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RESUMO

A espécie Atherinella brasiliensis pertence a ordem Atheriniformes cujos
peixes sdo conhecidos popularmente como silversides ou peixes-rei e a familia
Atherinopsidae. Possuem uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em
ambientes estuarinos ou de agua salobra, porém, com maior freqiiéncia em aguas
costeiras, sendo considerado um peixe residente destes locais. Apesar de seu
pequeno porte (10 a 16 cm), ocorre em abundancia durante todo o ano, o que a
torna utilizada pelos pescadores como fonte complementar de renda ou mesmo
alimentar. Devido a variagbes cromossomicas encontradas em estudo recente em
exemplares das localidades de Pontal do Sul (PR) e Lagoa da Conceicédo (SC), o
marcador de RAPD foi utilizado no presente trabalho a fim de detectar a
variabilidade genética em exemplares das localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras
(PR), Lagoa da Conceicéo e Lagoa do Camacho (SC), Lagoa dos Patos (RS), Lagoa
de Carapebus (RJ) e Barra Grande de Camamu (BA). Dos 24 iniciadores testados
foram escolhidos 12 com base na repetibilidade, padrao nitido de bandas e presenca
de bandas polimérficas (OPW03, OPWO04, OPW06, OPWO09, OPW17, OPXO04,
OPX07, OPX17, OPX20, OPAO6, OPEO9 e OPK14). Com o objetivo de avaliar a
diferenciacdo genética e estruturacdo populacional dos exemplares das sete
diferentes localidades acima citadas foram utilizados os programas NTSYS 2.1,
ARLEQUIN versdo 2000 e MANTEL STRUCT 1.0. Um grupo externo foi usado
(Odontesthes argentinensis) para avaliar se os exemplares das diferentes regides
pertenciam a mesma espécie. A partir dos resultados obtidos sugere-se a existéncia
de quatro diferentes populagdes. A Populagao 1 seria formada pelos exemplares das
localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e Lagoa da Conceicao (SC). Como a
espécie A. brasiliensis ndo realiza migracdo horizontal e devido ao fato dos
individuos da Lagoa da Conceicdo (SC) se encontrarem isolados dos demais,
sugere-se que: o tempo de isolamento talvez ndo tenha sido suficiente para
promover uma possivel diferenciacdo genética, ou, os efeitos da fragmentacéo sobre
a estruturacdo da diversidade genética podem ainda ser pequenos e ndo totalmente
detectaveis pela técnica de RAPD. A Populacdo 2 seria formada pelos exemplares
da Lagoa do Camacho (SC) e Lagoa dos Patos (RS). Como os peixes-rei destas
duas localidades se encontram também isolados e ndo migram para o mar aberto,
sugere-se que a homogeneidade encontrada se deva aos mesmos fatores citados
para a Populacdo 1. A Populacdo 3 seria formada pelos individuos da Lagoa de
Carapebus (RJ) e a Populacao 4 pelos de Barra Grande de Camamu (BA). Além de
a distancia geografica ser maior entre os exemplares destas localidades e as demais
dificultando o fluxo génico, as diferencas ambientais tém sido indicadas como um
importante fator responsavel pela diferenciacéo genética, visto que em alguns casos,
individuos de localidades mais préximas apresentaram diferenciagdo genética maior
do que aqueles mais distantes. Devido a alta diferenciacdo genética encontrada
entre os individuos da localidade de Barra Grande de Camamu (BA) em relacdo as
demais regifes estudadas sugere-se estar ocorrendo um processo de especiacao.
Para fins de manejo e conservacdo da diversidade genética cada uma destas
populacdes poderia ser tratada como uma unidade reprodutiva independente.
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ABSTRACT

The species Atherinella brasiliensis belongs to the order Atheriniformes,
whose fishes are known as silversides, and to the family Atherinopsidae. They have
a broad geographical distribution, which occurs in estuarine or brackish water
environments, though they are more frequently found in coastal waters, being
considered a resident fish of such locations. Despite its small size (10 to 16 cm), the
Atherinella brasiliensis is found in abundance all year long, becoming a
complementary income and an alternative food source. Due to the chromosome
variations found in recent studies with samples from Pontal do Sul (PR) and Lagoa
da Conceicéo (SC), the RAPD marker was used in the present study in order to
detect the genetic variability in samples from Pontal do Sul and Laranjeiras (SC),
Lagoa da Concei¢cao and Lagoa do Camacho (SC), Lagoa dos Patos (RS), Lagoa de
Carapebus (RJ) and Barra Grande de Camamu (BA). Out of the 24 primers tested,
12 were chosen based on the repetitive performance, clear band pattern and
presence of polymorphic bands (OPWO03, OPW04, OPWO06, OPWO09, OPW17,
OPX04, OPX07, OPX17, OPX20, OPA0O6, OPEQ9 e OPK14). Aiming to evaluate the
genetic differentiation and population structure of the samples of the seven places
mentioned above, the programs NTSYS 2.1, ARLEQUIN version 2000 and MANTEL
STRUCT 1.0 were used. An external group was used (Odontesthes argentinensis) to
evaluate whether the samples from the different regions belong to the same species.
The results suggest the existence of four distinct populations genetically. Population
1 would be formed by the samples from Pontal do Sul and Laranjeiras (PR) and
Lagoa da Conceicao (SC). Since the A. brasiliensis species does not have horizontal
migration and due to the fact that the individuals from Lagoa da Conceicéo (SC) are
isolated from the others it is suggested that: the time of isolation may not be enough
to promote a possible genetic differentiation, or, the fragmentation effects over the
genetic diversity structure might still be small and not detectable by the RAPD
technique yet. Population 2 would be formed by the samples from Lagoa do
Camacho (SC) and Lagoa dos Patos (RS. Since the silversides from these two
locations are also isolated and do not migrate to open sea, it is suggested that the
homogeneity found is due to the same factors as in cited Population 1. Population 3
would be formed by the samples of individuals from Lagoa de Carapebus (RJ) and
Population 4 from Barra Grande de Camamu (BA). Besides the larger geographic
distance between these two population samples, in comparison to the others studied,
which makes it difficult to have a gene flow, the environmental differences have been
pointed out as an important factor, responsible for the genetic differentiation, since, in
some cases, individuals from closer locations have more differences than those more
distant. Due to the high genetic differentiation found among the individuals from
Barra Grande de Camamu (BA) in relation to the other studied regions, it is
suggested that a speciation process is occurring. In order to handle and preserve the
genetic diversity, each one of these population should be treated as an independent
reproductive unity.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS

A ordem Atheriniformes € um grupo monofilético irmé&o da superordem
Cyprinodontea, um clado composto pelos Cyprinodontiformes e Beloniformes sendo
que esta reunido compde parte da série Atherinomorpha. Os peixes desta ordem séo
conhecidos como silversides ou peixes-rei sendo compostos por seis familias, dentre
elas a Atherinopsidae, e 49 géneros (DYER, 2006). Encontram-se distribuidos em
aguas marinhas, doces e estuarinas e em ambientes tropicais e temperados ao
redor do mundo (BEHEREGARAY; SUNNUCKS, 2001).

No Brasil, os peixes-rei da familia Atherinopsidae estdo representados por
espécies marinhas, estuarinas e de agua doce sendo compostos por dois géneros:
Odontesthes e Atherinella (LUCENA, 2001). Dentro do género Atherinella, destaca-
se por sua elevada abundancia o peixe-rei Atherinella brasiliensis, que pertence a
subfamilia Menidiinae e tribo Membradini. Esta espécie ocorre na América do Sul,
desde a Venezuela até o Rio Grande do Sul aparecendo com maior frequéncia em
aguas costeiras, principalmente na desembocadura de rios, e nas regides de agua
salobra (FIGUEIREDO; MENEZES, 1978), sendo considerada uma espécie
estuarina residente nestes ambientes (PESSANHA; ARAUJO, 2001).

Na costa brasileira a espécie Atherinella brasiliensis se mostrou abundante
e/ou constante na regido estuarina do estado de Pernambuco (FRANCA, 2005), na
Baia de Todos os Santos (BA) (SANTOS et al., 1999) e no estado do Rio de Janeiro
como mostrado pelos trabalhos realizados por BARBIERI et al. (1990) na Laguna do
Marapendi, ANDREATA et al. (1992, 1997) na Laguna de Jacarepagua e Lagoa
Rodrigo de Freitas respectivamente e PESSANHA et al. (2000) na Baia de Sepetiba.
Resultados semelhantes foram obtidos por PAIVA FILHO e GIANINNI (1990) no
complexo Baia-Estuarino de Santos e Sao Vicente (SP), por VENDEL et al. (2000) e
FAVARO, LOPES e SPACH (2003) no Complexo Estuarino da Baia de Paranagua
(PR), por HOSTIM-SILVA et al. (1995) na Lagoa da Conceicdo (SC), e por
BEMVENUTI (1987) na regiao estuarina da Lagoa dos Patos (RS).

A Atherinella brasiliensis n&do realiza migragdes horizontais, o que poderia ser
compensado por uma migragado “vertical”. Em determinadas épocas do ano pode

haver preferéncia por aguas profundas para se alimentar e iniciar a maturagao das



gbnadas e, em outra época, aguas rasas para desovar. Provavelmente os maiores
exemplares ocupam pontos de maior profundidade, procurando esporadicamente as
regides marginais para alimentagdo ou reproducdo sendo que os exemplares
menores procuram manter-se em aguas rasas, pois desta forma tém mais chances
de ndo serem predados. Aguas mais profundas, principalmente no inverno, podem
significar maior protecao a variacdes de temperatura, maior riqueza de alimento e
menor acao de turbuléncias provocadas pelos ventos constantes nesta época.
Portanto, exemplares de diferentes comprimentos ocupam nichos ecolégicos
diferentes, sendo isso de grande importancia ecoldgica na regulagao bioenergética
da populacao (HOSTIM-SILVA et al., 1995).

Embora n&o seja eficientemente capturada na pesca artesanal, em virtude da
seletividade do aparelho de pesca utilizado, a Atherinella brasiliensis € uma das
espécies mais abundantes em arrastos de praia costeiros e estuarinos no litoral
sudeste-sul do Brasil (PAIVA-FILHO et al., 1987) sendo por isso bastante utilizados
como fonte complementar de renda ou mesmo fonte alimentar (HOSTIM-SILVA et
al., 1995). Apresenta como caracteristica ser um peixe estuarino dependente e para
que se possa entender a respeito de sua estruturagdo populacional, é de
fundamental importancia que se conhegca um pouco a respeito do ambiente onde
esta espécie vive.

Os estuarios constituem ecossistemas vitais para muitas espécies de peixes
desempenhando papel importante para sua reproducgao, crescimento, alimentacéo e
migracado. Sob o ponto de vista ecolégico € um ecétono, ou seja, uma regiao de
transicdo entre o mar e a agua doce (VIEIRA; GARCIA, 2007). A definicdo mais
amplamente uitilizada é a de PRITCHARD (1967) segundo a qual um estuario é um
corpo de agua semifechado que apresenta uma conecgao livre com o oceano na
qual a agua do mar é diluida pela agua doce derivada da drenagem terrestre. Os
principais fatores que caracterizam os estuarios e que s&o de fundamental
importancia para os seres vivos que habitam este local sdo: luz, profudidade,
temperatura, zoogeografia, chuva, turbidez, maré e salinidade (VIEIRA; GARCIA,
2007). A variagdo em qualquer um destes fatores interferira nos demais
desestabilizando o ecossistema como um todo.

No Brasil, poucos estudos existem na area molecular ou citogenética para

peixes da familia Atherinopsidae. Até o momento foi analisado citogeneticamente da



costa brasileira o peixe-rei Atherinella brasiliensis (DA SILVA CORTINHAS et al.,
2003). Os autores avaliaram duas populag¢des da Baia de Paranagua (PR) e uma da
Lagoa da Conceigéo (SC) as quais apresentaram um 2n= 48 cromossomos com um
cariétipo padrao (encontrado na maior parte dos individuos) constituido por: 4M +,
10SM + 14ST + 20A (NF= 76). Foram encontrados cinco diferentes citotipos na
populacdo da Baia de Paranagua (PR) enquanto nos da Lagoa da Conceicao (SC)
apenas um. Este fato pode ser devido ao menor numero de exemplares analisados
nesta ultima populacdo. O maior numero de citétipos encontrados nos exemplares
da Baia de Paranagua (PR), em relagdo ao encontrado na Lagoa da Conceigéao
(SC), poderia ser também devido ao efeito de poluentes por derivados de petroleo,
outros contaminantes ou estar refletindo um processo de evolug&o biologica.

Para BAMBER e HENDERSON (1988) & aparente que os aterinideos
apresentam um alto grau de plasticidade, o qual é inerente dentro do seu conteudo
genético e propdée um modelo geral de especiacdo de silversides baseados nas
observagbes de sua biologia reprodutiva, variabilidade morfolégica e nas
especulacdes a respeito de seus padrdes evolucionarios. Este modelo prevé que
ambientes semi-isolados e fisicamente variados tais como os estuarinos e lagoas
costeiras (de agua salobra) atuam selecionando gendtipos generalistas que podem
ajustar sua morfologia, fisiologia e comportamento para uma série de variadas
condicdes. Esta seletiva plasticidade poderia pré-adaptar populagdes de silversides
estuarinos a invadir, colonizar e radiar para nichos ecoldgicos diferentes.

Muitos estudos tém observado que em espécies marinhas a diferenciacao
genética intraespecifica é tipicamente reduzida quando comparada a organismos de
agua doce e que isto se deve a auséncia de grandes barreiras para a dispersao e ao
grande tamanho das populagdes. Porém, devido ao aumento de estudos utilizando
marcadores moleculares, mesmo espécies oceanicas reconhecidas pela capacidade
migratoria e de dispersédo, tém revelado a presenga de estoques diferenciados
indicando que o fluxo génico pode ser restrito, ao contrario da viséo tradicional sobre
a composigdo populacional dos animais deste ambiente (GOMES; DALES;
OXENFORD, 1998).

Estruturacdo genética e especiacdo incipiente foram observadas em
populagdes do peixe-rei Odontesthes argentinesis que vivem em ambientes

estuarino (Lagoa dos Patos e Lagoa Custddia-Brasil e Lagoa Rocha-Uruguai) e



marinho (Praia do Cassino — Brasil) onde variagdes genéticas levaram a mudancgas
de habitat com posterior isolamento reprodutivo (BEHEREGARAY; SUNNUCKS,
2001).

Em estudo realizado por BEHEREGARAY, SUNNUCKS e BRISCOE (2002)
no peixe-rei Odontesthes perugiae de sete lagoas e um rio no Sul do Brasil, devido a
eventos vicariantes que promoveram o isolamento geografico das populagdes, os
autores sugeriram a ocorréncia de especiagédo devido ao isolamento reprodutivo.

O genoma dos peixes parece sofrer mudangas mais rapidamente do que o de
outros vertebrados sugerindo assim que o dos peixes € “plastico” se comparado com
0 genoma de outros vertebrados (VENKATESH, 2003).

Devido a espécie Atherinella brasiliensis ser um aterinideo que habita
ambientes estuarinos (propicios a mudancgas), apresentar uma plasticidade genética
que condiciona a invasdo de novos habitats, formar populagdes isoladas, e ter
apresentado polimorfismo cromossémico (DA SILVA CORTINHAS et al., 2003), o
objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade genética em exemplares de sete
diferentes localidades: Baia de Barra Grande de Camamu — Marau (BA), Lagoa de
Carapebus — Macaé (RJ), Baia de Laranjeiras e Pontal do Sul pertencentes ao
Complexo Estuarino da Baia de Paranagua (PR), Lagoa da Conceigao -
Florianopolis (SC), Lagoa do Camacho - Laguna (SC) e Lagoa dos Patos — Rio
Grande (RS).



1.2 TECNICA DE RAPD, VARIACOES E APLICACOES

Até o inicio dos anos 70 o DNA era uma molécula de dificil estudo bioquimico
mas, atualmente, gragas ao desenvolvimento das tecnologias de manipulagéo que
permitiram a investigacao gendmica, o DNA é uma das moléculas mais faceis de ser
estudada. A possibilidade de quantificar a variabilidade genética pela analise direta
de polimorfismos de fragmentos e até de sequéncias de nucleotideos tem
repercutido intensamente e impulsionado a genética de populagdes e a genética do
processo evolutivo.

FreqUentemente, as técnicas da biologia molecular podem ser empregadas
como ferramentas para a obtengcdo de informagdes no campo da ecologia. De um
modo geral, sdo utilizados marcadores moleculares para acessar o genoma de uma
ou mais espécies, quantificar a variabilidade e determinar a estrutura genética das
populacgdes. Esta € uma abordagem recente que tem se mostrado eficiente em
inferéncias e respostas para importantes questdes ecologicas (PRIOLI et al., 2000).

Os marcadores moleculares surgiram devido a necessidade de detecgéo de
polimorfismo genético diretamente no DNA e tém sido consideradas ferramentas
importantes e fundamentais em estudos relacionados com a estrutura de populagdes
de peixes. Os resultados obtidos através da analise s&o uteis na deteccdo de
variacdo e fornecem informagdes seguras sobre os niveis de variabilidade e
similaridade entre distintas populagdes ou estoques (MARTINS et al., 2002).

Os tipos de marcadores moleculares disponiveis atualmente diferenciam-se
pelo método utilizado para revelar polimorfismo de DNA, variando assim quanto a
habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso e
repetibilidade de resultados (LOPES et al., 2002).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagdo ou
amplificagdo de DNA. Entre os identificados por hibridizagdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e minissatélites ou locos VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats). Ja aqueles revelados por amplificagao
incluem os marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).



Entre os marcadores moleculares revelados por amplificacdo encontram-se
aqueles que utilizam um unico iniciador como o RAPD e o ISSR. No RAPD ¢
utilizado um iniciador curto (10 a 11 bases) de sequéncia nucleotidica aleatoria
enquanto no ISSR o iniciador € mais longo (16 a 25 bases) e possui a sequéncia
repetitiva de um microssatélite.

Os marcadores moleculares podem ter caracteristica dominante ou co-
dominante. Quando € possivel distinguir individuos homozigotos de heterozigotos, o
marcador é dito co-dominante. Nem sempre € possivel saber se o loco amplificado
estd em homozigose ou heterozigose. Sendo assim, marcadores dominantes, ao
contrario dos co-dominantes, nao permitem essa distingdo (LOPES et al., 2002).

Um tipo de marcador dominante € o RAPD. Essa técnica é frequentemente
utilizada na analise de variabilidade em vegetais e animais, por revelar alto grau de
polimorfismo, sendo um método rapido e passivel de automatizacdo. Entre os
marcadores co-dominantes podemos citar os microssatélites que permitem a
distingdo no gel dos individuos homozigotos e heterozigotos.

A técnica de RAPD foi desenvolvida por dois grupos independentemente nos
Estados Unidos: WILLIAMS et al. (1990) que empregou 0 nome comumente utilizado
(Random Amplified Polymorphic DNA) e WELSH e McCLELLAND (1990) que
propuseram a denominagdo AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction).

O marcador molecular RAPD utiliza um unico iniciador de sequéncia arbitraria
sendo, portanto, sua sequéncia alvo desconhecida. Para que haja amplificagcao de
um fragmento RAPD no genoma analisado, duas sequéncias de DNA
complementares ao iniciador arbitrario devem estar suficientemente adjacentes
(menor do que 4.000 pb) e em orientagcbes opostas de maneira a permitir a
amplificacdo exponencial de um segmento de DNA pela DNA polimerase. A natureza
molecular do polimorfismo de RAPD n&do é inteiramente conhecida, ou seja,
evidéncias indicam que diferengas de apenas um par de bases (mutag¢des de ponto)
sdo suficientes para impedir a amplificacdo de um segmento. Outras fontes de
polimorfismo podem incluir dele¢des de sitios de iniciagdo ou insergdes que colocam
dois sitios de iniciagdo adjacentes a uma distdncia acima daquela que a DNA

polimerase é capaz de percorrer. Desta maneira, o polimorfismo genético detectado



pelos marcadores RAPD tem natureza binaria, isto €, o segmento amplificado
(banda no gel) esta presente ou ausente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

No RAPD, tanto o individuo homozigoto dominante quanto o heterozigoto
apresentam uma banda no gel enquanto o recessivo seria detectado pela auséncia
da mesma. O individuo heterozigoto teria um “alelo” amplificado e o outro ndo por
qualquer um dos motivos vistos anteriormente enquanto o recessivo nao amplificaria
nenhum deles.

Entre as vantagens desta técnica podemos citar o custo mais baixo, sua
simplicidade, rapidez, quantidade minima de DNA a ser utilizado e nao ser
necessario o conhecimento prévio do DNA gendémico do organismo a ser estudado.

A despeito das vantagens acima citadas, além de ser um marcador dominante
o método apresenta algumas outras limitagdes dentre as quais: baixo conteudo de
informacgéo genética por locus e diferentes segmentos amplificados podem migrar
para a mesma posicao do gel. A fim de minimizar estas desvantagens durante a
analise assume-se que diferentes locus n&do devam migrar para a mesma posi¢ao no
gel e, para fins de analise populacional assume-se que as populagdes estudadas se
encontrem em equilibrio do Hardy-Weinberg.

Apesar das limitagdes enumeradas anteriormente o marcador de RAPD é
confiavel desde que alguns cuidados sejam tomados, dentre os quais, uma boa
qualidade e concentragdo do DNA extraido. A intensidade de uma banda depende
da eficacia da interagao da sequéncia do DNA genémico com o iniciador durante o
passo inicial. Outros fatores importantes para uma boa amplificagdo sédo as
concentragbes adequadas do MgCl,, Taqg DNA polimerase, dNTP e iniciador, sendo
este ultimo crucial para o sucesso de qualquer protocolo de RAPD. Finalmente, a
temperatura de anelamento mais alta e a padronizagao correta da reacdo de acordo
com a espécie que se vai trabalhar, serdo procedimentos essenciais para que se
obtenham bandas nitidas (evitando a presenga das expurias) e que apresentem
reprodutibilidade.

Algumas variagoes foram desenvolvidas a partir da descoberta do marcador
molecular de RAPD por WILLIAMS et al. (1990). WELSH e McCLELLAND (1990)
propuseram a denominag¢ao mais apropriada para a técnica chamando-a de AP-PCR
(Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction) uma vez que os iniciadores possuem

sequéncia arbitraria, mas a amplificagcao teoricamente ndo ocorre ao acaso e sim em



locais especificos do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). De forma
independente, um terceiro grupo também desenvolveu 0 mesmo método
denominado de DAF (DNA Amplification Fingerprinting) proposto por este grupo para
detectar diferengcas genéticas entre os organismos. A Tabela 1 fornece uma

comparacgao entre estes trés procedimentos.

TABELA 1 — DIFERENCAS ENTRE RAPD, AP-PCR E DAF

Variantes/Técnica RAPD AP-PCR DAF
Comprimento do Iniciador(pb) 10-12 20 5-15
Concentragao do Iniciador(uM) 0,3-3 3 3-30
Anelamento do iniciador (° C) 30 - 36 40 - 60 30
Numero de ciclos 40 - 45 40 35
Uso de radioatividade N&o Sim (o*%p- N&o

dATP- ultimos
10 ciclos)
Separacao Agarose Poliacrilamida Poliacrilamida
Visualizacao Brometo de Radio Prata
Etideo
Tamanho de cadeia dos produtos 0,3-4 0,05-0,5 0,05-0,5
de PCR (Kb)

Fonte: ATIENZHAR e JHA (2006)

Outra variante da técnica de RAPD foi desenvolvida por RICHARDSON et al.
(1995) a qual foi denominada de RAMPO (Random Amplified Microsatellite
Polymorphism). O RAMPO fingerprinting tem a vantagem das técnicas de deteccgao
de DNA com alta sensibilidade. Bandas de RAPD sao transferidas para uma
membrana hibridizada com uma sonda com motivos para microssatélite e
detectadas por radiografia ou por métodos de deteccao fluorescente. Através do uso

de métodos sensiveis de coloracdo, bandas polimérficas que nao aparecem por




RAPD poderao se tornar visiveis. Da mesma forma que o RAPD, o RAMPO é de
natureza dominante.

Através de bandas geradas pela técnica de RAPD, sondas podem ser obtidas
a fim de mapear fisicamente cromossomos especificos utilizando-se a técnica de
hibridizagao in situ (ITURRA et al.,, 1998). Como se podem observar, inumeras
variacbes obtidas através deste método ja foram desenvolvidas desde a sua
descoberta por WILIAMS et al. (1990), porém, a técnica tradicional € ainda a mais
facil, rapida e menos dispendiosa quando comparada com as demais.

Existe uma grande preocupacdo a respeito dos efeitos de contaminantes
ambientais sobre a constituicido genética de populagées naturais. O RAPD e
tecnologias similares (AP-PCR e DAF) tém sido utilizados para detectar n&o
somente danos ao DNA e mutagdes como também mudancgas na diversidade e
frequéncias genéticas. Este método foi empregado inicialmente com a finalidade de
detectar polimorfismo em estudos de mapeamento genético, taxonomia e filogenia e
mais tarde em estudos de genotoxicidae e carcinogénese (ATIENZAR; JHA, 2006).

Este método pode ser utilizado como biomarcador da perda ou ganho da
variabilidade genética em organismos que habitam ambientes contaminados como
podem ser observados nos trabalhos desenvolvidos por THEODORAKIS e
SHUGGART (1997), NADIG, LEE e ADAMS (1998), WOLF, BLUST e BACKELJAU
(2004) e SOFIA et al. (2006).

Um outro emprego da técnica de RAPD foi relizado por MARTINEZ e YMAN
(1998) para identificar as espécies usadas na manufatura de produtos a base de
carnes. Este marcador produziu claros padrdes de bandas a partir dos produtos
analisados dos quais as espécies anteriormente avaliadas puderam ser comparadas
e identificadas.

A técnica de RAPD permite gerar uma grande quantidade de polimorfismo de
segmentos de DNA distribuidos por todo o genoma do organismo sendo que as
sequéncias internas dos segmentos amplificados podem pertencer a todas as
classes do DNA gendmico desde sequéncia de copia unica até altamente repetitivas.

Devido a sua alta capacidade de detectar polimorfismo de segmentos de
DNA este marcador vem sendo amplamente utilizado para o esclarecimento de
varios aspectos da variabilidade genética, evolugao, filogenia e fisiologia de espécies
animais e vegetais (CORAZZA; FORESTI; OLIVEIRA, 2001). Segundo SOUZA e
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GALETTI Jr. (2002) este marcador pode ser utilizado em estudos de estruturagao
populacional fornecendo subsidios a programas voltados para a conservagédo das
especies.

A diversidade biolégica envolve ndo somente a riqueza de espécies, mas a
variagdo genética intra-especifica, cujo conhecimento € essencial para a
conservagao e a utilizacdo dos recursos genéticos naturais (TABERLET, 1998).
Desta forma, a preservagcdo da variabilidade genética das espécies € de
fundamental importancia para a manutencédo da sua estrutura populacional (SODRE;
ALMEIDA; ORSI, 2001) e tem alta relevancia em programas de manejo e de
protecao da biodiversidade (PAIVA et al., 2001).

Em peixes, o procedimento de RAPD tém sido usado de forma extensiva
fornecendo dados sobre diversidade e diferencia¢gdes populacionais (MAMURIS et
al., 1998; LIU et al., 1999; KOH et al., 1999), incluindo alguns casos de distingéo
interespecifica (BARDAKCI; SKIBINSKI, 1994; HATANAKA; GALETTI, 2003) e
relagdes sistematicas (LEHMANN; HETTWER; TARASCHEWSKI, 2000). Em peixes
neotropicais, os marcadores de RAPD tém sido uteis no manejo de espécies em
localidades sob agao antropica, relacionando-se os dados de variabilidade genética
com parametros ambientais (WASKO; GALETTI Jr., 2002; HATANAKA; GALETTI
Jr., 2003) e identificando estruturagao de populagées (DERGAM et al., 1998, 2002;
PRIOLI et al., 2002; WASKO; GALETTI Jr., 2002; HATANAKA; GALETTI Jr., 2003;
LEUZZI; ALMEIDA; ORSI, 2004; MATOSO, ARTONI; GALETTI JR., 2004).

No ambiente marinho, o conceito de estoque é fundamental para a pesca e
para 0 manejo de espeécies ameagadas. Somente a partir do entendimento da
estrutura de estoques, e de suas diferengas, podem ser designadas medidas
apropriadas de manejo, sejam conservacionistas ou exploratérias (BEGG;
WALDMAN, 1999). Para obter tais informagdes sobre os estoques naturais é
defendido o emprego de analises genéticas comparativas, uma abordagem ainda
subestimada entre os peixes (CAGIGAS et al., 1999; DERGAM et al., 2002; PRIOLI
et al., 2002; TAKAHITO; TANIGUCHI, 2002; FUCHS et al., 2003; BARTFAI et al.,
2003).

Frequentemente, mesmo espécies oceanicas, reconhecidas pela capacidade
migratoria e de dispersdo, tém revelado a presenga de estoques diferenciados a

partir de estudos de RAPD, indicando que o fluxo génico pode ser restrito, ao
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contrario da visdo tradicional sobre a composi¢ao populacional dos animais desse
ambiente (GOMES; DALES; OXENFORD, 1998).

O estudo da variabilidade genética € de fundamental importédncia para
abordagens genéticas para a conservagao de peixes ou endocruzamentos, 0os quais
dependem do conhecimento da quantidade de variagao existente em um local de
unidade reprodutiva (CARVALHO, 1993). De acordo com HAIG (1998), a mais
importante contribuicdo que os geneticistas da conservagédo podem oferecer € a
avaliagcdo da viabilidade das populacdes e determinar a relativa quantidade de
diversidade genética dentro e entre as mesmas.

Considerando as diferentes abordagens, pode-se concluir que o marcador de
RAPD é indicado para medir a variabilidade genética dentro e entre os exemplares
das diferentes localidades de Atherinella brasiliensis da Baia de Barra Grande de
Camamu — Marau (BA), Lagoa de Carapebus — Macaé (RJ), Baia de Laranjeiras e
Pontal do Sul pertencentes ao Complexo Estuarino da Baia de Paranagua (PR),
Lagoa da Conceigao — Floriandpolis (SC), Lagoa do Camacho - Laguna (SC) e
Lagoa dos Patos — Rio Grande (RS).
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1.3 UTILIZAGAO DA TECNICA RAPD NO GENOMA DOS PEIXES

A técnica de RAPD tem sido amplamente utilizada como marcador molecular
da variabilidade genética em plantas e animais, pois permite gerar uma grande
quantidade de polimorfismo de segmentos de DNA distribuido por todo o genoma
dos organismos estudados.

Variagbées interpopulacionais e interespecificas, em peixes tém sido
detectadas através desta técnica, principalmente em fungdo da grande quantidade
de iniciadores disponiveis que podem ser utilizados, cada um detectando variacoes
em algumas regides do genoma (BARDAKCI; SKIBINSKI, 1994). A analise pode ser
mais sensivel que métodos mais tradicionais como isoenzimas ou mtDNA, uma vez
que envolve regides nao codificantes, neutras, as quais permitem altas taxas de
mutacgao (WILLIAMS; KAZIANIS; WALTER, 1998).

DAHLE, RAHMAN e ERIKSEN (1997) utilizaram o método de RAPD para
investigar a variagdo genética de trés populagdes do peixe Hilsa shad (Tenualosa
ilisha) das localidades de Chandpur (agua doce), Barguna (agua salobra) e Cox’s
Bazar (agua salgada), da Baia de Bengala, Bangladesh. Segundo os autores acima
citados, a técnica de RAPD indicou alta variabilidade dentro e entre as populacdes
analisadas.

Os robalos listrados da costa Atlantica sdo peixes endémicos e anadromos
que exibem excepcionalmente baixos niveis de variagcdo genética. O método de
RAPD foi empregado por BIELAWSKI e PUMO (1997) para detectar a variabilidade
genética em cinco populagbes de peixes da espécie Morone saxatilis dos rios
Hudson, rio Delaware, rio Choptank e rio Potomac da Baia Chesapeake e do rio
Roanoke pertencentes a costa Atlantica. Os resultados indicaram uma maior
similaridade dos individuos dentro dos sistemas de rios, com uma diferenciacédo
genética maior entre os mesmos. Estes dados s&o concordantes com os
encontrados para mtDNA sugerindo divergéncia genética entre os robalos listrados
da costa Atlantica e demonstrando que o marcador RAPD é confiavel para verificar a
estruturagcao genética entre individuos pertencentes a mesma espécie.

FUCHS et al. (1998) empregaram os marcadores de RAPD, RAMPO
(Random Amplified Microsatellite Polymorphism), SCAR (Sequence - Characterized

Amplified Regions), Microssatélite e Heteroduplex para diferenciar duas populag¢des
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do peixe Abramis brama L. do rio Main e trés do rio Danubio (Alemanha). Os
resultados encontrados apresentavam variagao entre as populagdes dos diferentes
sistemas de rios bem como variagdo entre amostras da mesma bacia. Os dados
obtidos através da técnica de RAPD foram corroborados pelos demais marcadores
confirmando ser este método confidvel para avaliar a estruturacdo genética entre
populacdes de uma mesma especie.

Utilizando sete iniciadores através do método de RAPD, seis bandas
diagndsticas foram encontradas para a identificagdo das espécies endémicas
espanholas Barbus bocagei, Barbus graellsii e Barbus sclateri (CALLEJAS;
OCHANDO, 1998) residentes na Peninsula Ibérica. Apesar de serem
morfologicamente similares, os valores de diferenciagdo genética indicaram que as
espécies Barbus bocagei e Barbus graellsii sdo mais relacionadas entre si do que a
Barbus sclateri.

Marcadores RAPD podem ser convertidos em sondas com o objetivo de
mapear fisicamente cromossomos especificos através da técnica de hibridizacio in
situ. Este foi o objetivo do trabalho desenvolvido por ITURRA et al. (1998) onde
machos da espécie Onchorhynchus mykiss (truta) de Mount Lassen Trout Farm
(Califérnia) e da variedade Scottish (mantida em Rio Branco — V Regido — Chile)
foram identificados como portadores de uma banda polimérfica de 900 pb. Esta foi
utilizada como sonda para identificacido do sexo revelando um sinal brilhante em um
cromossomo que seria morfologicamente classificado como o Y nesta espécie.

O método de RAPD foi utilizado para examinar a variabilidade e estruturagao
populacional em peixes voadores, Hirundichthys affinis do Atlantico centro-oeste
(GOMES; DALES; OXENFORD, 1998). Foram identificados 58 marcadores
polimérficos RAPD, 20 dos quais eram especificos da populacido e seis dos quais
eram sub-regionais ou marcadores estoque-especificos. A analise de similaridade
indicou a presengca de trés estoques geneticamente distintos, sub-regionais,
localizados no leste do Caribe, Sul das Antilhas e Brasil. Estes resultados foram
consistentes com analises obtidas com a PCR-RFLP e mtDNA-Dloop no mesmo
peixe indicando a presenca de barreiras para a dispersao e intercruzamento em
ambos os sexos.

Devido a importancia econdmica do peixe Salmo trutta para a pesca esportiva

e a aquacultura, estudos genéticos tém sido estimulados para esta espécie.
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CAGIGAS et al. (1999) analisaram 88 exemplares pertencentes a quatro riachos
espanhdis através dos marcadores RAPD, aloenzimas e microssatélites que
forneceram valores de diversidade genética, frequéncia alélica e numero médio de
alelos respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram que a maior parte da
variagdo genética esta distribuida dentro das populagdes sendo maior para
aloenzimas do que para os marcadores de DNA enquanto a média de distancia
genética era mais alta para os microssatélites do que para o RAPD e aloenzimas. A
alta concordancia nos resultados obtidos entre os métodos empregados fez com que
0os autores sugerissem que qualquer um destes marcadores eram capazes de
verificar o relacionamento entre as populag¢des analisadas.

Entender padrboes de dispersdo em populacdes e sua consequéncia
evolucionaria € a chave para a questdo em ecologia. Para peixes, a disponibilidade
do oxigénio dissolvido € um fator abiético que tem limitado a qualidade do habitat e
padroes de dispersdo. A fim de examinar esta idéia, CHAPMAN et al. (1999)
compararam o tamanho da guelra de um pequeno ciprinideo africano Barbus
neumayeri de uma regido de pantano (Rwembaita Swamp) com baixa
disponibilidade de oxigénio com uma populagao do rio Mpanga. As duas localidades
apresentavam uma distancia de sete km e se encontravam numa mesma area de
drenagem. Além desta caracteristica, os autores examinaram as taxas de disperséo
entre os exemplares dos dois locais e finalmente através da técnica de RAPD
quantificaram a variabilidade genética entre as mesmas. Os resultados indicaram
uma alta taxa de diferenciacdo genética associada a diferenca significante na
morfologia das guelras em resposta a variagdo de oxigénio. Através dos dados
obtidos os autores sugeriram nao existir relacionamento entre distancia geografica e
diferenciagao genética visto que o movimento entre as populag¢des € teoricamente
suficiente para homogeneizar a frequiéncia dos genes e que, a diferenciacéo
genética entre as populagdes poderia estar refletindo uma pressao seletiva habitat-
especifica.

TAKAHITO e TANIGUCHI (2002) utilizaram os marcadores moleculares
microssatélites e RAPD como uma ferramenta para estimar a quantidade de
heteroze em varias combinagdes de classes do peixe Poecilia reticulata de quatro
laboratoérios experimentais da Escola de Graduagdo em Ciéncias da Agricultura —

Universidade de Tchoku, Japao. A tolerancia a salinidade, medida pelo tempo de
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sobrevivéncia apos transferéncia da agua doce para salgada foi usada como um
indice para medir a quantidade de heterose. Os resultados indicaram que ambos: a
distancia genética de Nei (medida pelo marcador microssatélite) e a dissimilaridade
(medida pelo marcador RAPD) eram mais altos nas combinagdes de classe que
tinham parentesco distante. O mais importante resultado obtido através deste
trabalho foi que a quantidade de heterose e conseqlientemente o rendimento da F
esta positivamente relacionado com ambos: a distancia genética e a dissimilaridade
entre as classes usadas no cruzamento. Os autores sugerem que estes marcadores
sao uteis para medir a média e varidncia da quantidade de heterose nas varias
combinagdes de classes.

Uma linhagem completa da prole de duas fazendas de carpas comuns
(Cyprinus carpio carpio, C. carpio haematopterus e C. carpio viridiviolaceus) da
Hungria foram analisados usando dez marcadores polimérficos de RAPD e quatro de
microssatélites (BARTFAI et al.,, 2003). A analise por microssatélites revelou
detalhes mais informativos da diversidade genética do que o ensaio RAPD, porém
os resultados obtidos com ambos os tipos de marcadores de DNA apresentou falta
de maiores diferencas entre as estruturas genéticas dos dois estoques. Tanto a
frequéncia das bandas de RAPD quanto as frequéncias alélicas dos microssatélites
eram muito similares. A partir dos dados obtidos os autores sugeriram que o
marcador RAPD é confiavel para determinagcdo da variabilidade genética entre
estoques da mesma espécie.

HASSANIEN et al. (2004) avaliaram através da técnica RAPD a diversidade
genética de Oreochromis niloticus (tilapia) do rio Nilo - Egito (populagdes Cairo,
Assuit e Qena) e do Lago Delta (populagdes Burullus e Manzalla). A percentagem de
bandas polimérficas nas populagdes Manzalla (29,4%) e Burullus (24%) foi baixa
comparada com as populagdes de Assuit (30,54%), Cairo (33,5%) e Qena (44,84%).
A arvore molecular filogenética construida pelo método UPGMA mostrou as
populagdes de Manzalla e Burullus altamente ligadas e separadas das populagdes
de Assuit e Cairo, tendo Qena como grupo externo. Estes dados servem como uma
primeira analise da diversidade genética entre as populagdes de tilapias
(Oreochromis niloticus) do Egito através do marcador molecular RAPD.

Desde a descoberta da técnica de RAPD por WILLIAMS et al. (1990) somente
em 1998 foi publicado por DERGAM et al. (1998) o primeiro trabalho utilizando este
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marcador para o entendimento da distibuicdo geografica e diversidade de peixes
neotropicais de agua doce no Brasil. A despeito do grande numero de trabalhos
usando este método no mundo, o Brasil ainda apresenta uma grande defasagem,
sendo que os artigos encontrados nesta area estédo restritos a peixes de aguas
continentais.

DERGAM et al. (1998) utilizaram os padrdes de similaridade genética,
baseados em marcadores de RAPD como forma de avaliar a diferenciagdo genética
de Hoplias malabaricus (trairas) oriundas dos rios Iguagu, Parana e Tibagi que séo
bacias geograficamente vizinhas. Baseando-se nos dados obtidos, os autores
sugeriram a ocorréncia de alta estruturagdo populacional desta espécie nos rios
Parana e Tibagi. Devido a semelhanca entre os alelos da cabeceira do rio Tibagi e
as amostras do rio Ilguagu sugeriram também que a populagdo do primeiro possa ser
a origem das populagbes amostradas no segundo.

A taxonomia dentro do género Hoplias é confusa, com conflitos entre autores
quanto ao numero de espécies. Apesar de morfologicamente varias populagdes
serem enquadradas dentro da espécie Hoplias malabaricus, varios citotipos
diferentes tem sido encontrados ou diferengas cariotipicas significativas. Com o}
auxilio da técnica de RAPD, PRIOLI et al. (2000) analisaram o polimorfismo
existente entre os peixes desta espécie encontrados nos rios: Formoso, Araguaia,
Jacuba, Manso e alguns individuos coletados na planicie de inundacéo do alto rio
Parana. Através da anadlise dos resultados os autores detectaram trés grupos de
individuos no alto rio Parana enquanto nos demais grupos (rio Formoso, Araguaia,
Jacuba e Manso) todos apresentaram padrdes eletroforéticos semelhantes. Estes
dados forneceram um indicativo de que estas populagdes teriam origem geografica
comum. Segundo os autores, como alguns desses rios nao se comunicam, a
semelhancga de padroes possivelmente seria resultante de interferéncia humana ou
de aves.

A planicie de inundacao do alto rio Parana consiste no unico trecho livre de
represamento do rio Parana, em territorio brasileiro, apos o fechamento da barragem
de Porto Primavera. A despeito do fato do Gymnotus cf. carapo ser uma espécie nao
migradora, residente desta planicie e o fato do pulso de inundacgéo transformar a
planicie em praticamente um so6 corpo d’agua, permite levantar a hipotese de que

esta espécie apresentaria alta homogeneidade. Devido a este fato, PRIOLI et al.
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(2000) tiveram como objetivo em seu trabalho medir a variabilidade e a distancia
genética de 36 exemplares de trés lagoas da planicie de inundagao do alto rio
Parana através da técnica de RAPD. Os resultados deste trabalho indicaram a
ocorréncia de um isolamento entre as populacdes com estruturacdo das mesmas.
Os autores sugeriram que apesar do Gymnotus cf. carapo ser uma espécie nao
migradora, o pulso de inundagao nao teve tempo de promover a homogeneizagao
das mesmas.

Quantificar a variabilidade genética de oito espécies de peixes da familia
Anostomidae através do método de RAPD foi o objetivo do trabalho desenvolvido
por CHIARI e SODRE (2001). As espécies analisadas foram: Leporinus
amblyrhynchus, Leporinus elongatus, Leporinus friderici, Leporinus obtusidens,
Leporinus octofasciatus, Leporinus straitus, Schizodon intermedius e Schizodon
nasutus. Os exemplares foram coletados de nove localidades ao longo da bacia do
rio Tibagi (Parana, Brasil). Através dos resultados obtidos foi possivel discriminar as
duas espécies de Schizodon do género Leporinus, no entanto ndo foi possivel
discriminar Leporinus obtusidens de Leporinus elongatus. A analise de RAPD indica
que estas duas espécies sao geneticamente muito similares, conclusdo também
sustentada por dados de isoenzimas.

Variabilidade genética em trés espécies de Pimelodidae catfish (lheringichthys
labrosus, Pimelodus maculatus e Pimelodus cf. absconditus) foi analisada com o
emprego das técnicas de RAPD e isoenzimas por ALMEIDA, FUNGARO e SODRE
(2001). Os exemplares foram coletados em quatro localidades na bacia do rio Tibagi:
Sertaneja, Londrina, Saponema e Tibagi. Apesar da alta similaridade entre I.
labrosus e P. cf. absconditus os resultados encontrados através destes dois
marcadores demonstraram que estes peixes pertencem a espécies diferentes.

OLIVEIRA et al. (2002) estimaram a variabilidade e a distancia genética em
populagdes do género Steindachnerina da planicie de inundagao do Alto Rio Parana
utilizando o marcador molecular RAPD. O objetivo deste trabalho foi obter indicagbes
a respeito de uma provavel homogeneizagao genética na regiao entre as espécies
S. insculpta (sem macula na nadadeira dorsal) e S. brevipinna (com macula escura
na nadadeira dorsal) devido ao aparecimento de individuos com macula
intermediaria. Os fragmentos observados nos individuos analisados mostraram um

alto grau de polimorfismo e, grande parte deles foram exclusivos de uma ou outra



18

populacdo. Os valores de distancia genética entre ambas as populagdes indicaram
ser de espécies diferentes.

Diversidade genética e suas implicagdes para a conservagado das espeécies
foram analisadas através da técnica molecular de RAPD por WASKO e GALETTI Jr.
(2002) no peixe Brycon lundii. Exemplares desta espécie foram coletados em duas
regides com condi¢des ambientais distintas do alto rio Sdo Francisco: a primeira
populagdo mais préxima da represa hidrelétrica (com baixa vazdo de agua,
temperatura e oxigénio) e a segunda localizada 20 km abaixo da mesma (com alta
vazado de agua, temperatura e oxigénio). Variagbes genéticas foram encontradas
entre as amostras coletadas nas duas regides indicando uma possivel correlagao
entre variacdo genética e area geografica. Os autores propdem através da analise
um modelo de estruturagédo populacional para o peixe Brycon lundii das duas regides
amostradas sugerindo a presencga de diferentes genes pool co-existindo.

Analisar o relacionamento genético entre duas populagdes de Astyanax
altiparanae da bacia do alto rio Parana e uma populacgao identificada como Astyanax
bimaculatus da bacia do rio Iguagu foi o objetivo do trabalho desenvolvido por
PRIOLI et al. (2002). Os marcadores utilizados neste trabalho foram o RAPD e o
mtDNA. Os resultados obtidos revelaram uma alta diversidade genética dentro de
cada populagdo com baixa distancia genética e alto fluxo génico demonstrando alta
similaridade entre as trés populagdes analisadas. Juntamente com similaridades
morfolégicas estes resultados demonstraram que a populagdo presentemente
chamada de Astyanax bimaculatus do rio Iguagu poderia ser chamada de Astyanax
altiparanae. Os autores sugerem que a populagdo de Astyanax altiparanae n&o é
endémica e mais provavelmente foi introduzida recentemente na bacia do rio Iguagu.

DERGAM et al. (2002) utilizando o marcador de RAPD bem como sequéncias
do gene miticondrial 16S interpretaram as diferengas genéticas observadas em
Hoplias malabaricus da bacia do rio Doce, sudeste do Brasil, como o resultado de
processos evolutivos diversos tais como: pressao de selegdo, deriva genética,
vicariancia e efeito do fundador. Através dos dados obtidos com os dois marcadores
os autores constataram uma complexa historia filogeografica envolvendo a bacia do
rio Doce e outras bacias adjacentes. A principal concluséo foi a de que a bacia do rio
Doce compartilha uma histéria comum com as vertentes das bacias dos rios Paraiba

do Sul e Grande, corroborando a hipotese de suas separagdes pela formacdo da
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Serra da Mantiqueira durante o periodo Plio-Pleistoceno.

HATANAKA e GALETTI Jr. (2003) detectaram a variabilidade genética em
Prochilodus marggravii de trés locais na area de influéncia da represa de Trés
Marias (MG) no rio Sdo Francisco usando a técnica RAPD. Os resultados obtidos
revelaram que os individuos coletados nos locais abaixo e proximos a represa
apresentavam um coeficiente de similaridade mais alto do que as demais amostras
coletadas em localidades afastadas da mesma. Segundo os autores este fato pode
estar relacionado a diferengas nas caracteristicas ambientais destas regides.
Através dos dados obtidos sugerem a ocorréncia de uma estruturagdo populacional
com importante implicacdo para a conservacao da variabilidade genética da distinta
populacido natural de P. marggravii.

Populagdes de Pimelodus maculatus do Rio Tieté e do Rio Paranapanema
foram amostradas e tiveram sua estrutura genética analisada através do marcador
molecular RAPD por ALMEIDA, SODRE e CONTEL (2003) com o objetivo de
contribuir para futuros estudos de conservagao desta espécie. A proporg¢ao de loci
polimérficos foi maior do que 50% nas populacdées de ambos os rios. Dados da
diversidade genética apresentaram que a despeito das nove represas hidrelétricas
existentes no Rio Tieté a populagdo se encontrava geneticamente homogénea,
enquanto que no Rio Paranapanema a populagdo se encontrava estruturada. Este
fato, segundo os autores, poderia ser devido a presenga de altas quedas d’agua
distribuidas ao longo do curso do rio.

O peixe Astyanax sp apresenta uma larga distribuicdo em rios neotropicais
com ocorréncia de uma extensiva variagdo morfolégica e cromossémica. Devido a
este fato, MATOSO, ARTONI e GALETTI Jr. (2004) empregaram o marcador
molecular RAPD para detectar a variabilidade genética através da técnica de RAPD
em 36 exemplares coletados em trés diferentes locais: sendo dois do parque de Vila
Velha do Estado do Parana e um do rio Tibagi (Parana, Brasil). Os resultados
indicaram uma alta variacdo genética entre os exemplares das trés localidades
sendo que os individuos de um dos locais do Parque de Vila Velha apresentaram um
alto grau de similaridade genética intrapopulacional. Os autores sugerem que esta
perda poderia ocorrer por endogamia ou deriva genética baseada no efeito do
fundador sendo que as diferengas genéticas encontradas poderiam ter sido

promovidas pela variagcdo ambiental.
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A formacao de represas para a construgao de usinas hidroelétricas € uma das
mais sérias alteracbes ambientais para as espécies terrestres ou aquaticas. Os
reservatorios causam modificagdes nos padrdes de dispersao de varias espécies de
peixes migratorios e, sobre certas condigbes, podem levar a extingdo de espécies
gue nao conseguem se adaptar as novas mudangas do ambiente. Devido a estas
alteracdes LEUZZI, ALMEIDA e ORSI (2004) utilizaram a técnica de RAPD para
avaliar a estrutura genética de seis populagdes do peixe Astyanax altiparanae que
habitam o baixo, médio e alto rio Paranapanema (Paranda, Brasil). Os resultados
indicaram que os exemplares do baixo Paranapanema sao altamente diferenciados
do médio e alto enquanto a diferenciacdo entre estes dois € moderada. Os dados
obtidos levaram os autores a sugeriram a ocorréncia de estruturagdo populacional
entre as populacdes destas trés localidades.

Apesar da grande interferéncia antropogénica em riachos urbanos,
informacdes sao ainda escassas sobre a variabilidade e estrutura genética de
populagdes de peixes nativos que habitam tais ambientes. SOFIA et al. (2006)
avaliaram a variabilidade e estrutura genética de trés populagcbes de peixes da
espécie Astyanax scabripinnis coletadas ao longo do riacho Cambé localizado em
Londrina (Parana, Brasil) através da técnica de RAPD. Analises realizadas neste
riacho apresentaram grandes quantidades de metais principalmente chumbo e
aluminio. Os resultados encontrados através deste marcador sugeriram que as
populagdes de A. scabripinnis do riacho Cambé se encontram estruturadas nao
sendo possivel determinar os fatores evolutivos responsaveis pela mesma.

Os trabalhos acima citados utilizando a técnica RAPD referiam-se a peixes
neotropicais de aguas continentais. A costa brasileira apresenta cerca de 8.500 km
de extensdo e possui milhares de peixes de espécies diferentes, porém, poucos
estudos tem sido realizados até o momento utilizando esta técnica em peixes
marinhos e/ou estuarinos.

AFFONSO (2004) utilizou a técnica de RAPD para determinar a variabilidade
genética e a composicdo populacional entre espécies de Pomacanthidae e
Chaetodontidae de ambientes recifais do litoral Nordeste e Sudeste do Brasil, além
de ilhas oceénicas. As espécies selecionadas foram Centropyge aurantonotus,
Holacanthus ciliaris, Holacanthus tricolor, Pomacanthus arcuatus, Pomacanthus paru

(Pomacanthidae) com ocorréncia ao longo de quase todo o litoral do Brasil e
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Chaetodon striatus (Chaetdontidae) pertencente a uma familia intimamente
relacionada. Os resultados obtidos com as analises por RAPD indicaram que as
espécies dessas familias apresentam alta variabilidade genética, com diferengas
interespecificas e interpopulacionais. O autor sugere que a metodologia utilizada
com o marcador molecular RAPD foi informativa na identificagado das espécies e util
para comparacoes intra e interespecificas.

Com base nos trabalhos anteriores, utilizou-se neste a técnica de RAPD para
detectar variabilidade intra e interespecificas nos exemplares das diferentes
localidades de Atherinella brasiliensis da Baia de Barra Grande de Camamu — Marau
(BA), Lagoa de Carapebus — Macaé (RJ), Baia de Laranjeiras e Pontal do Sul
pertencentes ao Complexo Estuarino da Baia de Paranagua (PR), Lagoa da
Conceigédo — Florianopolis (SC), Lagoa do Camacho - Laguna (SC) e Lagoa dos
Patos — Rio Grande (RS). O conhecimento da estrutura genética e populacional sera
de grande valia para estudos futuros dentro da area da conservagao, manutencao
da biodiversidade e manejo visto ser esta espécie importante fonte de renda e

alimento para as comunidades locais.
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2 OBJETIVO

Devido aos resultados encontrados no estudo realizado por DA SILVA
CORTINHAS et al. (2003) e a grande abundancia e permanéncia da espécie
Atherinella brasiliensis em ambientes estuarinos fazendo com que represente uma
importante fonte de renda e complemento alimentar para as populagdes locais, este
trabalho teve como objetivo: estimar a diversidade dos exemplares de Atherinella
brasiliensis (Teleostei, Atheriniformes, Atherinopsidae) oriundas da Baia de Barra
Grande de Camamu — Marau (BA), Lagoa de Carapebus — Macaé (RJ), Baia de
Laranjeiras e Pontal do Sul pertencentes ao Complexo Estuarino da Baia de
Paranagua (PR), Lagoa da Conceicdo - Florianépolis (SC), Lagoa do Camacho -
Laguna (SC) e Lagoa dos Patos — Rio Grande (RS) utilizando para tal abordagem
marcadores RAPD.

Para alcancar o objetivo proposto consideraram-se como metas:

a) gerar dados moleculares (DNA) que permitiram distinguir populacoes
geneticamente diferentes de A. brasiliensis;

b) avaliar a variabilidade genética das populacbes de A. brasiliensis, nas
regides destacadas acima, através do marcador RAPD;

Desta forma, tais metas permitiram responder as seguintes perguntas:

a) existe diversidade genética nuclear entre as populacbes analisadas de A.
brasiliensis?

b) os individuos analisados de A. brasiliensis oriundos das diferentes localidades
geograficas constituem de fato populagfes distintas umas das outras?

c) as populagdes estudadas de A. brasiliensis se encontram em processo de

especiacao?



23

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Foram analisados 210 exemplares de Atherinella brasiliensis (Figura 1), sendo:
- 30 de Pontal do Sul pertencentes ao Complexo Estuarino da Baia de Paranagua —
PR (25° 34’ S/ 48° 21’ W) (Figura 2);
- 30 de Laranjeiras pertencentes ao Complexo Estuarino da Baia de Paranagua - PR
(2535 S /48° 19 W) (Figura 2);
- 30 da Lagoa da Conceigao — Floriandpolis - SC (272 35’ S/ 48° 15" W) (Figura 3);
- 30 da Lagoa do Camacho — Laguna — SC (28° 28’ S / 48° 46’ W) (Figura 4);
- 30 da Lagoa dos Patos (Ponta da Marambaia) — RS (29° 43’ S/ 51° 7’ W) (Figura 5);
- 30 da Lagoa de Carapebus — Macaé — RJ (202 07’ S / 40° 18 W) (Figura 6);
- 30 da Barra Grande de Camamu — Marau — BA (13257’ S /392 08’ W) (Figura 7).

E seis exemplares de Odontesthes argentinensis da Lagoa dos Patos (Ponta
da Marambaia) — RS (292 43’ S/ 512 7" W) (Figura 5).

FIGURA 1 — EXEMPLAR DE Atherinella brasiliensis

FONTE: Luis Fernando Favaro
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FIGURA 2 - LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DO COMPLEXO ESTUARINO BAIA DE

PARANAGUA (PR)
'-.\ ESTADO DE
\\ SA0 PAULO
.
BRASIL
»
(i)
* -
Gy ﬂ £
Balefe Anionina
= 3 Baiade § ¢ d
\.. . Paranagua
J Paranag "‘l\
[=]
<] 0 3 10 Km
; , Fo U-
SThada
vul e e
ESTADO DO
PARANA
RIO
BAGUACT
Praia de Leste
AREA DE COLETA
OCEANO
ATLANTICO

FONTE: CENTRO DE ESTUDOS DO MAR (CEM) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA
NOTA: Os quadrados vermelhos da figura indicam as areas de coleta das duas populacées



FIGURA 3 — LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DA LAGOA DA CONCEICAO (SC)
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FIGURA 4 - LOCALIZACAO GEOGRAFICA DA LAGOA DO CAMACHO (SC)

a) Laguna

T
52°

Sao Miguel
wd'Oeste

& Xanxerd
Xaximg

x,_»qﬂw_ .cmpcco

PARANA

.

7_\‘Q9nc6rd-e

-'c’ampnnNauos \ ‘° Florlannpolw@
.I.enes m ha e Sinta
Pargue Nac. ll Fd
& . RI0 GRANDE DO SUL Ssodoagum S0

- -
Mty

o *Canoinhas

[ ®Porto Uniao

v

T
50°

r SANTA CATARINA
r -« Cagador
naig

.\fd-um _/ 'Iblmme
a Rio do 5
W"‘ )Cnriﬂhanus

. Psfora, -Sﬂﬂ

.U;ma[
.Bmsﬂue

\‘4 Tubarau. 'Laguna

(“Criciomas
4
Ar‘prnnguﬂ,.

7
Parque Nacional das 9 A

Aparadas da Serra L/

B0
|

OCEANO
TLANTICO

FONTE: Governo de Santa Catarina.

b) Lagoa do Camacho

Lagoa do Imakui

Praia Redonda

T Mt Ao adre

Jabaoticabaira

FONTE: NASA WORLD WIND 2005

Rio Tubarao

NOTA: O quadrado vermelho indica a area de coleta

26




FIGURA 5 - LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DA LAGOA DOS PATOS (RS)
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FIGURA 6 - LOCALIZAGAO GEOGRAFICA DA LAGOA DE CARAPEBUS (RJ)
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FIGURA 7 - LOCALIZACAO GEOGRAFICA DA BARRA GRANDE DE CAMAMU
(BA)
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3.2 METODOS

3.2.1 Das Coletas

Os exemplares das localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras pertencentes
ao Complexo Estuarino da Baia de Paranagua — PR (Figura 8a e 8b), da Lagoa dos
Patos — RS (Figura 9), da Lagoa de Carapebus - RJ (Figura 10) e da Praia Grande
de Camamu (BA) foram capturados com rede de arrasto de praia. Devido a este
artefato de pesca ser proibido na Lagoa da Conceigdo (Figura 11) e na Lagoa do
Camacho (Figura 12) no estado de Santa Catarina, os exemplares destas duas
localidades foram capturados com a utilizag&o de tarrafa.

Os peixes foram retirados da rede de arrasto de praia e da tarrafa
cuidadosamente e colocados em sacos plasticos contendo etanol 96%.

No laboratorio de Citogenética Animal da UFPR, os exemplares foram
registrados, foi retirada uma amostra de aproximadamente 1 cm do musculo dorsal,
colocados em microtubos com etanol 96%, enumerados e colocados no freezer a
—-20°C.
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FIGURA 8 - LOCAIS DE COLETA DE Atherinella brasiliensis DO COMPLEXO
ESTUARINO DA BAIA DE PARANAGUA (PR)

a) PONTAL DO SUL

FONTE: Marta Maraarete-Cestari

b) LARANJEIRAS
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FIGURA 9 — LOCAL DE COLETA DE Atherinella brasiliensis DA LAGOA DOS
PATOS (RS)

FONTE: Marlise de Azevedo Bemvenuti
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FIGURA 10— LOCAL DE COLETA DE Atherinella brasiliensis DA LAGOA DE
CARAPEBUS (RJ)

FONTE: Pedro Soares
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FIGURA 11— LOCAL DE COLETA DE Atherinella brasiliensis DA LAGOA DA
CONCEICAO (SC)

FONTE: Marta Margarete Cestari
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FIGURA 12— LOCAL DE COLETA DE Atherinella brasiliensis DA LAGOA DO
CAMACHO (SC)

FONTE: Marta Margarete Cestari
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3.2.2 Extragdo do DNA Genbémico

A metodologia utilizada para a extracdo do DNA genbmico foi a do

fenol/cloroférmio segundo SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, (1989) com
algumas modificagdes.

Foi retirada uma amostra de tecido muscular de +100 mg, colocada num
cadinho, adicionado nitrogénio liquido, e macerado;

Ap6s ser macerado, o tecido foi colocado em um microtubo de 2 mL, onde
foram adicionados 500 puL de tampdo TH (mexido levemente), 500 uL de
tampao PS (mexido levemente) e 3 uL de proteinase K (20 mg/ml);

Foi deixado no banho-maria a 50°C + uma hora (ap6s 30 minutos do tempo
inicial foram adicionados mais 3 pL de proteinase K);

Transcorrido o tempo, a amostra foi dividida em dois microtubos, onde foram
adicionados 250 uL de fenol e 250 pL de cloroférmio;

Apoés, foram levemente agitados (em torno de 90 vezes contando ida e volta);
As amostras foram colocadas na centrifuga a 13.000 rpm durante 10 minutos;
O sobrenadante foi retirado e colocado em microtubos onde foram
adicionados 250 uL de fenol e 250 uL de cloroférmio sendo levemente
agitados (em torno de 90 vezes contando ida e volta);

As amostras foram colocadas na centrifuga a 13.000 rpm durante 10 minutos;
Apés este tempo, o sobrenadante foi retirado e colocado em outros dois
microtubos e adicionado o mesmo volume de cloroférmio (foi mexido
levemente);

As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 10 minutos;

O sobrenadante foi retirado e adicionado NaCl (5 M) na propor¢ao: 20 uL de
NaCl para cada 480 uL de amostra e o dobro do volume total de etanol 100%;
Foi levemente mexido (observar-se-a a precipitacdo do DNA);

As amostras foram deixadas no freezer overnight;

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 10
minutos, sendo a seguir descartado o sobrenadante;

Foi adicionado as amostras 700 uL de etanol 70% e centrifugadas a 13.000

rpm durante 5 minutos;
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- O sobrenadante foi descartado (tomando cuidado para nao deslocar o DNA
do fundo do microtubo);
- As amostras foram lavadas com 500 pL de etanol 100% (PA);
- A seguir as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 minutos;
- O sobrenadante foi descartado e o pellet deixado secar ao ar até evaporar
bem o alcool;
- O pellet foi ressuspendido em 1/10 de tampao TE (60 uL) + RNAse (1 ulL)
(10 mg/mL);
- Foi levado ao banho-maria a 37°C por aproximadamente 1 hora e apos
guardado em freezer;
- A quantidade de DNA presente nas amostras foi estimada através da
comparacao com o DNA do fago A de concentragédo conhecida (5, 10 e 20 ng), por
meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% durante 1,30 minutos a 100 volts. A
corrida no gel permitiu também verificar a integridade do DNA extraido. Para a
comparagao com o DNA do fago A pingou-se 5 uL de cada uma das amostras de
diferentes concentragdes (5, 10 e 20 ng) do mesmo acrescidos de 2 pL da solugao
de azul de bromofenol. Do DNA total extraido de Atherinella brasiliensis pingou-se 2
uL acrescidos de 1 pL da solugdo azul de bromofenol. As amostras foram coradas
com brometo de etideo, visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas pela camera
Olympus modelo C-3040Zoom sendo a imagem capturada através do programa
Shortcut-to-digiDoc-it.
O preparo dos tampdes e solugdes utilizados na extracdo e quantificagdo do
DNA estao disponiveis no Apéndice 1 no final do trabalho.
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3.2.3 Amplificacao das Bandas de RAPD

A amplificagdo das bandas RAPD foi feita via PCR, baseada nas condi¢des
de BARDAKCI e SKIBINSKI (1994), com mistura de reagdo de volume total igual a
13 uL, contendo:

e 10 ng de DNA;

e 0,46 uM de iniciador;

e 1U de Tag-DNA Polimerase;

e 200 uM de dNTP mix;

e 2 mM MgCly.

e Tampé&o Tris-KClI (Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e KCI 50 mM);

e Agua miliQ autoclavada suficiente para completar o volume.

Para se chegar as concentragdes adequadas de MgCl, e DNA realizaram-se
alguns testes a fim de se obter um padrao fidedigno de bandas. Desta forma, evitou-
se a presenca de bandas expurias, mantendo-se um nimero que se adequasse as
analises propostas.

Nos testes utilizaram-se amostras de DNA de 15 representantes de
Atherinella brasiliensis sendo cinco pertencentes a cada uma das trés localidades
inicialmente analisadas, ou seja, Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e Lagoa da
Conceicao (SC).

Realizaram-se diferentes combinag¢des de testes variando a concentracao
de MgCl, (1,15, 2 e 2,7 mM) e DNA (10 e 20 ng), sendo mantidos os demais
reagentes da reacdo. Este procedimento teve como objetivo obter um perfil de
bandas nitido para uma melhor andlise dos resultados e identificou como melhores
concentracdes a de 2 mM para o MgCl, e de 10 ng para o DNA.

Apoés a padronizagao da reagdo de RAPD, foram testados 24 iniciadores dos
Kits OPA, OPE, OPK, OPX e OPW (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA)
para a selecdo dos oligonucleotideos que foram utilizados neste trabalho.
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Segue abaixo a relacao dos iniciadores utilizados no teste:

e OPAO01 (5-CAGGCCCTTC-3);
e OPAO06 (5-GGTCCCTGAC-3’);
e OPA07 (5-GAACGGGTG-3);
e OPEO09 (5-CTTCACCCGA-3’);
e OPKO04 (5-CCGCCCAAAG-3);
e OPK14 (5-CCCGCTACAC-3’)
e OPX04 (5-CCGCTACCGA-3’);
e OPXO05 (5-CCTTTCCCTC-3’);
e OPXO06 (5-ACGCCAGAGG-3’);
e OPX07 (5-GAGCGAGGCT-3’);
e OPX08 (5-CAGGGGTGGA-3);
e OPX11 (5-GGAGCCTCAG-3’);
e OPX13 (5-ACGGGAGCAA-3);
e OPX17 (5-GACACGGACC-3’);
e OPX18 (5-GACTAGGTGG-3);
e OPX19 (5-TGGCAAGGCA-3);
e OPX20 (5-CCCAGCTAGA-3)
e OPWO3 (5-GTCCGGAGTG-3');
e OPWO04 (5-CAGAAGCGGA-3’);
e OPWO6 (5-AGGCCCGATG-3’);
)
)

(
(
e OPWO09 (5-GTGACCGAGT-3));
e OPW13 (5-CACAGCGACA-3);
e OPW17 (5-GTCCTGGGTT-3’);
e OPW19 (5-CAAAGCGCTC-3)).

As Figuras 13 a, b e ¢ mostram os perfis de bandas obtidos através da
amplificagcdo com cada um dos iniciadores citados acima. Para a amplificacdo com
os iniciadores OPX05, OPE09, OPX11, OPX04, OPW09, OPW17 e OPW04, OPX07,
OPA06 e OPWO03 (Figura 13a) foram utilizados trés exemplares, sendo um de cada
localidade estudada inicialmente, ou seja, Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e Lagoa

da Conceicao (SC). Para os iniciadores OPA01, OPA07, OPW06, OPW13, OPW19,
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OPX06, OPX18, OPX19, OPK04 e OPK14 (Figura 13b) foram utilizados quatro
exemplares sendo um de Pontal do Sul (PR), um de Laranjeiras (PR) e dois de
Lagoa da Conceicao (SC). O objetivo de ter sido utilizado um exemplar a mais da
localidade de Lagoa da Conceicao (SC) neste segundo teste foi para verificar se a
presenca de RNA no DNA extraido interferiria na reacdo de PCR. Observou-se
através do resultado que a presenca de RNA nao interfere no produto de
amplificagéo. Este resultado foi de fundamental importéncia, visto que no método de
extracdo de DNA utilizado em nosso trabalho, mesmo com o uso de RNAse,
verificou-se que ocorria presenca de RNA. Através deste resultado, prosseguimos
com as reagbes de PCR mesmo na presenca de RNA constatando que a
amplificagdo do DNA ocorria normalmente.

A Figura 13 c apresenta o padrédo de bandas obtido com os iniciadores
OPX08, OPX13, OPX17, OPX18 e OPX20. Foram usados novamente exemplares
das trés localidades iniciais, ou seja, Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e Lagoa da
Conceicao (SC).

Dos 24 iniciadores testados, foram escolhidos para o presente trabalho 12
que estao relacionados a seguir com base na repetibilidade apresentada, padréao
nitido de bandas e presenca de bandas polimorficas.

- OPW03, OPW04, OPW06, OPW09, OPW17, OPX04, OPX07, OPX17,
OPX20, OPA06, OPE09 e OPK14.

O termociclador da marca TECHNE foi programado segundo as condicdes
propostas por ALMEIDA (1998), com uma etapa inicial de 4min a 92° C, seguidos de
40 ciclos de 1min a 92° C, 1min30 a 40° C e 2min a 72° C. A etapa final consta de:
72° C por 5min seguido de resfriamento a 20° C por 20min e 42 C por 30min. Um
controle negativo (com auséncia de DNA) foi realizado em cada grupo de
amplificagées. Devido a problemas de ordem técnica, foi necessaria a substituicao
do termociclador TECHNE por outro da marca EPPENDORF. Como tanto as
condicoes de PCR quanto a programacdo do novo equipamento ndo sofreram
alteracdo, foram obtidos os mesmos padrées de bandas para os diferentes
iniciadores utilizados.

O preparo do tampao e do gel para a corrida eletroforética, a diluicdo do
iniciador e a concentracao dos reagentes na PCR para um volume de 13 pL estao

disponiveis no Apéndice 1 no final do trabalho.
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FIGURA 13 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD EM GEL DE

AGAROSE 1,4% EM EXEMPLARES DE Atherinella brasiliensis
PARA TESTE DOS INICIADORES
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NOTA: Marcador de peso molecular de 100 pb (12 banda com 2072 pb e 22 com 1500 pb
variando a seguir de 100 em 100) representado a esquerda do gel. Controle negativo
na 22 coluna. Amplificagdo realizada em trés exemplares sendo o primeiro de Pontal
o Sul (PR), o segundo de Laranjeiras (PR) e o terceiro de Lagoa da Conceigéao (SC).
A seqléncia dos iniciadores testados, da esquerda para a direita: OPX05, OPEQ9,
OPX11, OPX04, OPW09, OPW17, OPW04, OPX07, OPA06 e OPWO03.
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NOTA: Marcador de peso molecular de 100 pb (12 banda com 1434 pb e 22 com 1000 pb
variando a seguir de 100 em 100) representado a esquerda do gel. Controle negativo
na 22 coluna. Amplificagao realizada em quatro exemplares sendo o primeiro de
Pontal o Sul (PR), o segundo de Laranjeiras (PR) e os dois Ultimos de Lagoa da
Conceicao (SC). A sequéncia dos iniciadores testados, da esquerda para a direita:
OPA01, OPA07, OPWO06, OPW013, OPW019, OPX06, OPX18, OPX19, OPK04 e
OPKO014.
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NOTA: Marcador de peso molecular de 100 pb (12 banda com 1434 pb e 22 com 1000 pb
variando a seguir de 100 em 100) representado na 12 e 172 coluna. Controle negativo
apdés o ladder (182 coluna). Amplificagéo realizada em trés exemplares sendo o
primeiro de Pontal o Sul (PR), o segundo de Laranjeiras (PR) e o ultimo de Lagoa da
Conceicao (SC). A seqléncia dos iniciadores testados, da esquerda para a direita:
OPX08, OPX13, OPX17, OPX18 e OPX20.
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3.2.4 Andlise Eletroforética de RAPD

Os produtos de amplificagdo (13 uL) acrescidos de 3 uL do corante azul de
bromofenol foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,4%, submerso em
tampao TBE (1X), durante 4h a uma voltagem de 60 V. Apéds, foram corados com
brometo de etideo (0,05%) durante 20min e visualizados sob luz ultravioleta. O gel
foi entdo fotografado pela camera Olympus modelo C-3040Zoom e a imagem
capturada através do programa Shortcut-to-digiDoc-it. Foi utilizado o aplicativo Corel
Photo-Paint 9 para a analise e comparacgao dos fragmentos amplificados. O tamanho
dos fragmentos pode ser determinado comparando-se a distancia migrada pelos
mesmos com as bandas de um marcador padrdo (Ladder de 100 pb, PB-L produtos
Bio-Logicos).

Os produtos amplificados pelos iniciadores na espécie Atherinella brasiliensis
foram selecionados a partir de padrbes de intensidade, reprodutibilidade e maior
numero de bandas polimorficas. Os padroes de RAPD foram comparados  dentro
(diferencas interindividuais) e entre o0s locais de coleta (diferencas
interpopulacionais).
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3.2.5 Anélises Estatisticas

A partir da observacao das imagens dos géis de RAPD, avaliou-se o padrao
de bandas gerado, ao qual foi atribuido o valor de 1 ou 0 para a presenca ou
auséncia do fragmento, respectivamente. Para tal, assumiu-se que alelos de
diferentes locus ndo migram para a mesma posicao no gel e que cada banda
representa um loco Mendeliano com caracteristicas dominantes e em equilibrio, com
um alelo nulo recessivo nao visivel (LYNCH; MILLIGAN, 1994). Assim, com a
utilizagdo do programa NTSYS versédo 2.1 (Numerical and Multivariate Analysis
System; ROHLF, 2000) foram contruidas matrizes de similaridade, adotando-se o
coeficiente de JACCARD (1901) como a seguir: J=a/(a+b+c), onde a corresponde ao
nuamero de concordancias positivas entre dois individuos x e y; b ao numero total de
caracteristicas Unicas presentes no individuo x e ¢ ao total de caracteristicas Unicas
no individuo y. A partir da matriz de similaridade genética dois Gréaficos de
Coordenadas Principais (PCO) foram gerados (bi e tri dimensionais) para verificar a
dispersao dos individuos das localidades amostradas.

Através do mesmo programa, realizou-se a correlacdo cofenética para
comparar as duas matrizes simétricas e analises de agrupamento foram realizadas
pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetical Average)
(SNEATH; SOKAL, 1973). Valores de bootstrap foram obtidos com o uso do
programa BOOD versao 3.03 (COELHO, 2004).

O Teste de MANTEL (1967) foi utilizado por meio do programa MANTEL
STRUCT 1.0 (MILLER, 1999) para avaliar a diferenciacdo genética entre as
populacées de Atherinella brasiliensis através da comparagdo entre a matriz de
similaridade e uma matriz modelo que expressa as origens dos individuos.

Uma matriz euclideana de distdncia genética foi usada para gerar uma
AMOVA (Anélise de Variancia Molecular) segundo EXCOFFIER et al. (1992) a partir
do software ARLEQUIN versdo 2000 (SCHNEIDER et al., 2000) a fim de estimar a
estruturacdo genética entre as localidades analisadas. Esta andlise fornece os
valores de Bgsr1, analogo ao Fst de WRIGHT (1978), o qual representa uma medida
do grau de diferenciagdo genética ou de subdivisdo interpopulacional (SLATKIN,
1993). Segundo WRIGHT (1978), valores entre 0 e 0,05 indicam pouca

diferenciagdo genética, entre 0,05 e 0,15 indicam uma diferenciagdo moderada,
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entre 0,15 e 0,25, uma alta diferenciacdo e valores acima de 0,25 representariam

uma diferenciagéo genética muito alta.
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4 RESULTADOS

Através dos 12 iniciadores escolhidos realizou-se dois tipos de andlises:

1) Para o agrupamento entre os individuos das sete diferentes localidades
empregou-se o0 método UPGMA sendo que a espécie Odontesthes argentinensis foi
utilizada como grupo externo. A Atherinella brasiliensis € a Unica representante do
seu género no Oceano Atlantico (DYER, 2006), sendo assim, o O. argentinensis foi a
espécie mais proxima possivel de ser coletada na costa brasileira. Com o auxilio do
programa NTSYS 2.1, Graficos de Coordenadas Principais (bi e tridimensionais)
foram gerados através da matriz de similaridade de JACCARD para verificar a
dispersdo dos individuos das diferentes regides. O objetivo de ter sido usado um
grupo externo foi o de avaliar se os exemplares das diferentes localidades
amostradas pertenciam a uma mesma espécie. Nesta etapa obteve-se 183 bandas
sendo 78 exclusivas de Odontesthes argentinensis, 81 de Atherinella brasiliensis e
24 comuns as duas espécies (Tabela 2).

2) Para gerar a AMOVA e realizar o Teste de MANTEL utilizou-se 105 bandas
pertencentes a espécie Atherinella brasiliensis (87 polimérficas e 24 monomorficas;
Tabela 2). Como os exemplares da localidade de Barra Grande de Camamu (BA)
apresentaram uma diferenciacdo genética muito alta em relacao aos individuos das
demais regides amostradas, dois diferentes tipos de Graficos de Coordenadas
Principais foram gerados: com e sem a presenga dos mesmos. A finalidade foi
verificar de uma forma mais clara a dispersdo dos exemplares das demais
localidades.

A relagdo dos 12 iniciadores selecionados e as respectivas bandas geradas
estao representados na Tabela 2. O perfil de bandas obtido através da amplificacao
com o iniciador OPX07 foi o escolhido para apresentacédo neste trabalho devido a
presengca de um consideravel numero de fragmentos com eficiente nitidez e
reprodutibilidade (Figura 14). A ordem em que os exemplares foram amostrados nos
géis de agarose nao foi aleatéria, sendo disponibilizados de acordo com um
esquema que propiciasse a analise comparativa intra e interpopulacional sendo
repetido para os demais iniciadores.

Da Figura 15 a 21 estado representados os perfis eletroforéticos de RAPD
obtidos através da amplificacdo com os iniciadores OPW03, OPW04, OPWOQ6,
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OPWOQ09, OPX17, OPE09 e OPK14. Na composicao desses géis, foram utilizados
quatro exemplares de cada uma das sete localidades estudadas e trés exemplares
do grupo externo com o propdsito de comparar os padrées de bandas dos individuos

de cada local num mesmo gel, bem como avaliar a repetibilidade das mesmas.
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TABELA 2 - TAMANHO APROXIMADO (PB) DOS FRAGMENTOS DE DNA GERADOS A PARTIR DA REACAO DE RAPD
EM Odontesthes argentinensis E Atherinella brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES A PARTIR DE

12 INICIADORES

Bandas ~pb

Iniciador | 1 [ 2 3 | 4 5 6 7 8 o | 10 [ 1 | 12 [ 13 | 14| 15 [ 16 | 17 [ 18 [ 19 ] 20 | 21 | 22
OPW03  1700° 1550 1500~  1400° 1230 1200~ 1100° 1000 _ 850 730  650° 350"
OPW04  1400*  1350*  1200* 1100 1000 830"  800*  750**  700**  650* 450  420* 380"  280**
OPWO06 1650  1400*  1250** 1200~ 1150 1100 980"  950*  900* 830"  800*  750** 600" 550** 530" 450** 400"  350* 300"
OPWO09  1800* 1700 1600  1530*  1500**  1300*  1250* 1150  1050** 1000*  880**  800*  750** 700* 680** 600* 500* 420 380* 200
OPW17 1600  1550* 1300  1080*  1050**  1000*  750*  720**  620**  580** 500" 450"
OPX04 2000  1650*  1600**  1550**  1500**  1400*  1380**  1280* 1250** 1200* 1180** 1000  950* 900* 850  800* 750** 700* 680" 450** 400 320"
OPX07  1500*  1434*  1350** 1200  1150**  1100**  1000*  950**  900**  820* 700" 620  600** 580" 520  480* 400"
OPX17 1600  1580*  1550*  1350* 1300  1200*  1150*  1100*  1080* 1000** 950**  850* 800 750** 700  600** 530**
OPX20  1800*  1500*  1400*  1250**  1150*  1100**  950*  850**  800*  720*  700° 580 370" 350" 280**  190**
OPAO6 1800 1450 1400 900  800* 750  700*  650**  580** 530"  500°  400**
OPE0O9 1100  950** 800 710 650  580*  480* 320"
OPK14  1550* 1400  1300** 1200~  1100** 980  900*  850**  780*  720* 650 550 520" 500"

Nota: *: bandas exclusivas de Odontesthes argentinensis

**: bandas exclusivas de Atherinella brasiliensis
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FIGURA 14 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella
brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES ANALISADAS E  Odontesthes
argentinensis (GRUPO EXTERNO) OBTIDO ATRAVES DO INICIADOR OPX07
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 21 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR) e da coluna 22 a 31 os exemplares de Laranjeiras.
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 11 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da coluna 12 a 20 os exemplares de Laranjeiras e da 21 a 30 os
de da Lagoa da Conceigao (SC).
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c)
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NOTA: A primeira e a 312 coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 11 estdo representados os exemplares da localidade de
Laranjeiras, da 12 a 30 mais a 33 estao os da Lagoa da Conceicédo (SC) e a coluna
32 contém o controle negativo.
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 8 estao representados os exemplares da localidade de
Lagoa do Camacho (SC), da coluna 9 a 15 os de Lagoa do Patos (RS), da coluna 16
a 22 os de Lagoa de Carapebus (RJ), da 23 a 24 de Pontal do Sul (PR), da 25 a 26
de Laranjeiras (PR), da 27 a 28, de Lagoa da Conceicdo e da 29 a 31 os
Odontesthes argentinensis (grupo externo).
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 11 estao representados os exemplares da localidade da
Lagoa do Camacho (SC), da coluna 12 a 21 os de Lagoa dos Patos (RS) e da 22 a
31 os de Lagoa de Carapebus (RJ).
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 11 estao representados os exemplares da localidade da
Lagoa do Camacho (SC), da coluna 12 a 21 os de Lagoa dos Patos (RS) e da 22 a
31 os de Lagoa de Carapebus (RJ). A seta indica o fragmento de aproximadamente
900 pb encontrado em um exemplar somente (de Lagoa de Carapebus - RJ) dentre
os 210 analisados.
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NOTA: A lltima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular (Ladder de
100 pb, PB-L Productos Bio-Logicos) tendo uma primeira banda adicional de 1434
pb. Da coluna 2 a 4 estéo representados os exemplares da localidade da Lagoa do
Camacho (SC), da coluna 5 a 7 os de Lagoa dos Patos (RS), da 8 a 10 os de Lagoa
de Carapebus (RJ), na 11 um exemplar de Laranjeiras (PR), 12 de Pontal do Sul, 13
de Laranjeiras, 14 de Lagoa da Conceicdo e da 15 a 17 os Odontesthes
argentinensis (grupo externo). Controle negativo na 192 coluna.
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceicao (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA).
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 28 estao representados os exemplares da localidade de
Barra Grande de Camamu (BA). Controle negativo na 302 coluna.
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FIGURA 15 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella

brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPW03
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceicao (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis). A seta indica o fragmento de aproximadamente 730 pb que ocorreu
em 100% dos exemplares da localidade de Barra Grande de Camamu (BA), em 30%
dos exemplares das localidades de Pontal do Sul (PR), Laranjeiras (PR) e Lagoa da
Conceicao (SC), em 3,3% dos de Lagoa de Carapebus (RJ), estando ausente nos da
Lagoa do Camacho (SC) e Lagoa dos Patos (RS).
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FIGURA 16 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella
brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPW04
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceicao (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis).
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FIGURA 17 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella
brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPW06
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adiciona
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceicao (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis).
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FIGURA 18 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella
brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPW09
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceicao (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis).
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FIGURA 19 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella
brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPX17
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceigdo (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis). A seta indica o fragmento de aproximadamente 600 pb que ocorreu
exclusivamente nos exemplares de Barra Grande de Camamu (BA).
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FIGURA 20 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella

brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPE09
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NOTA: A primeira e a ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-Lo6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceigdo (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus (RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis).
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FIGURA 21 — PERFIL ELETROFORETICO DE BANDAS DE RAPD DE Atherinella
brasiliensis DE SETE DIFERENTES LOCALIDADES E Odontesthes
argentinensis OBTIDOS ATRAVES DO INICIADOR OPK14
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NOTA: A primeira e a Ultima coluna contém os fragmentos marcadores de peso molecular
(Ladder de 100 pb, PB-L Productos Bio-L6gicos) tendo uma primeira banda adicional
de 1434 pb. Da coluna 2 a 5 estao representados os exemplares da localidade de
Pontal do Sul (PR), da 6 a 9 os de Laranjeiras (SC), da 10 a 13 os de Lagoa da
Conceigdo (SC), da 14 a 17 os da Lagoa do Camacho (SC), da coluna 18 a 21 os de
Lagoa dos Patos (RS), da 22 a 25 da Lagoa de Carapebus(RJ), da 26 a 29 os da
Barra Grande de Camamu (BA) e da 30 a 32 o grupo externo (Odontesthes
argentinensis). A seta indica o fragmento de aproximadamente 650 pb que esteve
presente nos exemplares de todas as localidades (em diferentes proporcoées) com
excegdo dos da Lagoa de Carapebus (RJ).
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A variacao de freqiiéncias de algumas bandas de Atherinella brasiliensis foi
significativa entre as localidades amostradas, principalmente para os individuos da
Barra Grande de Camamu (BA) (Tabela 3). Bandas especificas foram visualizadas
em exemplares de diferentes localidades sendo consideradas como marcadores
diagndsticos Uteis. A banda gerada pelo iniciador OPWO0S3 (Figura 15 — vide seta) de
aproximadamente 730 pb ocorreu em 100% dos exemplares da localidade de Barra
Grande de Camamu (Tabela 3) estando ausente nos individuos da Lagoa do
Camacho (SC) e Lagoa dos Patos (RS). O fragmento gerado pelo iniciador OPX17
(Figura 19 — vide seta), com tamanho aproximado de 600 pb sé ocorreu nos
exemplares da Bahia (Tabela 3) enquanto a banda de aproximadamente 650 pb
gerada pelo iniciador OPK14 (Figura 21- vide seta) esteve presente em todas as
localidades com exce¢ao dos exemplares da Lagoa de Carapebus (RJ) (Tabela 3).
Determinados fragmentos como o gerado através da amplificagdo com o iniciador
OPXO07 foi identificado em somente um ou dois individuos de uma dada localidade e
foram determinantes para o diagnostico da diversidade genética intrapopulacional
(Tabela 3 e seta na Figura 14f - aproximadamente 900 pb).

Para a analise de agrupamento UPGMA, as bandas de RAPD das espécies
A. brasiliensis e O. argentinensis foram utilizadas para a construcdo de um
Dendrograma de similaridade genética (Apéndice 2). A correlacdo entre as matrizes
(correlagéo cofenética=0,97) foi estatisticamente alta demonstrando ocorrer uma
correspondéncia entre as matrizes geradas a partir do Dendrograma e a obtida pelos
dados fornecidos. As analises de bootstrap ndo apoiaram as maiores ramificacées
que apresentaram baixos valores evitando desta forma qualquer conclusao
consistente sobre quais delas retnem um grande numero de individuos. Entretanto,
foi observada a formagéo de dois grupos maiores, ou seja, dos exemplares de Barra
Grande de Camamu (BA) e dos O. argentinensis (grupo externo). Por meio dos
resultados obtidos, pode-se inferir que o Dendrograma gerado ndo foi a melhor
representacdo do padrdo de divergéncia genética entre os exemplares das
localidades analisadas, ndo sendo portanto, apresentado no corpo principal do
trabalho. Foram fornecidos no Dendrograma os valores de bootstrap acima de 40,0.

Desta maneira, o Grafico de Coordenadas Principais (PCO) baseado na
similaridade de JACCARD foi a melhor indicacdo da diversidade genética entre os

individuos das regides amostradas. Para esta andlise trés graficos foram gerados:
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1) PCO incluindo o grupo externo com a finalidade de avaliar se os exemplares das
sete localidades analisadas pertenciam a mesma espécie (Figura 22);

2) PCO com os individuos das sete regides analisadas a fim de avaliar a distribuicao
da diferenciacao genética (Figura 23);

3) PCO excluindo os individuos da localidade de Barra Grande de Camamu (BA)
visto que foi encontrada uma alta divergéncia entre os mesmos e as demais regides
analisadas interferindo na verificagdo de como estas estavam se distribuindo
realmente (Figura 24).

Devido ao fato de ndo terem sido obtidos valores expressivos nos eixos X e Y
dos PCOs bidimensionais foram apresentados no trabalho os resultados dos PCOs
tridimensionais. Esta medida teve como objetivo confirmar os dados encontrados
anteriormente da distribuicdo da diversidade genética entre os individuos das
localidades estudadas (Apéndice 3) assegurando desta maneira, a confiabilidade
dos resultados. Os dados foram ratificados, apesar dos valores referentes aos eixos
das abcissas e ordenadas terem sido igualmente baixos. Porém, devido ao fato
destes dados terem sido corroborados pelo Teste de MANTEL (Tabela 4) e pela
AMOVA (Tabela 5) podemos considera-los confiaveis.

Os resultados referentes ao Teste de MANTEL estdo representados na
Tabela 4 e fornecem o grau de diferenciagdo entre os exemplares das diferentes
regides. Os valores deste teste variam entre -1 e +1 e como se pode observar
através dos dados obtidos os individuos dos diferentes locais analisados
apresentam uma correlagdo positiva. A diferenciacdo genética encontrada entre os
exemplares da localidade de Barra Grande de Camamu (BA) e as demais foi alta
(acima de 0,50) considerando-se que todos os individuos analisados pertencem a
uma mesma espécie. Os valores de p foram altamente significativos para todas as
localidades com exceg¢do aqueles referentes as localidades de Pontal do Sul e
Laranjeiras (PR) cujo valor foi de 0,1082. Este valor n&o significativo foi encontrado
também na AMOVA para as mesmas regioes.

Os dados obtidos através da Analise de Variancia dos Marcadores
Moleculares (AMOVA) estao representados na Tabela 5 e variam de 0 a 1. A
interpretacao dos valores de Fst, Gst ou Bst € semelhante: valores ndo significativos
indicam que a hip6tese nula da panmixia ndo pode ser rejeitada e indicam a

necessidade de outros estudos para verificacdo da homogeneidade. Para
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estimativas significativamente diferentes de zero, valores entre 0 e 0,05 indicam
baixa estruturagcéo, valores entre 0,05 e 0,25 indicam estruturagdo moderada e
acima de 0,25 indicam uma alta estruturagao populacional (WRIGHT, 1978). Como
relatado anteriormente, os valores de p foram altamente significativos com excecgao
das localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) cujo resultado foi de 0,08992.
Desta forma, pode-se relacionar os valores encontrados na AMOVA com os
fornecidos pelo Teste de MANTEL e sugere-se a existéncia de quatro populacoes
distintas:

POPULAGCAO 1: formada pelas localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e
pela localidade de Lagoa da Conceigéao (SC);

POPULACAO 2: formada pelas localidades de Lagoa do Camacho (SC) e Lagoa
dos Patos (RS);

POPULACAO 3: formada pela localidade de Lagoa de Carapebus (RJ);
POPULAGCAO 4: formada pela localidade de Barra Grande de Camamu (BA).

Estes resultados foram corroborados principalmente pelos Graficos de
Coordenadas Principais bidimensionais (Figuras 23 e 24), pelos Graficos de
Coordenadas Principais tridimensionais (Apéndice 3) e pelo Dendrograma (Apéndice
2).

Quanto aos tipos de analises realizadas neste trabalho algumas inferéncias
devem ser feitas. Os Graficos de Coordenadas Principais bi e tridimensionais obtidos
a partir da matriz de similaridade de JACCARD por meio do programa NTSYS 2.1
forneceram melhores resultados a respeito do agrupamento entre os exemplares das
diferentes localidades do que o Dendrograma. Para as analises de diferenciacao e
estruturacdo genética, tanto o programa ARLEQUIN versdo 2000 para gerar a
AMOVA quanto o MANTEL STRUCT 1.0 para realizar o Teste de MANTEL
forneceram resultados satisfatorios. Porém, devido a facilidade de realizagdo dos
testes, o programa MANTEL STRUCT 1.0 deve ser utilizado em detrimento do
ARLEQUIN 2000.
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TABELA 3 — FREQUENCIA DE ALGUMAS BANDAS DE RAPD DE Atherinella brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES

ANALISADAS GERADAS A PARTIR DA AMPLIFICACAO COM OS 12 INICIADORES UTILIZADOS NESTE

TRABALHO

(continua)

Iniciador/Localidade | Pontal do Laranjeiras Lagoa da Lagoa do Lagoa dos Lagoa de Barra
Sul (PR) (PR) Conceigao Camacho Patos (RS) Carapebus Grande de
(SC) (SC) (RJ) Camamu
(BA)

Primer OPW03
a) ~730 pb 26,6% 30% 23,3% 0% 0% 3,3% 100%
Primer OPW04
a) ~830 pb 13,3% 16,6% 10% 16,6% 16,6% 20% 3,3%
Primer OPW06
a) ~1650 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 80%
b) ~1200 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%
c) ~550 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 70%
Primer OPW09
a) ~1700 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 70%
b) ~1050 pb 0% 3,3% 0% 3,3% 0% 0% 0%
Primer OPW17
a) ~620 pb 70% 73,3% 36,6% 3,3% 23,3% 40% 10%
Primer OPX04
a) ~1000 pb 0% 3,3% 3,3% 3,3% 3,3% 6,6% 36,6%
b) ~400 pb 6,6% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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TABELA 3 — FREQUENCIA DE ALGUMAS BANDAS DE RAPD DE Atherinella brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES
ANALISADAS GERADAS A PARTIR DA AMPLIFICACAO COM OS 12 INICIADORES UTILIZADOS NESTE
TRABALHO

(continuagao)

Iniciador/Localidade | Pontal do Sul Laranjeiras Lagoa da Lagoa do Lagoa dos Lagoa de Barra Grande
(PR) (PR) Conceigao Camacho Patos (RS) Carapebus de Camamu
(SC) (SC) (RJ) (BA)

Primer OPX07

a) ~1434 pb 10% 0% 3,3% 6,6% 0% 13,3% 53,3%
b) ~1350 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 76,6%
c) ~1150 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 93,3%
d) ~900 pb 0% 0% 0% 0% 0% 3,3% 0%
e) ~620 pb 6,6% 6,6% 6% 33,3% 30% 36,6% 60%
Primer OPX17

a) ~1300 pb 93,3% 80% 83,3% 83,3% 86,6% 76,6% 16,6%
b) ~ 800 pb 16,6% 16% 26,6% 30% 6,6% 0% 10%
c) ~750 pb 100% 100% 100% 100% 100% 96,6% 43,3%
d) ~700 pb 40% 30% 16,6% 30% 36,6% 60% 6,6%
e) ~600 pb 0% 0% 0% 0% 0% 0% 30%
f) ~5630 pb 100% 100% 100% 100% 100% 100% 53,3%
Primer OPX 20

a) ~850 pb 0% 0% 3,3% 0% 0% 50% 0%
b) ~370 pb 0% 0% 0% 0% 0% 50% 0%
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TABELA 3 — FREQUENCIA DE ALGUMAS BANDAS DE RAPD DE Atherinella brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES
ANALISADAS GERADAS A PARTIR DA AMPLIFICACAO COM OS 12 INICIADORES UTILIZADOS NESTE
TRABALHO

(concluséo)

Iniciador/Localidade | Pontal do Sul Laranjeiras Lagoa da Lagoa do Lagoa dos Lagoa de Barra Grande
(PR) (PR) Conceigao Camacho Patos (RS) Carapebus de Camamu
(SC) (SC) (RJ) (BA)

Primer OPA06

a) ~650 pb 3,3% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
b) ~580 pb 0% 0% 0% 0% 0% 6,6% 0%
c) ~400 pb 0% 0% 0% 3,3% 0% 0% 0%
Primer OPEQ9

a) ~1100 pb 10% 13,3% 3,3% 3,3% 0% 53,3% 0%
b) ~800 pb 0% 0% 0% 0% 0% 0% 10%
c) ~710 pb 0% 0% 0% 0% 0% 0% 6,6%
d) ~650 pb 33,3% 40% 13,3% 20% 10% 0% 3,3%
Primer OPK14

a) ~980pb 0% 0% 0% 10% 0% 0% 0%
b) ~850 pb 3,3% 3,3% 10% 0% 0% 6,6% 10%
c) ~650 pb 43,3% 30% 46,6% 50% 83,3% 0% 3,3%
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FIGURA 22 — GRAFICO DE COORDENADAS PRINCIPAIS OBTIDO A PARTIR DA

MATRIZ DE SIMILARIDADE DE JACCARD

(1901) PARA AS

ESPECIES Atherinella brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES
ANALISADAS E Odontesthes argentinensis (GRUPO EXTERNO)
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NOTA: Em azul estdo representados os exemplares Odontesthes argentinensis (grupo
externo), em amarelo os exemplares de Atherinella brasiliensis da localidade de
Barra Grande de Camamu (BA) e em vermelho os exemplares das demais

localidades
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FIGURA 23 — GRAFICO DE COORDENADAS PRINCIPAIS OBTIDO A PARTIR DA
MATRIZ DE SIMILARIDADE DE JACCARD (1901) PARA A ESPECIE
Atherinella brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES ANALISADAS
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NOTA: Em laranja estao representados os exemplares de Barra Grande de Camamu (BA),
em amarelo os de Lagoa de Carapebus (RJ), em azul os de Lagoa dos Patos (RS),
em rosa os de Lagoa do Camacho (SC), em vermelho os de Lagoa da Conceigao
(SC), em verde os de Laranjeiras (PR) e em preto os de Pontal do Sul (PR)
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FIGURA 24 — GRAFICO DE COORDENADAS PRINCIPAIS OBTIDO A PARTIR DA
MATRIZ DE SIMILARIDADE DE JACCARD (1901) PARA A ESPECIE
Atherinella brasiliensis DAS LOCALIDADES DE PONTAL DO SUL E
LARANJEIRAS (PR), LAGOA DA CONCEICAO E LAGOA DO
CAMACHO (SC), LAGOA DOS PATOS (RS) E LAGOA DE
CARAPEBUS (RJ)
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NOTA: Em amarelo estao representados os exemplares de Lagoa de Carapebus (RJ), em
azul os de Lagoa dos Patos (RS), em rosa os de Lagoa do Camacho (SC), em
vermelho os de Lagoa da Conceicdo (SC), em verde os de Laranjeiras (PR) e em
preto os de Pontal do Sul (PR)
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TABELA 4 — TESTE DE MANTEL (1967) OBTIDO ATRAVES DE 10.000

PERMUTACOES ALEATORIAS
Populacées r o]
Pontal do Sul (PR) x Laranjeiras (PR) 0,0177 0,1082"
Pontal do Sul (PR) x Lagoa da Conceicdo (PR) 0,1142 0,0001
Pontal do Sul (PR) x Lagoa do Camacho (SC) 0,3290 0,0001
Pontal do Sul (PR) x Lagoa dos Patos (RS) 0,2495 0,0001
Pontal do Sul (PR) x Lagoa de Carapebus (RJ) 0,3568 0,0001
Pontal do Sul (PR) x Barra Grande de Camamu (BA) 0,5162 0,0001
Laranjeiras (PR) x Lagoa da Conceigao (SC) 0,0847 0,0002
Laranjeiras (PR) x Lagoa do Camacho (SC) 0,3128 0,0001
Laranjeiras (PR) x Lagoa dos Patos (RS) 0,2194 0,0001
Laranjeiras (PR) x Lagoa de Carapebus (RJ) 0,2883 0,0001
Laranjeiras (PR) x Barra Grande de Camamu (BA) 0,5187 0,0001
Lagoa da Conceicao (SC) x Lagoa do Camacho (SC) 0,3519 0,0001
Lagoa da Conceicao (SC) x Lagoa dos Patos (RS) 0,2433 0,0001
Lagoa da Conceicao (SC) x Lagoa de Carapebus (RJ) 0,3479 0,0001
Lagoa da Conceicao (SC) x Barra Grande de Camamu (BA) 0,5462 0,0001
Lagoa do Camacho (SC) x Lagoa dos Patos (RS) 0,0392 0,0207
Lagoa do Camacho (SC) x Lagoa de Carapebus (RJ) 0,3219 0,0001
Lagoa do Camacho (SC) x Barra Grande de Camamu (BA) 0,4996 0,0001
Lagoa dos Patos (RS) x Lagoa de Carapebus (RJ) 0,2586 0,0001
Lagoa dos Patos (RS) x Barra Grande de Camamu (BA) 0,5007 0,0001
Lagoa de Carapebus (RJ) x Barra Grande de Camamu (BA) 0,5423 0,0001

NOTA: ": n&o significativo
negrito > alta diferenciacdo genética
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TABELA 5 — ANALISE DE VARIANCIA DE MARCADORES MOLECULARES
(AMOVA — EXCOFFIER, 1992)

Fonte de Percentagem

Populacoes Variacéo de Variacdo Ost P

Pontal do Sul x Laranjeiras Entre loc. 1,05 0,01046 0,08992"™
Dentro loc. 98,95

Pontal do Sul x Lagoa da Conceigdo  Entre loc. 5,62 0,05622 0,00000
Dentro loc. 94,38

Pontal do Sul x Lagoa do Camacho Entre loc. 15,09 0,15089 0,00000
Dentro loc. 84,91

Pontal do Sul x Lagoa dos Patos Entre loc. 11,76  0,11757 0,00000
Dentro loc. 88,24

Pontal do Sul x Lagoa de Carapebus  Entre loc. 16,68 0,16677 0,00000
Dentro loc. 83,32

Pontal do Sul x Barra Grande de Entre loc. 32,75 0,32754 0,00000

Camamu Dentro loc. 67,25

Laranjeiras x Lagoa da Conceigao Entre loc. 442 0,04421 0,00000
Dentro loc. 95,58

Laranjeiras x Lagoa do Camacho Entre loc. 15,21  0,15213 0,00000
Dentro loc. 84,79

Laranjeiras x Lagoa dos Patos Entre loc. 10,74 0,10743 0,00000
Dentro loc. 89,26

Laranjeiras x Lagoa de Carapebus Entre loc. 14,32 0,14320 0,00000
Dentro loc. 85,68

Laranjeiras x Barra Grande de Entre loc. 19,99 0,30382 0,00000

Camamu Dentro loc. 80,01

Lagoa da Conceigao x Lagoa do Entre loc. 16,33 0,16327 0,00000

Camacho Dentro loc. 83,67

Lagoa da Conceigao x Lagoa dos Entre loc. 12,02 0,12020 0,00000

Patos Dentro loc. 87,98

Lagoa da Conceigéo x Lagoa de Entre loc. 16,15 0,16154 0,00000

Carapebus Dentro loc. 83,85

Lagoa da Conceigéo x Barra Grande  Entre loc. 34,82 0,34822 0,00000

de Camamu Dentro loc. 65,18

Lagoa do Camacho x Lagoa dos Entre loc. 2,13 0,02126 0,02151

Patos Dentro loc. 97,87

Lagoa do Camacho x Lagoa de Entre loc. 14,97 0,14972 0,00000

Carapebus Dentro loc. 85,03

Lagoa do Camacho x Barra Grande Entre loc. 32,44 0,32439 0,00000

de Camamu Dentro loc. 67,56

Lagoa dos Patos x Lagoa de Entre loc. 12,07 0,12070 0,00000

Carapebus Dentro loc. 87,93

Lagoa dos Patos x Barra Grande de Entre loc. 31,02 0,31024 0,00000

Camamu Dentro loc. 68,98

Lagoa de Carapebus x Barra Grande  Entre loc. 35,29 0,35288 0,00000

de Camamu Dentro loc. 64,71

NOTA: p: em teste com 1023 permutacdes
" :ndo significativo
loc.: localidade
negrito > alta estruturacao populacional
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5 DISCUSSAO

Os peixes e outros organismos marinhos sdo os Unicos animais selvagens
consumidos pela espécie humana em grande escala através da exploracéo direta de
populagdes naturais. Assim, os problemas (e as solugbes) encontrados na sua
exploracdo sado completamente diferentes daqueles oriundos da exploracido de
plantas e animais domésticos cuja extingdo ndo se encontra ameagada como no
caso dos animais marinhos (SOLE-CAVA, 2001).

Outro fator importante a ser considerado é a grande interferéncia
antropogénica sofrida pelos ambientes aquaticos através do despejo de residuos
quimicos e organicos. Populagdes de peixes e outros organismos deste local tém
que se adaptar constantemente a mudancas ambientais (SOFIA et al., 2006). Desta
maneira, o conhecimento dos efeitos da variabilidade genética em espécies de
peixes € de vital importancia para o entendimento de como a diversidade esta
distribuida entre as populagdes. Técnicas genéticas de manejo, conservagao e
criacdo de peixes, por exemplo, dependem do conhecimento da quantidade de
variagdo dentro de cada unidade reprodutiva local (CARVALHO, 1993). Portanto,
para entender a dindmica de populacdes ndo somente € necessario quantificar as
estruturas atuais mas também ¢é necessario estudar as circunstancias que
determinaram as mesmas (LEUZZI; ALMEIDA; ORSI, 2004).

Através dos resultados fornecidos pela AMOVA (Tabela 5), Teste de MANTEL
(Tabela 4), Graficos de Coordenadas Principais bidimensionais e tridimensionais
(Figuras 23, 24 e Apéndice 3) e Dendrograma (Apéndice 2) em exemplares de
Atherinella brasiliensis de sete diferentes localidades sugere-se a existéncia de
quatro diferentes populagdes:

a) Populacéo 1: poderia ser formada pelos exemplares das localidades de Pontal do
Sul e Laranjeiras (PR) e Lagoa de Conceigéo (SC).

Por meio dos resultados obtidos (Tabelas 4 e 5), os individuos das
localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) formam uma populagdo homogénea
sendo o Bst = 0,01046 fornecido pela AMOVA e r= 0,0177 fornecido pelo Teste de
MANTEL com o p nao significativo nas duas analises (0,08992 e 0,1082
respectivamente). Como estas duas regides estdo muito proximas geograficamente,
pode-se inferir que esteja ocorrendo fluxo génico entre os individuos destas duas

localidades e desta forma a homogeneizagéo seria uma consequéncia.
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Os resultados obtidos através da AMOVA e pelo Teste de MANTEL
(6s7=0,04421 e r=0,0847) para os exemplares das localidades de Laranjeiras (PR) e
Lagoa da Conceigdo (SC) indicam que as mesmas ja apresentam um grau de
diferenciacdo genética com o p altamente significativo (Tabelas 4 e 5). Porém,
segundo a classificagdo de WRIGHT (1978), os individuos destas duas localidades
formam uma populagdo praticamente homogénea caracterizada por baixa
diferenciagdo e estruturagdo genética. Como esta espécie n&o realiza migracéo
horizontal (HOSTIM-SILVA et al., 1995), e os exemplares da Lagoa da Concei¢ao
(SC) se encontram praticamente isolados, pode-se sugerir que independentemente
das causas, a maior parte do litoral brasileiro tenha estado em submersao até cerca
de 5.150 anos atras seguida de emersao até nossos dias (SUGUIO et al., 1985). As
flutuagbes do nivel relativo do mar, associadas as modificagbes climaticas no
decorrer do Quaternario, desempenharam um papel fundamental na formagéao das
planicies sedimentares do litoral brasileiro alterando a morfologia do ambiente
estuarino devido a maior ou menor incidéncia de agua salgada no mesmo e/ou
também devido as alteragdes climaticas (ANGULO et al., 2005). Como as
transformacgdes ocorridas no nivel do mar com formagdes das baias aconteceram
num periodo recente, os efeitos da fragmentacdo sobre a estruturagcdo da
diversidade genética podem ainda ser pequenos e nao totalmente detectaveis pela
técnica de RAPD. O isolamento recente dos exemplares destas duas localidades
poderia caracterizar o fator evolutivo denominado de deriva genética sendo que as
diferengas ambientais poderiam ser as responsaveis por selecionar e promover a
diferenciagao genética entre os individuos destas regides ao longo do tempo. Devido
ao ambiente estuarino ser variavel, pode-se sugerir que diferentes tipos de
gendtipos sejam selecionados em diferentes tipos de ambientes favorecendo o
aparecimento de populag¢des geneticamente distintas.

Quanto aos exemplares de Pontal do Sul (PR) e Lagoa da Concei¢do (SC),
observa-se um aumento da diferenciagdo genética r=0,1142, com uma moderada
estruturagdo populacional segundo a classificagcdo de WRIGHT (1978) indicada pela
AMOVA (Bst =0,05622) com o p altamente significativo (Tabelas 4 e 5 ). Através dos
resultados obtidos com o marcador RAPD, pode-se sugerir que o isolamento dos
exemplares destas duas localidades tenha ocorrido ha mais tempo que nas duas

localidades anteriores, sendo os fatores determinantes da diferenciagdo genética
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semelhantes aos acima descritos. Porém, como a estruturagao € incipiente entre os
exemplares de Pontal do Sul e Lagoa da Conceig¢ao (SC) e praticamente homogénea
entre Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e Laranjeiras (PR) e Lagoa da Conceigao (PR)
pode-se considerar, com base na classificagdo de WRIGHT (1978), que estas trés
localidades pertencem ainda a uma mesma populagdo que foi designada de
Populagao 1.

b) Populacéao 2: formada pelos exemplares das localidades de Lagoa do Camacho
(SC) e Lagoa dos Patos (RS) segundo os resultados fornecidos pela AMOVA (Bst =
0,02126) e pelo Teste de MANTEL (r=0,0392) sendo os valores de p altamente
significativos (Tabelas 4 e 5). Como os exemplares destas duas localidades n&o
migram para o0 mar aberto e se encontram isolados, sugere-se que a
homogeneidade encontrada entre os mesmos seja devida ao mesmo fator daquele
sugerido para os exemplares de Laranjeiras (PR) e Lagoa da Conceigédo (SC), ou
seja, o tempo de isolamento talvez nado tenha sido suficiente para promover uma
possivel diferenciagdo genética, ou, os efeitos da fragmentacéo sobre a estruturagao
da diversidade genética podem ainda ser pequenos e nao totalmente detectaveis
pelo marcador de RAPD.

c) Populacado 3: formada pelos exemplares da localidade de Lagoa de Carapebus
(RJ) estando moderadamente estruturada e diferenciada em relagdo as demais
localidades segundo os resultados fornecidos pela AMOVA (Tabela 5) e pelo Teste
de MANTEL (Tabela 4) sendo os valores de p altamente significativos. Além de a
distancia geografica ser maior entre os exemplares desta localidade e as demais
dificultando o fluxo génico, visto que esta espécie n&o realiza migragéo horizontal, as
diferengas ambientais tém sido indicadas como um importante fator responsavel pela
diferenciagao genética (HENDRY et al., 2000), ou seja, selecionando os individuos
que melhor se adaptam.

d) Populacdo 4: formada pelos exemplares da localidade de Barra Grande de
Camamu (BA) estando altamente estruturada e diferenciada em relacdo as demais
segundo os resultados fornecidos pela AMOVA (Tabela 5) e pelo Teste de MANTEL
(Tabela 4) com os valores de p altamente significativos. Neste caso, os exemplares
desta localidade se encontram isolados das demais regides a uma distancia de
aproximadamente 2000 km sendo altamente expressiva, visto que esta espécie nao

realiza migragao horizontal.
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Estruturacdo populacional e diferenciacdo genética foram observadas em
peixes de aguas continentais através do marcador molecular de RAPD como
demonstraram os estudos realizados por SOFIA et al. (2006) em Astyanax
scabripinnis, por MATOSO, ARTONI e GALETTI Jr. (2004) em Astyanax sp., por
LEUZZI, ALMEIDA e ORSI (2004) em Astyanax altiparanae, por HATANAKA e
GALETTI Jr. (2003) em Prochilodus marggravii, por ALMEIDA, SODRE e CONTEL
(2003) em Pimelodus maculatus, por WASKO e GALETTI Jr. (2002) em Brycon
lundii, por DERGAM et al. (1998, 2002) em Hoplias malabaricus, e por PRIOLI et al.
(2000) em Gymnotus cf. carapo.

A estrutura genética das populagdes marinhas reflete a interagcédo historica e
contemporanea entre uma série de processos ecoldgicos, demograficos,
comportamentais, genéticos, oceanograficos, climaticos e tectbnicos. Os efeitos
combinados desses mecanismos, atuando em escalas temporal e espacial,
determinam as taxas e padrdes de dispersao de zigotos, larvas e adultos. Sao esses
movimentos, aliados a sobrevivéncia e sucesso reprodutivo dos imigrantes que, por
sua vez, controlam a escala em que processos casuais (deriva genética) e
deterministas (selegao natural) levardo a formagéao ou erosao da estrutura genética
dentro e entre grupos de individuos (AFFONSO, 2004).

De um modo geral, varios autores tém proposto que os niveis de variagéao
genética interpopulacional de peixes marinhos s&o, em geral, inferiores aos
encontrados em peixes dulcicolas e animais terrestres (DEWOODY; AVISE, 2000).
Estudos por RAPD em outras espécies de teledsteos deste ambiente também tém
levado a sugestdes similares (CHOW et al., 2000). Esse fato parece estar associado
as estruturas das populagbdes das espécies marinhas, onde o fluxo génico € menos
restrito e a formagao de barreiras geograficas € bem inferior a detectada em aguas
continentais. Com isso, tém-se grandes populagdes em ambiente marinho € uma
maior tendéncia de homogeneizagdo genética entre elas (LACSON, 1992; WARD;
WOODWARK; SKIBINSKI, 1994).

Apesar do fluxo génico ser menos restrito e a formacdo de barreiras
geograficas ser inferior ao que ocorre em aguas continentais, o aumento dos
estudos com marcadores genéticos em peixes marinhos tem demonstrado niveis
elevados de variagao e estruturacdo populacional e a presenca de estoques naturais
diferenciados em peixes deste ambiente (GOMES; DALES; OXENFORD, 1998;
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DEWOODY:; AVISE, 2000). A nao detecgao dessas diferengas a priori no ambiente
marinho pode levar ao agrupamento de estoques diferenciados nas analises,
partindo do pressuposto que as espécies formam grandes populagdes panmiticas e
exibem elevado fluxo génico. No entanto, atualmente, é cada vez maior o numero de
trabalhos que revelam a existéncia de barreiras migratérias, muitas vezes néao
identificadas, entre organismos marinhos, aparentemente de grande capacidade
dispersiva, que levam a separagdao geneética das populagdes dentro de poucas
dezenas de quildmetros (SOLE-CAVA; RUSSO; SILVA, 1992; SILVA, 2002;
MAGGIONI; ROGERS; MACLEAN, 2003).

Diferenciacdo e especiagdo em organismos marinhos s&o pouco
documentados, entretanto ha um crescente reconhecimento que processos levando
a padrdes de diferenciagao biolégica em organismos marinhos podem ser diferentes
daqueles que ocorrem em organismos de agua doce. Dados da literatura sugerem
que nos ambientes marinhos a estrutura genética populacional é influenciada por
necessidades ecoldgicas espécie-especificas e histéria de vida e, portanto, a
diferenciagdo genética em peixes marinhos €& altamente influenciada por sua
capacidade de dispersdo (ROCHA et al., 2005). Os fatos acima descritos podem
estar relacionados com os resultados encontrados no presente trabalho onde
estruturagao e diferenciagdo genética foi observada através do marcador RAPD nos
exemplares das diferentes populagcdes e que, provavelmente, foram determinados
pelo isolamento das mesmas como no caso da Barra Grande de Camamu (BA) e
Lagoa de Carapebus (RJ) e pelas diferentes necessidades dentro de cada ambiente
como no caso da Lagoa do Camacho (SC), por exemplo.

Populagdes estruturadas usualmente apresentam uma dinamica de equilibrio
entre fatores evolutivos os quais favorecem a diferenciagcdo (mutacéo, deriva e
selecdo natural disruptiva ou direcional diferencial em cada area) e fatores
homogeneizantes (migragdo, selecdo natural purificadora e selecdo natural
balanceada ou diferenciada, uniformes em cada area) (SOLE-CAVA, 2001). Os
fatores homogeneizantes acima citados poderiam estar agindo sobre os exemplares
das localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) visto que estes individuos
formam uma populagdo homogénea, enquanto nos exemplares das demais
localidades, que ja se encontram num processo de moderada a alta estruturagdo, os

fatores de diferenciagao estariam agindo.
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A diferenciagdo genética populacional pode ser dirigida por fatores
ecoldgicos, historicos e evolucionarios. Dentre os fatores ecolégicos, as diferengas
ambientais tém sido indicadas como um dos importantes aspectos que promovem a
diferenciagdo genética entre as populagbes (HENDRY et al., 2000). Em Barbus
neumayeri, diferenciacdo genética entre sitios de amostras que apresentam
diferentes proporgdes de oxigénio pbde representar um efeito de pressao seletiva
(CHAPMAN et al., 1999). Os autores sugeriram n&o existir relacionamento entre
diferenciagdo genética e distancia geografica visto que populagbes proximas o
suficiente para serem homogéneas eram geneticamente diferenciadas. Esta
observacdo pode ser feita entre os exemplares das localidades de Lagoa do
Camacho (SC) e Lagoa da Concei¢do (SC) (8st =0,16327 e r=0,3519) que estdo
mais proximas geograficamente do que os exemplares de Lagoa do Camacho (SC)
e Lagoa de Carapebus (RJ) (6st= 0,14972 e r=0,3219) mas que no entanto
apresentam uma diferenciagdo genética maior. Outro exemplo sdo os individuos
das localidades de Lagoa dos Patos (RS) e da Lagoa de Carapebus (RJ) (Bst
=0,12070 e r=0,2586) que apresentam um valor de Bst semelhante ao encontrado
entre Lagoa dos Patos (RS) e Lagoa da Conceicao (SC) (8st =0,12020 e r=0,2433)
sendo que estas duas ultimas populagdes se encontram a uma distancia muito
menor. Desta forma, pode-se observar que exemplares de localidades mais
proximas podem apresentar uma diferenciagdo genética maior do que individuos
que se encontram mais distantes geograficamente. Esta observagao sugere existir
uma possivel correlacdo entre variagcdo genética e area geografica (WASKO;
GALETTI Jr., 2002; MATOSO; ARTONI; GALETTI Jr., 2004), ou ainda, que a
diferenciagdo genética ndo esta diretamente relacionada a distancia geografica mas
sim as condi¢gbes ambientais (CHAPMAN et al., 1999).

Além das condi¢gdes ambientais, muitos autores sugerem que as glaciagcdes
do Pleistoceno foram o evento mais significante para moldar padrdes filogeograficos
do DNA mitocondrial e a estrutura populacional em espécies de peixes marinhos
(BEHEREGARAY; SUNNUCKS; BRISCOE, 2002). Outros fatores ecoldgicos podem
ser determinantes para o isolamento reprodutivo das espécies como € o caso das
correntes marinhas ou as variagbes de temperatura.

SANTOS et al. (2006) estudando o peixe Macrodon ancylodon de 12

diferentes locais sendo um da Venezuela, 10 da costa brasileira (desde o Amapa até
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o Rio Grande do Sul) e um da costa da Argentina observaram a existéncia de dois
clados geneticamente distintos na regido tropical e subtropical da costa Atlantica
separados entre os estados da Bahia (12°S) e Espirito Santo (20°S). Segundo estes
autores existem dois diferentes fatores que podem atuar como barreiras ao fluxo
génico: as diferencas de temperatura e a divisdo fisica das correntes do Sul
Equatorial (em Norte Brasil e Brasil corrente). As populagcbes da regiao tropical
(primeiro grupo) habitam areas influenciadas pelas correntes Norte Brasil e Brasil as
quais transportam aguas quentes (temperatura média da agua em 12°S é de 26°C
no inverno e 28,5°C no verado). O segundo grupo habita regides afetadas pela
corrente Brasil que é altamente influenciada pelas aguas frias derivadas das
correntes das Malvinas e Aguas do Atlantico Sul Central (originadas da convergéncia
subtropical).

LOWE-McCONNELL (1999) afirma que a temperatura da agua é um dos
principais fatores que afetam a distribuicdo de peixes marinhos. Estudos genéticos
realizados com populagbes de Fundulus heroclitus, um peixe de agua salobra
encontrado ao longo da costa leste da América do Norte, revelou que existem
diferencas genéticas entre as populagbées do sul e do norte, as quais foram
atribuidas a adaptacgdes térmicas locais das populagdes (SCHULTE, 2001). Padrdes
similares foram também observados em Cyprinodon varegiatus, o qual apresentou
uma distribuigdo similar ao Fundulus heteroclitus (TURNER et al., ndo publicado em
SANTOS et al.,, 2006). Considerando estas informagdes, verifica-se que o0s
exemplares da localidade de Barra Grande de Camamu (BA) se encontram isolados
geograficamente das demais populagdes por qualquer um dos fatores acima citados,
visto que os individuos analisados foram coletados a 13°S na regido de Marau (BA).

Além dos fatores ambientais e geograficos acima citados que podem
promover a diferenciagdo populacional podemos citar também o instinto homing que
ocorre nos peixes salmonideos e que parece ser um fator decisivo para uma forte
subdivisdo populacional. O processo conhecido por homing é verificado em varias
espécies animais incluindo aves, mamiferos, répteis e peixes marinhos e consiste na
migracao dos mesmos até o seu local de nascimento para completar o seu ciclo
reprodutivo (HATANAKA; GALETTI Jr., 2003; BATISTA; ALVES-GOMES, 2006).

Visto que a espécie Atherinella brasiliensis € um peixe residente de ambientes
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estuarinos, nao migrador, o fator homing nao parece interferir nos processos de sua
diferenciacao populacional.

Apesar dos fatores acima citados serem importantes para a estruturacao
populacional, € necessario ressaltar que a variabilidade genética dos individuos
existentes sera o fator fundamental sobre o qual o meio ambiente vai agir
selecionando aqueles que melhor se adaptam. Desta maneira, como A. brasiliensis
forma populagbes isoladas em ambientes estuarinos, que sédo variaveis quanto a
salinidade, temperatura, marés, regime pluviométrico, turbidez, além de sua prépria
zoogeografia, a variagdo em qualquer um destes fatores podera alterar este
ambiente como um todo. Como observado através da AMOVA (Tabela 5), o nivel de
diversidade intrapopulacional dos exemplares de A. brasiliensis é alto, sendo este
um fator essencial para a adaptacdo a novas mudancas de ambiente. A variabilidade
genética é necessaria para as mudangas adaptativas evolucionarias sendo que
novas variagdes entram numa populagao através de mutagdes ou, como resultado
de fluxo génico através de cruzamentos entre populagbes distintas. Se o fluxo
génico entre populagdes vizinhas é intenso como no caso da Populagdo 1 que é
formada pelas localidades de Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) elas tendem a se
homogeneizar e por consequéncia acabam seguindo caminhos evolutivos similares.
Por outro lado, se o fluxo génico é restrito, cada populagédo se desenvolvera de uma
maneira independente (ALMEIDA; SODRE; CONTEL, 2003) seguindo seu préprio
caminho evolutivo como é o caso das Populacbées 3 e 4. Como a espécie A.
brasiliensis nado realiza migragcdo horizontal, as variagbes que ocorrem nos
exemplares destas localidades provavelmente s&o oriundas de novas mutacdes e
assim, os individuos destes locais estdo formando populagbes geografica e
geneticamente isoladas por deriva genética e por pressao de selegdo decorrentes de
diferentes condigdes ambientais. Devido as condi¢gdes ambientais de cada estuario
serem diferentes, estas estardao exercendo distintas pressdes seletivas sobre os
organismos e, desta forma, distintos conjuntos génicos estardo sendo selecionados
em cada uma destas localidades estudadas.

Pela analise dos resultados obtidos através da técnica de RAPD observou-se
uma grande variagdo na frequéncia de bandas formadas com os 12 diferentes
iniciadores utilizados neste trabalho. Algumas bandas estavam presentes em

somente um ou dois individuos de uma ou duas localidades analisadas como se
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pode observar na Tabela 3 na amplificagdo com os iniciadores OPX04 (~400 pb),
OPXO07 (~900 pb — Figura 14 f vide seta), OPW09 (~1050 pb), OPK14 (~980 pb),
OPAO6 (~650 pb, ~580 pb, ~400 pb) demonstrando a existéncia de uma
variabilidade intrapopulacional sobre a qual a selecdo ou a deriva podera agir.
Outras bandas estavam presentes em 100% dos individuos de um determinado
local, como por exemplo de Barra Grande de Camamu (BA), enquanto sua
frequéncia foi muito baixa dentro das amostras das demais localidades, como
demonstra a amplificacdo com o iniciador OPWO03 no fragmento de
aproximadamente ~730 pb (Tabela 3 e Figura 15 — vide seta). Ja a banda de
aproximadamente 600 pb gerada através do iniciador OPX17 (Tabela 3 e Figura 19
— vide seta) ocorreu exclusivamente em 30% dos exemplares de Barra Grande de
Camamu (BA). Este fato indica uma possivel correlagdo entre variagdo genética e
area geografica como observado no trabalho desenvolvido por WASKO e GALETTI
Jr. (2002) no peixe Brycon lundii, através do marcador de RAPD. Os autores
verificaram a presenga de um fragmento de ~1200 pb em 100% dos exemplares de
uma determinada regido. Considerando que cada banda visualizada no gel
corresponde a um loco génico com segregagcao mendeliana independente, sugere-
se que a presenca de bandas especificas em 100% dos exemplares de algumas
regides ou aquelas exclusivas de determinados locais esteja relacionada a fixagao
de distintos alelos. Varios fragmentos tiveram a sua frequéncia diminuida como nos
exemplares de Barra Grande de Camamu (BA) (Tabela 3) na amplificagdo com o
iniciador OPWO06 (~1650 pb) chegando a auséncia completa (~1200 pb), tendo este
ultimo fato ocorrido também na amplificacdo através do iniciador OPK14 (~650 pb)
para a populagdo de Lagoa de Carapebus (RJ) (Tabela 3 e Figura 21 — vide seta),
demonstrando mais uma vez a alta correlagdo entre variagdo genética e area
geografica.

Com os resultados alcangados com os marcadores de RAPD, pode-se sugerir
a ocorréncia de quatro populagdes geneticamente distintas, sendo que os
exemplares da localidade de Barra Grande de Camamu (BA), apresentam uma alta
diferenciagao genética em relagao aos individuos das demais regides analisadas. Os
valores obtidos através do Teste de MANTEL (r) estdo acima de 0,50 podendo ser
considerados expressivos quando os exemplares analisados pertencem a mesma

espécie. Da mesma forma, os valores de Bst caracterizam como alto o processo de
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estruturacdo genética desta populagdo em relagcdo as demais analisadas. Desta
maneira, devido ao acentuado isolamento geografico dos exemplares desta
populacdo e aos resultados encontrados pela AMOVA, Teste de MANTEL, Analise
de Componentes Principais (bi e tridimensionais) e através do Dendrograma sugere-
se que a mesma esteja em um processo de especiagao. Os resultados encontrados
para os exemplares da localidade de Barra Grande de Camamu (BA) corroboram
com aqueles obtidos por SANTOS et al. (2006) onde dois clados geneticamente
distintos do peixe Macrodon ancylodon foram encontrados na regido tropical e
subtropical da costa brasileira identificando uma barreira ao fluxo génico entre os
estados da Bahia (12°S) e Espirito Santo (20°S).

A utilizagdo de um grupo externo durante o estudo teve por objetivo avaliar se
os individuos analisados pertenciam a uma mesma espécie. Todavia, como 0 género
Atherinella € o unico representante da sua tribo no Hemisfério Sul e a espécie A.
brasiliensis € a unica representante do seu género no Oceano Atlantico (DYER,
2006), o O. argentinensis foi selecionado como grupo externo nas analises de
agrupamento. Porém, a grande distancia entre estas inviabilizou a aquisicdo de
dados referentes as interagdes filogeograficas de A. brasiliensis, pois a analise
tornou-se insuficientemente resolutiva. Entretanto, os marcadores de RAPD foram
altamente eficazes na analise molecular da diversidade genética, bem como da
estruturagdo populacional dessa espécie. Para que questdes filogenéticas e
filogeograficas sejam mais bem encaminhadas nessa espécie sugere-se a
realizagcao de novos estudos com outros marcadores moleculares mais resolutivos
para confirmar os dados obtidos no presente trabalho e se possivel com a introducao
de um grupo externo mais préximo.

Especiacdo incipiente foi observada nos aterinideos Odontesthes
argentinensis de seis localidades sendo trés estuarinas (Lagoa Custédia e Lagoa
dos Patos, RS e Lagoa Rocha, Uruguai) e trés marinhas (praia do Cassino, RS,
Montevideo e Puerto Madryn, Argentina). Nao foi observada diferenga significativa
entre as trés populacdes estuarinas ou as trés marinhas através do marcador de
microssatélite usado neste trabalho realizado por BEHEREGARAY e SUNNUCKS
(2001). Porém, apesar da estrutura morfolégica semelhante, grandes diferencas
foram observadas entre os exemplares das diferentes regides, além do fato de elas

nao se intercruzarem.
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BEHEREGARAY, SUNNUCKS e BRISCOE (2002) utilizando os marcadores
de microssatélites investigaram padrbées de divergéncia populacional e
relacionamento evolutivo nos grupos de agua doce de peixes silversides do
complexo Odontesthes perugiae do sul do Brasil. Para estes autores, os ancestrais
do O. perugiae (lacustres) tinham altos niveis de variabilidade genética e haviam
sido recentemente pré-adaptados para a instabilidade ambiental em aguas
estuarinas como € o caso do silverside aterinideo Odontesthes argentinensis.

Apesar dos trabalhos acima citados terem sido desenvolvidos por meio de
outro marcador, foram citados no presente estudo devido aos peixes analisados
pertencerem a mesma familia da Atherinella brasiliensis e também fazerem parte do
ambiente estuarino. O fato de a Atherinella brasiliensis ser também um aterinideo, e
como foi observado através da AMOVA (Tabela 5), possuir uma alta variabilidade
dentro das localidades analisadas, podera proporcionar a adaptagcao a variagcoes
ambientais.

A despeito do seu pequeno porte, a espécie A. brasiliensis é importante fonte
de renda e alimentar para os pescadores das regides onde ela ocorre devido a sua
constancia e abundancia durante todos os meses do ano. Devido a sua importancia
para os ambientes estuarinos, o objetivo deste estudo foi avaliar através do
marcador de RAPD a variabilidade genética dentro e entre os exemplares das sete
diferentes localidades com o objetivo de implantar no futuro programas de manejo e
conservacgao para esta espécie. Outro fator importante € que as regides de Pontal do
Sul e Laranjeiras (PR) por se encontrarem proximas ao Porto de Paranagua tém o
seu ambiente constantemente alterado provocando danos aos organismos que
habitam estes locais. Desta maneira, o conhecimento da variabilidade genética € de
fundamental importancia para se entender como a diversidade esta distribuida entre
as populagdes a fim de que no futuro possam ser desenvolvidos programas para a
preservacao desta espécie.

Como foi sugerido através das analises com o marcador de RAPD que os
individuos das sete localidades estudadas se distribuem em quatro populacdes
geneticamente distintas, se for necessario promover um estudo de manejo e
conservagao para esta espécie, poder-se-ia manter exemplares da Populagao 1
(formada pelos exemplares de Pontal do Sul e Laranjeiras - PR e pelos da Lagoa da

Conceicéao - SC) protegidos em uma area nao poluida a fim de que pudessem ser re-
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introduzidos nestes trés ambientes quando necessario. Da mesma forma estas
medidas devem ser tomadas para os exemplares da Populagdo 2 (formada pelos
exemplares das localidades de Lagoa do Camacho — SC e Lagoa dos Patos-RS),
Populacdo 3 (formada pelos exemplares da Lagoa de Carapebus- RJ) e Populagao
4 (formada pelos exemplares da Barra Grande de Camamu- BA). Os peixes destas
populagdes sao geneticamente diferenciados e se encontram adaptados ao
ambiente onde vivem. Portanto, qualquer estratégia de conservacgéo deve ser focada
num esforgo conjunto para preservar as diferengcas entre estas regides, pois,
qualquer adaptacdo local poderia seria perdida se estas diferentes populacdes
fossem misturadas.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram alcangados de forma
satisfatéria, pois, sem o conhecimento de como a diversidade esta distribuida dentro
e entre os exemplares de uma espécie nenhuma medida de conservagao e

preservacao a respeito da mesma poderiam ser tomadas.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho a partir do marcador
molecular de RAPD em exemplares de Atherinella brasiliensis das localidades de:
Pontal do Sul e Laranjeiras (PR), Lagoa da Conceicédo e Lagoa do Camacho (SC),
Lagoa dos Patos (RS), Lagoa de Carapebus (RJ) e Barra Grande de Camamu (BA)

conclui-se que:

a) A técnica de RAPD utilizada neste trabalho foi eficiente no acesso a diversidade
genética dentro e entre os exemplares das diferentes localidades analisadas;

b) Existe diversidade genética entre os exemplares das sete diferentes regifes
analisadas;

c) Os exemplares das sete localidades avaliadas se encontram estruturados em
quatro diferentes populacdes geneticamente distintas;

d) Para fins de conservacdo e manejo a Populagcédo 1 formada pelas localidades de
Pontal do Sul e Laranjeiras (PR) e Lagoa da Conceicdo devem ser tratadas como
uma unidade reprodutiva independente bem como os exemplares da Populacdo 2
formada pelas localidades de Lagoa do Camacho (SC) e Lagoa dos Patos (RS),
Populacao 3 formada pelos exemplares da localidade de Lagoa de Carapebus (RJ) e
os exemplares da Populagéo 4 formada pela localidade de Barra Grande de Camamu
(BA);

e) Devido a alta diferenciacédo genética encontrada entre os exemplares da localidade
de Barra Grande de Camamu (BA) em relacdo as demais regifes analisadas sugere-

se que esta populacao esteja em processo de especiacao.
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APENDICE 1 — PREPARO DAS SOLUCOES
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1).SOLUCOES NECESSARIAS PARA EXTRACAO DO DNA GENOMICO

a) TAMPAO DE HOMOGENEIZACAO (TH)

95

Estoque [ ] Final Volume para 10 mL
Tris HCI (pH 7,5 -1 M) 10 mM 100 pL

NaCl 60 mM 120 puL

EDTA (pH 8,0-0,5M) 10 mM 200 pL

Sacarose 5% 0,5¢

Espermina (50 mM) 0,15 mM 30 uL

Espermidina (125 mM) 0,15 mM 12 uL

Agua destilada qsp

b) TAMPAO PS

Estoque [ ] Final Volume para 10 mL
Tris HCI (pH 9,0 — 1M) 0,2M 2 mL

EDTA (pH 8,0 -0,5 M) 30 mM 600 puL

SDS 20% 2% 0,29

Sacarose 5% 0,59

Agua destilada gsp

c) TAMPAO TE

Reagentes Volume para 10 mL
Tris HCI (pH7,5-1M) 10 uL

EDTA (pH 8,0-0,5M) 2 uL

Agua destilada gsp




Para 1/10 de Tampéao TE

e 900 uL de ultra pura autoclavada

e 100 uL de tampéo TE

d) PROTEINASE K
Concentracido de 20 mg/mL

e Para 100 mg: acrescentar 5 mL de glicerol 50%
e Aliquotar para 200 uL em microtubos novos e estéreis de 1,5-2,0 mL

e Manter em freezer —20°C

e) SDS 20%
Para 50 mL

e Pesar 10 g de SDS (pm 288,38)
e Acrescentar 40 mL de H,O ultra pura
e Homogeneizar em agitador magnético até dissolver

e Completar com g.s.p. 50 mL

f) EDTA 0,5M — pH 8,0
372,2g......1M......... 1000 mL
Xg.....06M ........ 1000 mL
X=186,1 g em 1000 mL de H,O ultra pura
Para 100 mL pesar 18,61 g de EDTA

g)NaCl5 M
Para 200 mL
58,44 g............. 1 M........ 1000 mL
X G 1 M........... 200 mL
X=11,69¢g
11,69 g............. 1 M............ 200 mL
XGoiiiininnnn. 5M.......... 200 mL

X= 58,454 g em 200 mL de H,O ultra pura

96
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h) Tris HCI 1M

121,14 g de Tris base ........ 1000 mL de agua ultra pura ...... 1™
X Qeeeeene 50 mL de agua ultra pura ...... 1M
X=6,057 g em 50 mL de agua ultra pura
Acertar o pH conforme o indicado com HCI e apds completar o volume

com agua ultra pura autoclavada

i) RNAse

Concentracdo de 10 mg/mL

¢ A RNAse utilizada foi da marca SIGMA (4875) sendo necessario ser
fervida para ndo agir sobre o DNA,;

e Foi preparada uma solucédo estoque de 10 mg/mL em tampéao de acetato
de sddio (10 mM e pH 5,2);

e A solugcéo foi fervida a 100° C durante 15 min, seguido de frio a
temperatura ambiente para depois ser ajustado o pH para 7,4 usando 0,1
volumes de TrisHCI pH 7,4;

e A seguir a solugao foi aliquotada (200uL) em microtubos novos e estéreis
de 1,5 mL.

2) PREPARO DE SOLUCAO PARA MEDIR A CONCENTRACAO DE DNA
EXTRAIDO

FAGO A

Para preparar um volume de 500 pL a partir do estoque (500 ng/ulL)
e Para 5 ng/uL

500 ng/uL . x =5 ng/uL . 500 pL

x=5 uL de fago A + 495 uL de agua ultra pura autoclavada
e Para 20 ng/uL

500 ng/uL . x =20 ng/uL . 750 pL

x= 30 uL de fago A + 720 uL de agua ultra pura autoclavada



e Para 10 ng/uL a partir da solucdo de 20 ng/uL
20 ng/uL . x =10 ng/uL . 500 pL

x= 250 puL de fago A + 250 pL de agua ultra pura autoclavada

3) PREPARO DE CORANTE UTILIZADO NAS CORRIDAS ELETROFORETICAS

AZUL DE BROMOFENOL (LOAD)

SOLUCAO AZUL 20X

Conc. Final | Sol.Est. |125mL |[25mL |50 mL
Tris base (pH 7,6 a 8,0) | 200 mM 2M 1,25mL |25mL | 5mL
EDTA (pH 8,0 -0,4 M) | 200 mM 0,4M 6,25mL |[12,5mL |25 mL
SDS 2% 10% 2,5 mL 5mL 10 mL
Azul de Bromofenol 0,4% 0,05¢ 0,149 0,2g
Agua destilada 25mL  |[5mL 10 mL
Total 12,5mL |25 mL 50 mL

SACAROSE 50%

342,30 cuuunnn... 1000 mL de agua destilada .... 100%
Xg e 1000 mL de agua destilada ...... 50%
X=171,15 g de sacarose

Para 50 mL de agua destilada pesar 8,55 g de sacarose

GEL LOADING SOLUTION (PROPRIAMENTE DITO) - 3:1

Para um total de 50 mL

o 37,5 mL de sacarose 50%
o 12,5 mL do azul de bromofenol (20X)
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Tris base 2 M

121,14 g de Tris base ........ TM........ 1000 mL de agua ultra pura
X Qoo 2M ... 1000 mL de agua ultra pura
X=242,28 g em 1000 mL de agua ultra pura
Para 50 mL de agua ultra pura pesar 12,114 g de Tris base.
Acertar o pH conforme o indicado com HCI e apds completar o volume

com agua destilada ou miliQ.

EDTA04M-pH38.0

Xg...04M........ 1000 mL
X=148,88 g em 1000 mL de H,O ultra pura
Para 100 mL pesar 14,88 g de EDTA

4) PREPARO DO TAMPAQ PARA CORRIDA ELETROFORETICA

a) TAMPAO TBE 10X

Tris base ---------------- 108 g
Acido borico ------—----- 559

EDTA (0,5 M pH 8,0) — 40 mL

Completar o volume para 1 L com agua destilada ou miliQ . N&o acertar o pH. No

final o pH deve estar em torno de 8,3.

b) TAMPAQO TBE 5X

Tris base ---------------- 54 g
Acido borico --------- 27549

EDTA (0,5 M pH 8,0) — 20 mL

Completar o volume para 1 L com agua destilada ou miliQ . N&o acertar o pH. No

final o pH deve estar em torno de 8,3.
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E indicado o preparo de tampdo TBE 5X. O tampap TBE10X geralmente forma um

precipitado quando n&o é utilizado rapidamente.

c) TAMPAO TBE 1X - DE USO PARA A CORRIDA E PREPARO DO GEL

A partir da solucdo 10X: 10X .x=1X. 1000 mL
x= 100 mL de tampao 10X + 900 mL de agua destilada

A partir da solucdo 5X:  5X.x=1X.1000 mL
x= 200 mL de tampao 5X + 900 mL de agua destilada

5) PREPARO DO GEL PARA CORRIDA ELETROFORETICA

a) Gel 0,8% para quantificacdo de DNA extraido

0,8 g de agarose para cada 100 mL de tampao TBE 1X. A concentragdo do tampao

utilizado para diluigdo da agarose deve ser de preferéncia a mesma da corrida.

b) Gel 1,4% para verificacdo de produto de PCR (RAPD)

1,49 de agarose para cada 100 mL de tamp&o TBE 1X. A concentragao do tamp&o

utilizado para diluicdo da agarose deve ser de preferéncia a mesma da corrida.

6) DILUICOES DO PRIMER

a) CONCENTRACAO DE ESTOQUE DO PRIMER (Operon Technologies —
Alameda, CA, USA)

O primer é diluido para uma concentragédo estoque de 60 nmol. Esta diluicdo
depende da concentragao fornecida na embalagem.
Ex: primer OPX18 (31nmol) - este valor vem mencionado no frasco.

C1.V1=0Ca Vs

31 nmol . 1000 yL =60 nmol . V,
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V, = 516,66 yL de agua mili Q autoclavada - concentragao final sera de 60
MM.

b) CONCENTRACAO DE USO DO PRIMER (Operon Technologies — Alameda, CA,
USA)

Para a reacao de RAPD recomenda-se que o primer seja diluido para uma
concentragcéo de uso de 4 uM.

C1.V1=0Cu Vs

60 uM. V1 =4uM . 225 uL

V1= 15 pL do primer + 210 pL de agua mili Q autoclavada dando um volume
final de 225 pL.

7) CONCENTRACAO FINAL DOS REAGENTES NA PCR PARA UM VOLUME DE
13 yL

PRIMER_(Concentragao de uso =4 yM)

C1. V1 = Cz. V2
4uM.1,5uL=C,. 13 uL
C, = 0,46 UM

dNTP mix (Concentracéo inicial: 10 mM)
C1.V1=Ca V3

10 mM. 0,26 yL = C, . 13 pL

C, =0,2 mM ou 200 pyM

MgCl, (INVITROGEN) (Concentragdo inicial: 50 mM)
Ci. Vi=Ca Vy

50 mM . 0,52 uL=C,. 13 L

C, =2mM
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Tag DNA Polimerase ( INVITROGEN) ( 5 U/uL)
5U/uL.0,2puL=1U

TAMPAO PCR 10X (INVITROGEN)

TrisHCI pH 8,0 (Concentracéo inicial 200 mM)
Ci. Vi=Ca V,

200 mM. 1,3 uL=0C,. 13 L

C, =20 mM

KCI (Concentracéo inicial 500 mM)
C1.V1=Ca V3

500 mM. 1,3 uL=C,. 13 uL

C, =50 mM
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APENDICE 2 - DENDROGRAMA
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DENDROGRAMA BASEADO NO COEFICENTE DE JACCARD (1901) E METODO
UPGMA PARA Atherinella brasiliensis e Odontesthes argentinensis

(continua)
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(continuagao)

ona 015 050
Coefficient
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(concluséo)

Lesoa——— ok Bahia

40,65 Bania

42,05 Bahia
100,00 Eahia

53.11 Eahia
rr_I:B%a
100,00 Bajia

B
100,00 |'|-| Sdant
L

I T T T T T T T T T T T T T T T
non nas 050 075 10

Coefficient

NOTA: Pontal: Pontal do Sul (PR), Laran: Laranjeiras (PR), Concei: Lagoa da Conceicao
(SC), Patos: Lagoa dos Patos (SC), Laguna: Lagoa do Camacho (SC), Carape:
Lagoa de Carapebus (RJ), Bahia: Barra Grande de Camamu (BA), Odont:

Odontesthes argentinensis (grupo externo
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APENDICE 3 — GRAFICOS DE COORDENADAS PRINCIPAIS TRIDIMENSIONAIS
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GRAFICO DE COORDENADAS PRINCIPAIS TRIDIMENSIONAL OBTIDO A
PARTIR DA MATRIZ DE SIMILARIDADE DE JACCARD (1901) PARA AS

ESPECIES Atherinella brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES ANALISADAS E
Odontesthes argentinensis (GRUPO EXTERNO)

8
0aa
n.l4
A s IIT - 5.05%
000
Azis IT - B.14%

-045
Las - 1326%

0.14

NOTA: O numero 8 (azul) representa os exemplares Odontesthes argentinensis (grupo
externo), o numero 7 (amarelo) representa os exemplares de Atherinella brasiliensis
da localidade de Barra Grande de Camamu (BA) e os numeros de 6 a 1 (vermelho)

representam os exemplares de Atherinella brasiliensis das demais localidades
estudadas
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GRAFICO DE COORDENADAS PRINCIPAIS TRIDIMENSIONAL OBTIDO A
PARTIR DA MATRIZ DE SIMILARIDADE DE JACCARD (1901) PARA A ESPECIE
Atherinella- brasiliensis DAS SETE LOCALIDADES ANALISADAS

a)

04

0.1z

Azris ITT - 5% Ao

Rowis 11 - 081 3
014

630 ]

043

022
Bris T - 11%

-002
0.1z

As III -

028
0.14 app R
bais 11 - 6% 014 g3mT T naz 042

NOTA: a) O numero 7 (laranja) representa os exemplares da localidade de Barra Grande de
Camamu (BA), o numero 6 (amarelo) representa os da Lagoa de Carapebus
(RJ), os numero 5 e 4 (azul) os de Lagoa dos Patos (RS) e Lagoa do Camacho
(SC), os numeros 3, 2 e 1 (verde) os da Lagoa da Conceicao (SC), Laranjeiras
(PR) e Pontal do Sul (PR)
b) Idem ao item a visualizado sob um angulo diferente
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GRAFICO DE COORDENADAS PRINCIPAIS TRIDIMENSIONAL OBTIDO A
PARTIR DA MATRIZ DE SIMILARIDADE DE JACCARD (1901) PARA A ESPECIE
Atherinella brasiliensis DAS LOCALIDADES DE PONTAL DO SUL E LARANJEIRAS
(PR), LAGOA DA CONCEICAO E LAGOA DO CAMACHO (SC), LAGOA DOS
PATOS (RS) E LAGOA DE CARAPEBUS (RJ)

a)

023

0.1

bais IIT - 541%: g

-0.10 4
Azas I - B.35%, ]

dxs - 7650

dis TI1 - 5410018

nza 017

Asiaflc g ees DAy,

n1s 930
028 Awis T - 7.865%

NOTA: a) O numero 6 (amarelo) representa os exemplares da Lagoa de Carapebus (RJ), os
numero 5 e 4 (azul) os de Lagoa dos Patos (RS) e Lagoa do Camacho (SC), os
numeros 3, 2 e 1 (verde) os da Lagoa da Conceicdo (SC), Laranjeiras (PR) e
Pontal do Sul (PR)
b) Idem ao item a visualizado sob um angulo diferente
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