrhkhkhkhkhrhrhkkhhkhrhhkkhkhhrrhkkhhkrhkhkhkkhhrhkhkhdhxkk*k
301 CACATACACACACACTCACACACACTCACAACAAAACGCTGGAGGAACCTTGCAGGAGAG
khkkhkkhkhkrkhkkhkkhkhkhkhkhkkhhhkhkhkdkhkkk*k < <LLLLLLLLLL
361 GGAACAACTATAGGAAAAGAATACT
<<<LLLLLLL
start len tm gc$ any

3 v

seq

4 LEFT PRIMER 67 20 60.97 60.00 4.00

CACGCTCCTCATCAGCCTAC
RIGHT PRIMER 369 20 59.84 50.00 4.00

AGTTGTTCCCTCTCCTGCAA

0.00

2.00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3FPJ9H

Pm_12 F TTGGAATCAACGATGGCTTA

(AC)11

Pm_12_R AAGGGAGAGGGAGCTGAGAG

316pb

1

61

121

181

241

301

361

TAAAGGTGTGTTCTTTTAAGCAATTCTTGGAATCAACGATGGCTTAATTCCACTTCAGAC
SOSDSSSE5EO555S55555>>
TGAGGAGTGGAAAATTCATTACCATGGGCTGGCTATTGCACAGCACCAAGTCTGAACAGA

ATTGGGTCTTGTCCAGAAAGATAATCACATATACATGAGTGTGTGCATGCATACACACAC

*kkkk kKK

ACACACACACACACAAATAAGCATATGTGTAGTGAGGTGGACGTTATGTCTCAGCATCCT

KhkkhkkhkkkhkkkhkkK

CATCCTGCACTCCTCACTCCCCTTCCTTGCTCAACTTTCCCTCCCATCTCCAGTACATTC
TTTCACTTGCATTTACTTCACCCTCTCAGCTCCCTCTCCCTTCAGTTAAATTGATAAGAA

<<LLLLLLLL L L L L L L
CACAGGGGCACCAGCTTACTTAGTTTCCTGCAATTGAGTGTAACTGCAATATACGGC

start len tm gcs any

3’

seq

4 LEFT PRIMER 27 20 59.11 40.00 4.00
TTGGAATCAACGATGGCTTA

RIGHT PRIMER 342 20 60.09 60.00 4.00
AAGGGAGAGGGAGCTGAGAG

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03G84QA

2.00

1.00

Pm_13_F CCTACAAGCTATGCACATGAGG

(AC)8 AT(AC)6

Pm_13 R AGCCATCGCATTCCTGATAC

137pb

1

61

121

181

241

301

361

421

ATTTATTTCCAAATTTCTCTTATTTTTGTTATACAAAGGTGTTAAATAATTTAAATACAT

CCTCCACAGTCACTCTGAAGAATCAGTACATTACCTACAAGCTATGCACATGAGGTAGAA
DEDDSEDDEED55D555555>>
ACAAATAATTTAGGCTCCATTAGACTCTGTGAGAGAAAACAAGACACACACACACACACA
kkAhkkKkkkkAkhkk Kk kK Xk k*
TACACACACACACATAACCTGGGCATGTTAGTATCAGGAATGCGATGGCTACATTCTTTT
HK KKK K K KKk <<LLLLLLLLLLLL L L L LKL
TCTTTTCCACTTTTCAGTTAGATTAATTTGGGAAAGAGCTCCTGCTCTCTTAATCAGATA

TTATAAGCACTCTATCTTTTCTGATTAAGTTNTATATCACAACTAACGCTGTAGTACCGA

AGAAGTACTGCATTGTCAGGGATCATCATCTGCATATCAGAAAGATTTCATTGCACTATT

TTAAGCAGACTACAGAGCTCTCCAAAAAGCAGTAGAATTG

OLIGO start len tm gc% any

LEFT

3'

seq

PRIMER 94 22 59.79 50.00 4.00

CCTACAAGCTATGCACATGAGG
RIGHT PRIMER 230 20 60.07 50.00 4.00
AGCCATCGCATTCCTGATAC

2.00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03G4U04

Pm_14_F TATGTTCCGATGCGTCCAGT

(AT)8

Pm_14 R AATCCTGTGCCCTTCTGTTC

91pb

1 CCTCAAAGCAGAGAAATGCTAAAGAAATGGTAAGGTATGTTCCGATGCGTCCAGTTGAGG
SEDSS555SSSES555555>>
61 GGAGGGGATATATATATATATATGGCAGGTTCTGGGGATTGTTGTAGAACAGAAGGGCAC
ok ko k kKK Kk ok ok ok ok ok k LLLLLLLLLLLLLL
121 AGGATTAACAAGCATGTAACAAGTCATAAGTTAAAATAGGTTCGACAGGACCAAATATAT
<KL
181 GACAATCTCAGCATGTTTTCCTTAATCTTGCCAGACAAACAATGTTGAAATTATTTGAGG

241 AAGCTACTAGTGGGATAGATGAAGGGAATGTAGTGGATGATGTATATTTAGGTCGTTTCA

o)

start len tm gcs any

3' seq

3 LEFT PRIMER 36 20 61.47 50.00 4.00
TATGTTCCGATGCGTCCAGT

RIGHT PRIMER 126 20 59.14 50.00 2.00
AATCCTGTGCCCTTCTGTTC

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3HB67K

1.00

Pm_15 F GGGAGATGATTGAGCTGAGATT

(AG)8

Pm_15 R CATCCTTTCCATCGCTCTCT

295pb

1 AGACTAGGGAGATGATTGAGCTGAGATTAGAAGAAAAGAGAAAAGTGAGAGAGAGAAGGG
SEDSEEDSEDO55O555555>>
61 TTAGATTAAAAGAGAGAGAGAGAGAGTTTGTGATGAGAGAGAGGGGTAGAGAGGAAGTAG

kkkkkhkhk kA hkkhkk Kk Kk k*

121 AGAATCGAGAGAGAGAATGTGAAGATAACGGAGAAGAGTTGGGGAAGTGGGAGGCAATGA

181 CTCGAGAAAAAGGAAATATGATGTTGTAGAGAAGGTGGGGGAGGAGGATGAGAGAGAGAT

241 TTTGGATGAACAAGGGTAAAGAGATGGCGAGATGGCGATTAAGAGAGCGATGGAAAGGAT
<<LLLLLLLL L L L L L LKL
301 GAGTTGTTGAGAGTCAGAGAGAGAGACATGACG
<

OLIGO start len tm gc% any

3' seq

LEFT PRIMER 7 22 59.68 45.45 4.00

GGGAGATGATTGAGCTGAGATT

RIGHT PRIMER 301 20 59.39 50.00 2.00

CATCCTTTCCATCGCTCTCT

2.00

0.00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03FUl07

Pm_16_F AGATTGATAGCTGGGCTCGT

(TG)10

Pm_16 R GAGCTGAAAGGTGCAAGTCC

197pb

61

121

181

241

301

361

421

AGAAAGCACTTGCTTTTAATCTGAATGGATCTATGTACAATGCTTTGTCCTTATCAATGA

CACACTGAAGATATGGTGGGGCAACATACAGAGACTAATGAAGGCCTAGCAGCCTGAGAT

AGATTGATAGCTGGGCTCGTAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCATATATATAGTTTAATT
SESSSSSOSSSSOSIOODDD Kk kkkkkkk Kk kk Kk k ok Kk k Kk

AAGCTTTCTTCTTTGTGCAAATAATTCATTTGAGTCATATGTATAAATATGTGAATTGCA

TATGTCATCATGTTACCAAGTGATATGTGCGTGCCACACATCAAGTAAACAAACTTAGGA
<L
CTTGCACCTTTCAGCTCTCATGTTTTCTTTGTAGTTACAAAACATAACAGCACAACGCTT
<<LLLLL L L L L L L
TATAGTACTGGCAACCTGGGTTCACTTCCCACCGCTGGCTGTGAGGAGTTTACATGTTCT

TCCAGTGACCACATGGGTTTCCTCCGGGTGCTCAA

OLIGO start len tm gcs any

LEFT

3' seq

PRIMER 121 20 58.91 50.00 4.00

AGATTGATAGCTGGGCTCGT
RIGHT PRIMER 317 20 60.00 55.00 4.00
GAGCTGAAAGGTGCAAGTCC

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3HJAPR

0.

00

.00

Pm_17 F AGAGGTGAGTGAGCGTGTTT

(TG)9

Pm_17 R GCTTCCGAGATCAGACGAGA

374pb

61

121

181

241

301

361

CAGTTTAGAGGTGAGTGAGCGTGTTTTGTGCGCGCGCGCGCGCGCTTGTGTGTGTGTGTG
SESS5555SSSE55555>>> KKK KKK KK KKKk kK
TGTGAGTGAGTGAGTGTGCGTGTGAGGCAAGAGCGGTGATTGTGAGGTGGAGGCTATGGT

* K kK
GAGCGGCAAGCAGTGTAGTGCGGTGAAGCAGCGCATGGTGAGGAGGGCAGGTGAGAGGGG
AGTGAATGGTAGGGTGTGAGTGAAGGGGCTGGAAGCGCAAAGTTGGAGGCGAAGGCAGAG
GAGTGGAGAAAAGAGGGTAAAGAAGAGCGTGCGGCAAGTTGCGAGTGCGGGCGTGCGTCT
GAAGTGGTGCGAGGAGCAGTGTGCTGCTGCCTACGGCCATACTAGCCTGAAAACGCCCGA

TCTCGTCTGATCTCGGAAGCTAAGCAGGCTCAGGCCTGGTTAGTACTTGGA
<LLLLLLLLLLLLL L

start len tm gcs any

3' seq

1 LEFT PRIMER 7 20 57.51 50.00 2.00
AGAGGTGAGTGAGCGTGTTT

RIGHT PRIMER 380 20 60.64 55.00 4.00
GCTTCCGAGATCAGACGAGA

0

0.

.00

00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03G62TE

Pm_26_F TATGAAGGGCTTTGGTCCTG

Pm_26_R GTGCTTGGGAAGATGATGGT

(GAA)S

417

1 TGAGAAGTTTGAATTGGTACATGGATAGAAGGGATATGAAGGGCTTTGGTCCTGGTGCAA

61

121

181

241

301

361

421

SESS555SSEE5555555>>
TTAATTGGGAACAGGCATTTTAAATTCTCTCAGCATGGATTCTTGGGCAGAAGGAGCTGC

TTCTGTGCTGCTATGACCATCACTTCTAATGCCTCCACGATCTCTTCAGCTATATCTTTC

AGAAGAAGAAGAAGAATAGCCCTTAACTTGACAGTGTAGTCATTGGGGCACCATCTTTTT

Kk hkkkkkkkkkxkkkk

GATGGTGTTTCTGTAGCAAGCTATTCTTGTTTTTACGAGGCCAAGTTGCTAGCTCAGCGC

TCAACCCTGACCTGGGTTTTGAACTCATGAACCTCCGCTCCAGAGTCCAGCGCTGATCTT

ATTGCGCCACCCAGTGGGACATATCTTTTCAGAACCGTGGTGTTTATTCATCTGGTCTAG

GTGACCGATCTACCATCATCTTCCCAAGCACCTGCTCTTT
<<LLLLLLLL L L L L Lk

OLIGO start len tm gcs any

LEFT

3 1

seq

PRIMER 35 20 60.07 50.00 4.00

TATGAAGGGCTTTGGTCCTG
RIGHT PRIMER 451 20
GTGCTTGGGAAGATGATGGT

59.93 50.00 3.00

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03GYJWO

1

1.

.00

00

Pm_27 F CCAGGGTTCTAAGGAAATGG

Pm_27 R TGGGCTGAATGCCTACTTCT

(GGAG)5

384

1

61

121

181

241

301

361

421

481

TCCCAGGGTTCTAAGGAAATGGCTCTGGAGATTAGTAGGATGCATTGGGAATCATTTTCT
SESS5555SSSS555555>>
AATGTTCCTTAGATTCAGGATTAGTTCCTGAAGTTTGGAGAATGGCTAATGTTATCCCAC

TTTTTAAGAAAGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGAAAACAGAGAACTATCACTCTGTTAGCCT
hokkkk kKK Kk kkkhkhkkk kKKK
AACATCAGTAGTGGGGAANATGCTAGAGTCCATTATTAAGGATGAAATAGTGGCATATCT
AGATGGCAGTGATAGGATTGGCCGAGCCAGCATGGTTTTACCAAGGGCAAATCATGCTCT
ACTAATCTATTGGAGTTTCATTAAAAAATTCAAAAAAATCTGATTTGATATCACAAACAA
GGAAGCAGAAGTAGGCATTCAGCCCATCGAGTCTACTCCACCACTGAGCTAAACTATTCT
<<LLLLL L L L L L L L
CCCATCTAGTTCTAATTTCCAGCTTTTTCCCCAAATCCCCTTGATACCCCTGACTAATTA

GATACTATTCAATCTCATCTTTAAAAACTCGTA

[o)

start len tm gcs any

3'

seq

4 LEFT PRIMER 3 20 58.50 50.00 3.00
CCAGGGTTCTAAGGAAATGG

RIGHT PRIMER 386 20 59.84 50.00 3.00
TGGGCTGAATGCCTACTTCT

1.00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03HKGJ3

Pm_28 F GTCAGAGGAAGTGGCAGAGG

(GATA)6

Pm_28 R GCTCAGTTCAATCGCAGACA

130

1 GGGACATTTAAAAGATTCATAGATAGGCAAGACATGGATGTGGTAGAAATGGAGGTTTAT
61 GAGCTGTTAGGAGGGAAATACTAGATTAACTCTGGAAGAGGTTTATATAGATCAGCAGAA
121 CACCATGGTCTGAAGGGCCTGTACTGTGCTTTTTCCCAGGTTGGGGAGTCCAGAACAAGA
181 AAGCTCTAGTTTAAGGTGAGAAAAGCTGTAAGGTAAGCTTTAAGGTAAGGTGAGGAGAGC
241 TGTAAGGGGGATCCGAAGGGTAAGTTTTCATACAGAGTGTGATATTTATGGAGAGCAAAC
301 TGTCAGAGGAAGTGGCAGAGGCAGGTGCAATTACGACAGACATTTAGAAAGGTACACAGA

SOEDDSSD55S555D5555>> * %
361 TAGATAGATAGATAGATAGATAACTCAACCATCAGGGGCAGATACTTTAAGTGTCTGCGA

Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok < LLLLLL LKL

421 TTGAACTGAGCTGAATCTCCACAGGATAACTCTATATGCAC
<<LLLLLLLLLL

OLIGO start len tm gc% any

3'

seq

LEFT PRIMER 302 20 59.99 60.00 3.00
GTCAGAGGAAGTGGCAGAGG
RIGHT PRIMER 431 20 60.14 50.00 3.00
GCTCAGTTCAATCGCAGACA

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3F02MA

0.00

Pm 29 F TTTCCCACCGGAGATGAATA
== (TATC)9

Pm_29 R GCAGCAGGTTGGGTTTATGT

347

1 TTTAATCGAATTATTTAAGTTGTCTTTTTATACAGAATTTGTTATTTAACTGATATCTGT
61 GATTCTTGTTTATTTAATTGAATGGGACGCTGAAATTGCTGAATTTCCCACCGGAGATGA

SEDDSED55S5555>5>>
121 ATAAAGTATCTATCTATCTATCTATCCATCTATCTATCTATCTATCTACTATCTATTGAA

>>> hokkkkkkhkhkkhhkkkkkkkhkkhkkkkkkhkkkkkkokkkkkx*
181 TTTAGCAAATGCAATATTACTATAAAATCACATTGTAAAATGTAGACTTTCTATTTTCTC
241 TTCGCGTACACACATGCTATCTATACAAAGGACTCCAATCGTAAACACGTGTTTCTGCCA
301 TTAACTATAGTTTGAACATCTTCCCGTACAATGTAATTATGAATTTCACACCATTTCTCA

361 GTTCTTCTCTGAATTTTCGCTGTGTTAATCCATAGATACATGTGTTTGTTACACGAACTG

421 AGCATTTGCAACATAAACCCAACCTGCTGCGTGATGTACGCTGGGTTGCTCAAG
<<LLLLLLLLLLL L L L

OLIGO start len tm gcs any

3'

seq

LEFT PRIMER 104 20 60.27 45.00 4.00
TTTCCCACCGGAGATGAATA
RIGHT PRIMER 450 20 60.00 50.00 3.00
GCAGCAGGTTGGGTTTATGT

2.00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3F0Z1J

Pm 30 F TGGACAGGAAAGGAGTGGAG
- = (TAGA)7

Pm_30 R CAATCACAGCACGGAAACAG

149

1 ACTCAGAGAGTGATAGCTGTGTGGAATGAACTACCTGTAGAAGTAGTAGAGGCCAGTTCA

61 GTTGTGTCATTTAAGGTAAAATTGGATAGGTATATGGACAGGAAAGGAGTGGAGGGTTAT
SESS555SSEE5555555>>
121 GGGCTGAGTGCGGGTAGGTGGGACTAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTTTAG

hokkhkhkkkkkkhhkhhkhk kK kK kkhkhkhkx &%

181 GTGAGATTAAAGGTTCGGCACGGACTAGGAGGGCCGAGAAGGCCTGTTTCCGTGCTGTGA
241 TTGATATATTATTTGGTTATATGGTTTTGTTTCTGCCGTAATAACCCTGATGAATTGACT
301 ATAGAAGTATTTTAAAATTTGCTGCGTAGAAGGAGCATGTGTTAACTTACAGGATTATGT
361 TGCTGGATTTTCATCTCCATACCCTGGAGGACTAAAATATATCCTTGACATAGTGGATGC

<<LLLL L L L L L L L L L
421 TTTCACTGAGTATATAGAGGCTTCCCCAAATAGAAAAACCGCTGACGTT

start len tm gcs any

3

' seq

2 LEFT PRIMER 95 20 60.23 55.00 2.00
TGGACAGGAAAGGAGTGGAG

RIGHT PRIMER 243 20 60.30 50.00 2.00
CAATCACAGCACGGAAACAG

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03GPRW

0.00

Pm_18 F TTTGTGGGTGGCAAGGTTAT
- = (GA)8

Pm_18_R GCAAGTCCCAAGAAGAGTGG

225pb

1 ATAGGAGTAGAGTCATGACTGTTTTTGTGGGTGGCAAGGTTATAATCATGTTGCTGTTGG
SESSS555555SSS55555>>
61 AGAAAGTGATGAACAGGGAGAGAGAGAGAGAGAACTCTATTTCTATTTGACACAGTTATT

hokkkk kKK Kkkhkkkxx

121 ATTCAGTGAACTCATCAGACCTCTACTAAACTGAACAGGTAGTTGTACAGGGAATGGGAG

181 ACCCATCTTCATGCCTAATGACGGCCCACCCCCTTCCCATTTCTATTCCCACTCTTCTTG

241 GGACTTGCAACTGATGCTCATTATTTCTTATCTTGCTGGAAGAACAGCTATTCGGGAGTC
<<LLLLLLLLLLLLL L L

301 TTAATTAATTTATTTTATTTATTTAGCACGGGACAGGCACTTCTGGCCCAAATGAATCAT

361 GCTGCCCTGCAACCCACCTCTTGCTTAATCACGAGGATAATTTACAGTGACCAACTAACC

421 TATTAGCTGATACATTC

start len tm gc$ any

3 v

seq

3 LEFT PRIMER 24 20 60.23 45.00 3.00
TTTGTGGGTGGCAAGGTTAT

RIGHT PRIMER 248 20 59.84 55.00 3.00
GCAAGTCCCAAGAAGAGTGG

2

0.

.00

00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3FQZ6D

Pm_19_F CAAGCACATACAGAAACACG

(AC)14 171pb

Pm_19 R ACAGAGGTTTGCGGATCAGT

1 CACAAAGAAACATGCACATAAACACACACACACATACATACATACAATACAAGCACATAC

SOSSS5S5>>>>
61 AGAAACACGCGTATATACATACACACACTCAGACACACATACACACGTACTAACACACAC
SO5SS55>> * Kk Kk Kk ok ok ok ok

121 ACACACACACACACACACACATAGAGAGACTACAGATGTGTGTTATTCGTTGCTAAACCA
Kok kK ok ok ok k ok Kk ok ok Kk k ok kK kK
181 CACAGAGCAAATTGAACAGCACTGATCCGCAAACCTCTGTAGTTTGGCAACACGACTTCT
<<LLLLLLLLLLL L L L L L
241 TAAAGTGTTCATTTCTTAAATATAAATAATAGAAATAATTGTTTTGTATTTTATTTAAAC

301 TAACTATCAGCGCAGTTAAATTACATAAAATTCCATGTTCCTTCAACATATATGAGAATA

361 CATTTC
start len tm gcs any
3' seq
1 LEFT PRIMER 50 20 55.33 45.00 2.00 2.00
CAAGCACATACAGAAACACG
RIGHT PRIMER 220 20 59.73 50.00 4.00 2.00
ACAGAGGTTTGCGGATCAGT

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO03F65J9

Pm 20 F ATCCTGCTAAGGGGGTCATT
- = (TA)9 171

Pm_20 R GACACATCCTTTGGCTTTGG

1 TGATCAATACACATGCATAGACAACAGATCATAAATCCTGCTAAGGGGGTCATTGCTCTA
SES55555SSE555555>>>
61 AAAGAAATAGATCCATCCCTAACTCTATATATATATATATATACTATACATTCTTAATCA

khkrxhkkkhkkhkrkkkkkkkxk

121 TTACACATGATTGACACACAAGAATTGCACAAGTCTGCTGAGAAAAGTCAAGCTGTTGTG
181 GATGCCCAAAGCCAAAGGATGTGTCATAGTTGTTTTCCTTTTAGGAACCTGGCTACTGTC
241 TCCACCCTTTAACTCATTTCTGCAAATCAGGAAGAACTGGAATTGGACTATGCAGCATGA
<<LLLLLLLLLLL L L L
301 GCTGGCTTTCAAAGAGGTAAAGGAAATAGTGATATCAGCACTATACTGACACAATACAAT

361 CCACATCATCCATTGA

start len tm gc% any 3' seq
4 LEFT PRIMER 35 20 59.79 50.00 3.00 1.00
ATCCTGCTAAGGGGGTCATT
RIGHT PRIMER 205 20 60.50 50.00 3.00 1.00
GACACATCCTTTGGCTTTGG
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3FVIQJ

Pm_21_F TTGTCATAAGGGTGCTCCAA

Pm 21 R TGCAGTTGTTTGGGACTCTG

(AC)9

119

1

61

121

181

241

301

2 LEFT PRIMER 68 20 59.12 45.00 4.00 O.

GCCAGGTTTCAGATGCCCAAGATACGGCGTATGAATAGGAATCACCAAAAAGATCGGTGC

AAAAAGCTTGTCATAAGGGTGCTCCAATGACTCCACCAGGAGTTAAGGACACACACACAC
SEEES5555555S55555>> KKK K KKK KKKk K
ACACACTAATTAAGTCATTTAAAACTGGTATCCAAAAGATGGGTTTCAGAGTCCCAAACA
KHRE XX <<LLLLL LKL
ACTGCAAATACTGGAATTTGTAAAGGGAAAAAAACAATGTAGCTGGAGAAGTCAGGGTGT
<KL
TAAGCAACATCCGTGAAGGTAACAGAACGGCTGATATTTGTGCTGAGGCCCTCATCAGGA

CTAAAAGTGCAGAGGG

start len tm gc% any

3'

seq

TTGTCATAAGGGTGCTCCAA

RIGHT PRIMER 186 20 59.87 50.00 4.00 1.

TGCAGTTGTTTGGGACTCTG

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03G605V

00

00

Pm_22 F TGCTCCAGAACATAAACCTCA

(TCA)5

Pm_22 R GGGTAAAGGAAAACCCCAAG

217

1

61

121

181

241

301

361

TTAATATCAACATGCTCCAGAACATAAACCTCACTCATATTGTCATCATCATCATCAAGT
DODSSEDEED555555555>> HOK KK K K Kk kK kK
TCCCTCTCATTGGTGAATACCAAACAGAAGTATTCATTGAGGACCTAACTCACTTCCACA

GCCTCCAGGGACCTCTTCCCACTTTTATCTCTAATCGGTCCTACCTTCACTCCTGACATC
CCTTTATTCTTCACATAACTGAAGAATGCCTTGGGGTTTTCCTTTACCCTACTCTCCTGG
ACCTTCTCATGCCCCTTTCCTGCTCTTCTCAGCGCCTTCTTAAGCTCCTTTCTTGCTACC
TATATTCCTCAAAAGACCCATCTGATCCTTGCTTCCTAAACCTCACGTATGCTGCCTTCT

<<LLLLLLLLL LKL

TCCATCTGACTAG
<L

start len tm gc$ any

3' seq

3 LEFT PRIMER 13 21 58.37 42.86 4.00
TGCTCCAGAACATAAACCTCA
RIGHT PRIMER 229 20 59.68 50.00 4.00
GGGTAAAGGAAAACCCCAAG

1.

0.

00

00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03GT7NO

Pm_23 F CCTTGCCCCATCATTGTATT

Pm_23 R CAACAGGGCAGAAGACAACA

(TAT)5

144

1

61

121

181

241

301

CGAGATGAACTTTGTGTAATGAATTTTACAGCACTGAATTTTCAGTGGGAGTTAATGCTT
GCTATTATGGATTTTGTTTTCATGTGAGAATTTCATGTCCTTATGTAATGAGTGAAAATG

GGGATAACTTTACTCAATTTCCCTTGCCCCATCATTGTATTGATCCCACAATCTATGGAC
SEEES555SSSEES55555>>
TTAATTTCAAGGACTTTTCATCTCATGTTCTGCATATTTATTGCTTAGCTATTATTATTA
Kok ok ok kKKK Kk Kk
TTATTTCTTTTGTATTTGCACAGTTTGTTGTCTTCTGCCCTGTTGGGTGCAGTCTTTCAT
KxRx K <<LLLL L L L L L L L L L
TGATTCTATTTGGTTCTTCAATTTACTGAGTATGCCTGCAAGAACTGAATAAT

start len tm gcs any

3 1

seq

3 LEFT PRIMER 142 20 59.65 45.00 3.00
CCTTGCCCCATCATTGTATT

RIGHT PRIMER 285 20 59.87 50.00 2.00
CAACAGGGCAGAAGACAACA

PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UU03G4BK2

1.

0.

00

00

Pm_24 F GCCCGATAAAAGTCCAGTGA

Pm_24 R GCAGCTACGTCAAAAACACAC

(TTA)1 T(TTA)S

335

1

61

121

181

241

301

361

421

481

ACACGCTAGGACGCTACCCGTTTCCAACATGCAAGACATTGGCTCTACCACCACCCTCGC
AGCCGCACACCAGCGGCGAAAAACAGACGCCATCACAACCGTACTGTATTTGCACCGAGG
GGTTACCAGCATCCACAGGTCCAAACCCCGACGAGCACCCCACAAATGTAACCCCTGCAC
CGTCGCCCGATAAAAGTCCAGTGAAAACACAGAAGGAGAAGACCCCTTCACCCGTGAAAC
SESS5555SSSS55555>>>

CGTGTTCCCGTGTGCGTGGATGCTGTGAACCCCCCAATGTCAAACCACACAACAAGGACA
ATTACAAATAAAGCAGTAACAGTCTATAACCTAAGACCCGTACAACTGTAATTGATTTAC
TTATTTATTATTATTATTATTTCTTCTATATTATGTACTGCATTAAACTACTGCTGCTAA
Kokokkkkkkkkokkkkk kK kK

GTTAACAAATTTTACAACACATGCTGGTGATAATAAACCTGATTCTGATTCNGAACTTTG

ACAAACTATAGATATGTGGTGTGTTTTTGACGTAGCTGC
<<LLLLL L L L L L L L
(e}

start len tm gcs any

3 v

seq

1 LEFT PRIMER 185 20 60.07 50.00 3.00
GCCCGATAAAAGTCCAGTGA

RIGHT PRIMER 519 21 58.50 47.62 4.00
GCAGCTACGTCAAAAACACAC

1.

0.

00

00
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PRIMER PICKING RESULTS FOR HEV15UUO3FPX1Z

Pm_25_F CCGAAAGTGATGGAGGACAT

Pm_25 R CCTGGTCTTCGTTTGGTTTG

(AAC)5

183

1 AAATTAGCATGATTATCCATGTATGGAGCCGAAAGTGATGGAGGACATCTTATCTGTATT

SODDEEDSEDSES5555>5>>

61 TACTCAGGAGATAGACACACAGTCAGTAGACCTGTTCAATGGAGGTCAGAGAGAAAGCCA

121 GAAGATCTATGGATAGAAGTAATGGGCATTATAGGACAGCTGGGAACAACAACAACAACA

khkhkkkhkhkkhkkkhkkkkx*k

181 GCAAAACATTGCAAACCAAACGAAGACCAGGAAAGTAAAATGGCTTTCTGCAGAAGCTCT

<LLLLLLLLLLL L L L L LKL

241 ATAAGTAGCTGAGCAGCGAAGAGATGTGAAGCTCAATGTAGATTCGAACAAATTACTCCA

301 ATTGAACATAATGTTGAAGAGGATAGCAATGAACTAAAAGCAAATTACTTGAACGGAGCG

361 ATGCAAAGAAGCT

start len

tm

gc%

any

3' seq

4 LEFT PRIMER 29 20
CCGAAAGTGATGGAGGACAT

RIGHT PRIMER 211 20
CCTGGTCTTCGTTTGGTTTG

59.93

60.52

50.00

50.00

3.00

3.00

2

0.

.00

00
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Anexo 3. Motivos microssatélites identificados na espécie de raia P.motoro, sequéncias dos primers,
valores de Tm (°C), tamanho dos fragmentos amplificados e classificagdo do tipo de repeticdo do

microssatélite.
. Tam. Classificacao
Primer . MOth({ . Sequéncia Tm (°C) frag.
microssatélite
(pb)

Pm_IF ATGCTGACTTTGTCCGATGA 59,25 Perfeito
~ Pm_IR | (D8 GATTGGAGGCTGGCTAATGT 59,10 185

Pm_2F AG)S GCTGTCAGGTAGACTGGAGTTG 59,00 104 Perfeito

Pm 2R TCTCAACGGAATCGAAGTCA 59,10

Pm_3F (68 GGTGTGTAGGTGTTTCTGTGTT 56,60 290 Perfeito

Pm 3R GCTTCTCAAGTGGTGCATGA 59,00

Pm_4F (CA)9 CCCAACAACTCTACCAGGA 56,00 14 Perfeito

Pm_4R ACGGTGAAGCCCATAACATT 59,00

Pm_5F TGGGTAGCAGGTTTCATGGT 60,00 Perfeito
~ Pm 5R | @Dt CGTGTGGTTTCCATCCATCT 60,50 243

Pm_6F D10 TACTCCAACGAAGGCACCTC 60,20 207 Perfeito

Pm_6R AGTGAACAGCAGCCAATCAA 59,45

Pm_7F TTCTGCTTGGACAATAACTCTG 57,19 Perfeito
"~ Pm 7R | (TA)8 CTGTCTGTTGTGGTGGATGG 60,00 387

Pm_8F 10y CAGTCCATCCACCTGTACCA 59,30 3 perfeito

Pm_8R TGTCCATGCTAACAAGAAAGAG 57,20

Pm_9F TGACCTGTTGTTGGTGGTGT 59,82 Perfeito
~ Pm 9R | (€19 GGGAGAGCCAGAGATGAGAG 59,10 238

Pm_10F ATGTGCTCCTTTGGGATCTG 60,00 Perfeito
- | (GT)9 404

Pm_I0R CGTGTTGCATGTGAGTTATGTG 60,10

Pm_I1F CANl CACGCTCCTCATCAGCCTAC 60,97 303 perfeito

Pm_I1R AGTTGTTCCCTCTCCTGCAA 59,80

Pm_12F TTGGAATCAACGATGGCTTA 59,11 Perfeito
"~ Pm_I2R | (Aot AAGGGAGAGGGAGCTGAGAG 60,10 316

Pm_13F ACKH CCTACAAGCTATGCACATGAGG 59,70 37 Perfeito

Pm_13R AGCCATCGCATTCCTGATAC 60,09

Pm_14F TATGTTCCGATGCGTCCAGT 61,45 Perfeito
"~ Pm_l4R | (AT)S AATCCTGTGCCCTTCTGTTC 59,12 ol

Pm_15F . GGGAGATGATTGAGCTGAGATT 59,68 205 Perfeito

Pm_I5R CATCCTTTCCATCGCTCTCT 59,39

Pm_16F (TG0 AGATTGATAGCTGGGCTCGT 58,90 107 perfeito

Pm_16R GAGCTGAAAGGTGCAAGTCC 60,00

Pm_17F (16 AGAGGTGAGTGAGCGTGTTT 57,51 174 Perfeito

Pm_17R GCTTCCGAGATCAGACGAGA 60,64
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Pm 18F

TTTGTGGGTGGCAAGGTTAT

60,23

Perfeito

- = (GA)8 225

Pm_ 18R GCAAGTCCCAAGAAGAGTGG 59,84

Pm_19F (AO)14 CAAGCACATACAGAAACACG 55,33 . Perfeito

Pm_I19R ACAGAGGTTTGCGGATCAGT 59,70

Pm_20F (TA ATCCTGCTAAGGGGGTCATT 59,79 . Perfeito

Pm 20R GACACATCCTTTGGCTTTGG 60,50

Pm 21F (AC)) TTGTCATAAGGGTGCTCCAA 59,12 o Perfeito

Pm 21IR TGCAGTTGTTTGGGACTCTG 59,87

Pm_22F (A TGCTCCAGAACATAAACCTCA 58,37 o1 Perfeito

Pm 22R GGGTAAAGGAAAACCCCAAG 59,60

Pm 23F (TAT)S CCTTGCCCCATCATTGTATT 59,60 44 Perfeito

Pm 23R CAACAGGGCAGAAGACAACA 59,87

Pm_24F TTA)S GCCCGATAAAAGTCCAGTGA 60,08 135 Perfeito

Pm 24R GCAGCTACGTCAAAAACACAC 58,50

Pm 25F (AAO)S CCGAAAGTGATGGAGGACAT 59,90 3 Perfeito

Pm 25R CCTGGTCTTCGTTTGGTTTG 60,50

Pm_26F TATGAAGGGCTTTGGTCCTG 60,10 Perfeito
- = (GAA)5 417

Pm 26R GTGCTTGGGAAGATGATGGT 59,90

Pm 27F CCAGGGTTCTAAGGAAATGG 58,50 Perfeito
——— | (GGAG)5 384

Pm 27R TGGGCTGAATGCCTACTTCT 59,80

Pm _28F GTCAGAGGAAGTGGCAGAGG 59,90 Perfeito
= | (GATA) 130

Pm 28R GCTCAGTTCAATCGCAGACA 60,14

Pm_29F TTTCCCACCGGAGATGAATA 60,27 Perfeito
=" | (TATC)9 347

Pm_29R GCAGCAGGTTGGGTTTATGT 60,00

Pm_30F TGGACAGGAAAGGAGTGGAG 60,23 Perfeito
— = | (TAGAY 149

Pm 30R CAATCACAGCACGGAAACAG 60,30
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Anexo 4 - Gel de agarose a 1%, mostrando as amplificagdes dos microssatélites da espécie de raia P.
motoro. L - Ladder 1kb plus.
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Anexo 5. Temperatura de amplificagdo padronizada para os 20 pares de primers de microssatélites
da espéciede raia P.motoro analisados. Distribui¢dao dos fluorocromos para cada tamanho de primer.

Temperatura de

Primer - Tamanho (pb) Fluorocromo
amplificacdo(°C)

Pm_2 57 (°C) 104 FAM
Pm_5 57 (°C) 245 FAM
Pm_8 57 (°C) 173

Pm_9 57 (°C) 238 PET
Pm_10 57 (°C) 404

Pm_11 57 (°C) 303

Pm_12 57 (°C) 316 PET
Pm_13 57 (°C) 137

Pm_15 57 (°C) 295 VIC
Pm_16 57 (°C) 197 FAM
Pm_17 57 (°C) 374 VIC
Pm_18 57 (°C) 225

Pm_20 57 (°C) 171 VIC
Pm_21 57 (°C) 119 VIC
Pm_22 57 (°C) 217 VIC
Pm_23 57 (°C) 144 PET
Pm_24 57 (°C) 335 FAM
Pm_25 57 (°C) 183 PET
Pm_26 57 (°C) 417 PET
Pm_30 57 (°C) 149 FAM
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Anexo 6 - Gel de agarose a 1%, mostrando as amplificacdes dos microssatélites da espécie de raia
P.motoro com primers marcados, com dois individuos da espécie de P. motoro. L - Ladder 1kb plus.

.~
Vot
Pm_2 Pm_23 Pm_30 Pm_8 Pm_16 Pm_18 Pm_5 Pm_11 Pm_24
500
400
300
— -— s D e e
200 — - e
100 M. -t o
Pm_10 Pm_21 Pm_23 Pm_20 Pm_25 Pm_22 Pm_9 Pm_15 Pm_12
500
400 BF v
300
200 &
100 -

100 waw
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Anexo 7. Identificacdo dos conjuntos de primers de microssatélites da espécie de raia P.motoro nos

quais foram detectados polimorfismos.

Primer Motivo Ar.lélise. de
Polimorfismo
Pm_5 (GT)11 Polimorfico
Pm_8 (TC)9 Polimoérfico
Pm_9 (CT9 Monomorfico
Pm_10 (GM9 Polimorfico
Pm_11 (CA)11 Polimorfico
Pm_12 (AC)11 Polimorfico
Pm_13 (AC)8 Monomorfico
Pm_15 (AG)8 Monomorfico
Pm_16 (TG)10 Polimorfico
Pm_17 (TG)9 Polimorfico
Pm_18 (GA)8 Polimorfico
Pm_20 (TA)9 Monomorfico
Pm_21 (AC)9 Polimorfico
Pm_22 (TCA)5 Monomorfico
Pm_23 (TAT)5 Monomorfico
Pm_24 (TTA)S Monomorfico
Pm_25 (AAC)5 Polimorfico
Pm_26 (GAA)5 Monomorfico
Pm_30 (TAGA)7 Monomorfico
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Anexo 8 - Gel de agarose a 2%, mostrando as amplificagdes dos microssatélites da espécie de raia
P.motoro (PCR-multiplex).

1 S

1 2 3 4 5 6 7 8
500 a b a b .a b fa b a b a b a b a b s
=T .
il 2 CSEDNEEENEESS-

=== pm 12 (316 ph)
— Pm_11 (303 pb)
== Pm_5 (245 pb) 100
—= Pm_8 (173 pb)

Multiplex I (Pm_5, Pm_8, Pm_11, Pm_12, Pm_17), da espécie P. motoro. Individuos 1 — 8. Testes
com a molaridade de cada primer, a- 1,5 mM, b- 2,0 mM. L - Ladder 1kb plus

500

——— 0 - - o S e mwe -

400

= Pm_10 (404 phb) 0
== Pm_18 (225 pb) 208 = -1 1 -1 -1 X1
== Pm_16 (197 pb) — »
== Pm_25 (183 pb) .

== Pm_21 (119 pb)

Multiplex II (Pm_10, Pm_16, Pm_18, Pm_21, Pm_25), da espécie P. motoro. Individuos 1 — 8. Testes
com a molaridade de cada primer, a- 1,5 mM, b- 2,0 mM. L - Ladder 1kb plus.
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Anexo 9. Gel de agarose a 1%, mostrando as amplificacdes dos loci com primers ndo marcados.

Individuos das espécies de raia P. falkneri (a- b), P. motoro (¢). L - Ladder 1kb plus.

a)
L
-~ .

Pm_2 Pm_5 Pm_10 Pm_11 Pm_12 Pm_16
500abcabcabcabcabcabc
300 v R e
200 : e B B—

100 gl e oo e RS ¢ —
. 5 e i W
b) 3
Pm_17 Pm_18 Pm_21 Pm_22 Pm_23 Pm_25

a b ¢ at'bicialbfc a'b cHaabEcTasb Ut
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Anexo 10 — Caracterizagdo dos locos microssatélites polimérficos quanto ao nimero de alelos

detectados para as espécies de raia P.motoro ¢ P. falkneri e alelos compartilhados entre as espécies.

SSR Alelos identificados | Alelos identificados Alelos
para P.motoro para P. falkneri compartilhados

Pm 5 2 alelos 7 alelos 1 alelo
Pm 8 3 alelos 4 alelos -
Pm 10 1 alelo 3 alelos -
Pm 11 2 alelos 5 alelos -
Pm 12 2 alelos 9 alelos -
Pm 16 2 alelos 2 alelos 2 alelos
Pm 17 2 alelos - -
Pm 18 5 alelos - -
Pm 21 2 alelos 1 alelo 1 alelo
Pm 25 2 alelos 1 alelo 1 alelo
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Anexo 11. Alelos privados identificados em cada loci na espécie de raia Potamotrygon motoro.

Pop1 — referente a populagdo de Foz do Iguacu. Pop3 — referente a populagdo de Ilha Solteira.

Pop

Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3

Loci

Pm 8

Pm 11
Pm 18
Pm 18
Pm 18
Pm 18
Pm 21
Pm 25
Pm 16
Pm 16
Pm 18
Pm 18
Pm 18

Allele
196
297
220
230
234
323
117
187
244
246
190
192
198

Freq
0,068
0,014
0,054
0,027
0,027
0,014
0,039
0,039
0,143
0,071
0,033
0,067
0,067

Anexo 12. Alelos privados identificados em cada loci na espécie de raia Potamotrygon falkneri.
Popl — referente a populagdo de Porto Carmargo, Pop2 — referente a populagao de Porto Rico,
Pop3 — referente a populagdo de Ilha Solteira.

Pop

Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Popl
Pop2
Pop2
Pop3
Pop3

Loci

Pm 10
Pm 16
Pm 11
Pm 11
Pm 12
Pm 12
Pm 12
Pm 12
Pm 12
Pm 5
Pm 10
Pm 5
Pm 16
Pm 16

Alelo
411
197
332
338
334
340
344
347
348
253
404
248
196
202

Freq
0,071
0,500
0,045
0,159
0,205
0,250
0,295
0,045
0,045
0,089
0,045
0,156
0,093
0,037
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