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RESUMO 

O dourado (Salminus brasiliensis Cuvier, 1816) é um excelente peixe migrador, 

possuindo grande porte e larga distribuição na América do Sul, com presença 

nas bacias dos rios Paraná, Uruguai, Prata e Paraguai (Brasil, Argentina, 

Uruguai e Paraguai), na drenagem da Laguna dos Patos (Rio Grande do Sul, 

Brasil) e na porção superior do sistema do alto rio Mamoré e Chaparé (Bolívia). 

Este peixe é muito apreciado na pesca esportiva e gastronomia. Porém, com a 

crescente degradação de habitats, a sobrepesca e o represamento de rios para 

fins de geração de energia elétrica, a fauna dessas áreas vem sofrendo 

grandes impactos, sendo necessários estudos que visem sua conservação. 

Dentro desta abordagem, marcadores moleculares microssatélites vêm sendo 

utilizados para avaliar a estrutura genética de populações naturais com o 

objetivo de subsidiar programas de manejo e conservação. Apesar dos 

microssatélites serem marcadores extremamente úteis, para muitos 

organismos incluindo o dourado, não há locos espécie-específicos descritos. 

Desta forma, no presente trabalho foram utilizados locos heterólogos descritos 

para três espécies relacionadas à S. brasiliensis em oito populações (sendo 

quatro residentes e quatro migradoras). Amostras de 201 animais foram 

coletadas no rio Mogi-Guaçu (região da Cachoeira de Emas, município de 

Pirassununga, SP) durante os anos de 2007 a 2009, incluindo os períodos 

reprodutivos (Novembro a Fevereiro) e não reprodutivo (Março a Outubro). O 

DNA foi extraído utilizando protocolo fenol:clorofórmio:álcool isoamílico. Foram 

testados 29 locos microssatélites, sendo 16 descritos para Salminus 

franciscanus, seis para Brycon hilarii e sete para Brycon opalinus. Deste total, 

apenas dez locos (nove de S. franciscanus e um de B. opalinus) demonstraram 



 
 

 
 

excelente padrão de amplificação e alto polimorfismo, sendo utilizados nas 

análises populacionais de S. brasiliensis. As análises estatísticas foram feitas 

nos programas Genepop 4.0 (EHW, níveis de heterozigosidade, desequilíbrio 

de ligação), FSTAT 2.9.3. (FST, diversidades gênica e riqueza alélica, Fis), 

GenAlEx 6 (alelos privados), Popgene 1.31. (distância e identidades genéticas), 

Micro-Checker (alelos nulos) e Structure 2.3.1. (teste de atribuição e 

diferenciação populacional). O número de alelos variou de oito (Sfra18) a 48 

(Sfra02), considerando as oito populações conjuntamente. Os níveis de 

heterozigosidade média observada variaram de 0,668 (RT-07/2008) a 0,776 

(MT-01/2009), sendo que sete populações apresentaram-se fora do EHW para 

pelo menos um loco. Os valores de distância e identidade genética de Nei 

variaram, respectivamente, de 0,08 a 0,29 e 0,75 a 0,92. Os dados obtidos 

demonstram que estas populações apresentam alta variabilidade genética 

intra-populacional e baixa diferenciação entre as populações aqui analisadas. 

Os valores de FST, juntamente com os dados de diferenciação gênica e 

genotípica e análises no programa Structure apontam para a provável 

existência de pelo menos duas populações residentes diferenciadas. Para as 

populações amostradas dentro do período reprodutivo nenhuma estruturação 

foi identificada. Estes resultados podem auxiliar a entender melhor o 

comportamento migratório e reprodutivo destes animais na região de Cachoeira 

de Emas, contribuindo para proposições de ações de manejo relacionadas à 

pesca e conservação desta importante espécie de peixe migrador. 

Palavras-chave: dourado, genética da conservação, microssatélites, 

estruturação de populações, locos heterólogos. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

Dourado (Salminus brasiliensis Cuvier, 1816) is an excellent migratory fish, 

possessing large body and wide distribution in South America, with presence in 

Paraná, Uruguay, Paraguay and La Plata River Basins (Argentina, Brazil, 

Uruguay and Paraguay), in drainage of Laguna dos Patos (Rio Grande do Sul 

state, Brazil) and the upper portion of the Mamoré and Chaparé River system 

(Bolivia). This fish is much appreciated in gastronomy and sport fishing. 

However, with increasing habitat degradation, overfishing and damming of 

rivers due to electric power generation, the fauna of these areas has suffered 

large impacts, and studies aimed at conservation are needed. In this approach, 

microsatellite markers have been used to assess the genetic structure of natural 

populations in order to provide data for management and conservation 

programs. Despite the microsatellite markers are extremely useful for many 

organisms including dourado, there are not species-specific loci described yet. 

Thus, in the present study we used heterologous loci, described for three 

species related to S. brasiliensis in eight populations of this fish (four residents 

and four migratory). Samples of 201 animals were collected in the Mogi-Guaçú 

River (Cachoeira de Emas, Pirassununga, SP) during the years 2007-2009, 

including reproductive periods (November-February) and non-reproductive 

(March-October). DNA was extracted using protocol phenol: chloroform: 

isoamyl alcohol. We tested 29 microsatellite loci, 16 were described for 

Salminus franciscanus, six for Brycon hilarii and seven for Brycon opalinus. Of 

this total, only ten loci (nine for S. franciscanus and one for B. opalinus) have 

demonstrated excellent amplification and high polymorphism, being used in 

population analysis of S. brasiliensis. Statistical analysis was performed in 



 
 

 
 

Genepop 4.0 (HWE, heterozygosity, linkage disequilibrium), FSTAT 2.9.3. (FST, 

genetic diversity and allelic richness, Fis), GenAlEx 6 (private alleles), Popgene 

1.31. (distance and genetic identities), Micro-Checker (null alleles) and 

Structure 2.3.1. (assignment test and population differentiation). The number of 

alleles ranged from eight (Sfra18) to 48 (Sfra02), considering all populations 

together. The levels of observed heterozygosity ranged from 0,668 (RT-

07/2008) to 0,776 (MT-01/2009), and seven populations were out of the HWE at 

least for one locus. The values of Nei's distance and genetic identity varied, 

respectively, from 0,08 to 0,29 and 0,75 to 0,92. The data show that these 

populations have high intra-population genetic variability and low population 

differentiation between them. The FST values, together with the data of gene 

and genotypic differentiation and the analysis in the software Structure pointed 

to the existence of at least two populations outside the breeding period in the 

analysis. For populations sampled within the reproductive period no structure 

was identified. These results may help to better understand about the migratory 

behavior and their reproduction in the region of Cachoeira de Emas, 

contributing to management actions related to fisheries and conservation of this 

important migratory fish species. 

Keywords: dourado, conservation genetics, microsatellites, population 

structure, heterologous loci. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Os Peixes Neotropicais  

 

Estima-se que existam classificadas atualmente mais de 40 mil espécies 

de vertebrados, dentre as quais o grupo dos peixes é predominante. Os peixes 

Actinopterígeos (actinos=raio, ptero=asa ou nadadeira) somam mais de 25 mil 

espécies viventes, sendo que dentro deste grupo os teleósteos correspondem a 

quase totalidade de peixes já descritos (aproximadamente 20 mil espécies). Estes 

possuem tamanhos, formas e habitats variados, ocupando ambientes dulcícolas, 

estuarinos e marinhos (Pough, 1999). 

Dentre os peixes de água doce, ou continentais, as espécies neotropicais 

somam, somente na América Latina, cerca de 46% da ictiofauna continental 

mundial. Estes peixes ocorrem nas regiões desde a América Central até a 

extrema porção da América do Sul e atualmente são reconhecidas 4475 espécies 

distribuídas em 71 famílias, com estimativa de 1550 espécies ainda não descritas 

(Lima et al., 2003). 

Existem cinco grupos principais de peixes neotropicais: Characiformes, 

Siluriformes, Gymnotiformes, Perciformes e Atherinomorpha. Os Characiformes 

formam o grupo mais diversificado, no qual se encontra a família Characidae 

(Malabarba et al., 1998). Esta família possui 12 subfamílias que engloba 952 

espécies reconhecidas. Deste total, mais de 600 espécies estão distribuídas em 

88 gêneros diferentes que na maioria dos casos apresenta colocação ainda 

incerta. Grande parte dessas espécies é utilizada para alimentação humana, 

aquariofilia e atividades de lazer como, por exemplo, a pesca esportiva (Lima et 

al., 2003). 
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1.2.     A Bacia do Alto Paraná e os Peixes Migradores 

 

 O rio Paraná é formado pela junção dos rios Grande e Paranaíba e corre 

em direção ao rio da Prata na Argentina. A bacia do Alto Paraná (figura 1) 

corresponde a aproximadamente um terço do rio Paraná e cobre uma área 

correspondente a 10,5% do território brasileiro. Esta porção do rio está localizada 

na área mais populosa do estado de São Paulo, sendo suas águas utilizadas 

para consumo humano, agricultura, agropecuária e também para geração de 

energia através da construção de barragens. Todas estas atividades humanas 

estão acarretando impactos diretos na fauna e flora locais em decorrência da 

modificação dos habitats. Especificamente em relação às barragens, estas estão 

presentes ao longo de toda a bacia tornando-a quase toda represada, sendo que 

a maioria dos reservatórios foi construída após a década de 60 (Agostinho et al., 

2003). 

 Estima-se que ocorra nesta bacia aproximadamente 220 espécies de 

peixes e que 39% delas seja migradora, se dirigindo às cabeceiras dos rios 

durante a época reprodutiva para realizar a desova. As duas principais ordens de 

peixes migradores presentes na bacia do Alto Paraná são os Characiformes e 

Siluriformes e incluem espécies como a piapara, pacu, mandi, pintado, dourado, 

entre outras (Agostinho et al., 2003). 

 Nesta bacia está localizado o rio Mogi-Guaçu, que nasce no estado de 

Minas Gerais e apresenta uma extensão aproximada de 470 km no total. O rio 

Mogi-Guaçu corta 38 municípios e atende cerca de 4% da população paulista 

(1,5 milhão de habitantes). Ele faz parte do sistema Mogi-Pardo-Grande, 

componentes da bacia do Alto Paraná (CETESB, 2008). Estão presentes nesse 
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rio mais de 100 espécies de peixes, incluindo espécies migradoras, como o 

dourado e o curimbatá (Godoy, 1975). Segundo o Relatório Anual da CETESB 

(Companhia Ambiental do Estado de São Paulo) de 2008, o despejo de esgotos 

domésticos sem tratamento e uso de agrotóxicos são as principais causas de 

poluição no rio, afetando diretamente à qualidade da água e a fauna local. 

 

Figura 1. Mapa da bacia do Alto Paraná. Os pontos indicam as barragens presentes em toda a 

bacia. Mapa retirado de Agostinho et al. (2003). 

 

 



  Introdução 

5 
 

1.3. Considerações sobre o Gênero Salminus e a Espécie Salminus 

brasiliensis 

 

O gênero Salminus inclui atualmente quatro espécies válidas, sendo elas: 

Salminus afinnis, Salminus brasiliensis, Salminus hilarii e Salminus franciscanus 

(Lima et al., 2003; Lima e Britski, 2007) e uma ainda a ser descrita, Salminus 

iquitensis (Lima, comunicação pessoal).  

A espécie S. affinis é encontrada na Colômbia e no Equador. Salminus 

hilarii ocorre nas bacias do Alto Paraná, do São Francisco e do Paraguai. 

Salminus franciscanus foi recentemente descrita como sendo endêmico da bacia 

do rio São Francisco e S. iquitensis ocorre nas bacias do rio Tocantins, no 

sistema do Alto Amazonas, na bacia do rio Madeira e bacia do rio Orinoco, no rio 

Branco (Roraima), tendo tido relatos de sua ocorrência também na Bolívia, Peru e 

Venezuela (figura 2) (Lima et al., 2003; Sato e Godinho, 2003; Lima e Britski, 

2007).  

A espécie S. brasiliensis (Cuvier 1816) (figura 3) já foi referida na 

taxonomia como Salminus maxillosus, Salminus cuvieri e Salminus orbignyanus e 

também dentro de outros gêneros, tendo sido citada como Hydrocynus 

brasiliensis, Hydrocyon brevidens e Salmo auratus. Esta espécie distribui-se por 

uma grande extensão na América do Sul, ocorrendo nas bacias do rio Paraná, 

Paraguai e Uruguai, além da drenagem da Laguna dos Patos e bacias dos rios 

Mamoré e Chaparé, na Bolívia. No Brasil ela é comumente conhecida como 

dourado e nos demais países latinos como dorado, dorada e pirayú (Lima et al., 

2003; Lima, 2006).  
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Figura 2. Distribuição do gênero Salminus na América do Sul. Retirado de Lima, 2006. 

 

Salminus brasiliensis, em especial, é bastante apreciada na culinária, 

pesca artesanal e esportiva, apresentando grande destaque econômico e de 

lazer (Godoy, 1975; Barbieri et al., 2004; Suplicy, 2007). Devido a sua 

importância diversos estudos de cunho ecológico ou fisiológico vêm sendo 

realizados nesta espécie, sendo os estudos genéticos mais escassos.  

 

 

Figura 3. Aspecto morfológico de um 

indivíduo da espécie S. brasiliensis. 

Fonte: FISHBASE 

 (http://www.fishbase.org/).  
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Esta espécie difere de seus congêneres por apresentar um maior número 

de escamas na linha lateral e maior tamanho dos dentes quando comparada à S. 

franciscanus. Sua coloração dourada também a faz diferir das espécies S. affinis, 

S. hilarii e S. iquitensis, que em geral apresentam coloração prateada (Lima, 

2006). 

Estes peixes possuem tamanho médio a grande, podendo atingir até um 

metro de comprimento e pesar mais de 30kg. Seu desenvolvimento é 

considerado lento e podem alcançar até 25 anos de vida (Godoy, 1975). Eles 

habitam grandes rios e possuem comportamento predatório quando adultos, se 

alimentando principalmente de outros peixes. Em estágios iniciais, seus hábitos 

alimentares estão ligados ao consumo de plâncton (Godoy, 1975; Ribeiro e 

Nuñer, 2008).  

Segundo Godoy (1975), estes peixes são reofílicos e apresentam hábitos 

residentes relacionados com as atividades de alimentação. No rio Mogi-Guaçu, 

por exemplo, estudos realizados na década de 70 mostraram a existência de 

locais preferenciais denominados de “lar de reprodução” e “lar de alimentação”.  

A reprodução ocorre entre os meses de novembro e fevereiro, período 

conhecido como piracema, quando os peixes realizam a migração para 

desovarem preferencialmente em águas mais agitadas. Seus ovos são pequenos 

e numerosos e a desova é total, com maior atividade no mês de dezembro 

(Ihering, 1968; Godoy, 1975; Barbieri et al., 2000; Lima et al., 2003). 

Tais migrações parecem estar relacionadas, predominantemente, com o 

nível do rio Mogi-Guaçu, não ocorrendo quando o nível do rio está diminuindo ou 

estável. Entretanto, em S. brasiliensis e outras espécies como Prochilodus 

lineatus, o gatilho da reprodução parece ser influenciado também por outros 
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fatores abióticos como, por exemplo, a temperatura da água e o fotoperíodo 

durante o ciclo de cheias (Barbieri et al., 2000). 

A migração durante a reprodução em direção às cabeceiras dos rios é 

fundamental no sucesso reprodutivo destes peixes, pois possibilita a busca por 

locais mais adequados para a fertilização dos ovos, desenvolvimento e também 

uma menor taxa de predação, principalmente nas lagoas marginais (Agostinho et 

al. 2007). Estudos de marcação e recaptura indicam que estoques de curimba 

(Prochilodus sp.) e dourado (Salminus sp.) seriam compostos por “ecótipos” 

distintos, ou seja, alguns precisariam migrar mais para reprodução, enquanto que 

outros grupos poderiam reproduzir em áreas mais restritas e ali permaneceriam 

por longos períodos, sugerindo a possível presença de populações residentes ao 

longo do rio Mogi-Guaçu (Bonetto e Castello, 1985, apud Agostinho et al., 2007). 

Em um estudo realizado com populações de S. brasiliensis do rio Uruguai, 

cerca de 40% dos peixes marcados por telemetria permaneceu à jusante da 

barragem de Itá por períodos prolongados, indicando assim a presença de 

populações residentes nesta região (Hahn, 2007). Para peixes de regiões 

temperadas esta distinção entre populações residentes e migradoras já se 

encontra bem relatada e vários estudos demonstram a existência de populações 

simpátricas, residentes e migradoras anadrômicas, ao longo das bacias 

(Klemetsen et al. 2002; Narum et al., 2004; Westgaard et al., 2004; Karve et al., 

2008). 
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1.4. Ameaças à Ictiofauna 

 

Em geral, a exploração de estoques naturais de peixes tem sido maior que 

sua capacidade de suporte e em alguns locais, espécies como o dourado, por 

exemplo, já se encontram sobre-exploradas. Em conseqüência desta exploração, 

no estado do Rio Grande do Sul, por exemplo, S. brasiliensis é apontada como 

vulnerável à extinção. Além desta, outras cinco espécies da família Characidae 

(Brycon orbignyanus, conhecida como piracanjuba e apontada como criticamente 

em perigo; Bryconamericus lambari e Odontostoechus lethostigmus, conhecidas 

como lambaris; Hollandichthys multifasciatus, conhecida como lambari-listrado e 

Mimagoniates rheocharis, conhecida lambari-azul), também se encontram sob 

ameaça (Marques et al., 2002). Na bacia do rio São Francisco há registro de 

declínio de toda a produção pesqueira, inclusive do dourado, durante as décadas 

de 70, 80 e 90 (Sato e Godinho, 2003). 

Feitosa et al. (2004) em comparação com outros estudos prévios, indicam 

que para S. brasiliensis o tamanho e idade da maturação dos peixes capturados 

na bacia do Alto Paraná diminuíram ao longo das décadas de 60 e 80, com 

diferenças de até 15 cm de comprimento e cerca de dois anos o tempo de 

maturação sexual, indicando uma possível sobre-pesca desses animais. Barbieri 

et al. (2004) também relataram que em Cachoeira de Emas (Pirassununga, SP) 

os tamanhos corpóreos e a idade da primeira maturação também diminuíram ao 

longo de 60 anos, sendo este acontecimento um possível reflexo de fatores 

relacionados principalmente à atividade antrópica exercida no local.  

Na década de 70, Godoy (1975) já havia relatado o impacto das atividades 

antrópicas sobre populações de peixes na região do rio Mogi-Guaçu. O 
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desmatamento na bacia superior do rio Paraná, a erosão de solos e o uso de 

fungicidas e inseticidas estavam causando um declínio populacional em 

diferentes espécies de peixes, como por exemplo, a piracanjuba (Brycon 

orbignyanus), cuja carne é bastante apreciada na gastronomia. 

No Brasil, as causas mais comuns de perda de biodiversidade em 

ambientes aquáticos estão ligadas à eutrofização do meio, ao assoreamento e 

aos altos níveis de poluição, além de fatores como introdução de espécies 

alóctones e atividade de pesca predatória (Agostinho et al., 2003). Segundo o 

Ministério do Meio Ambiente (MMA), 37 espécies de peixes Characiformes, sendo 

que 32 destas pertencentes à família Characidae, estão sob ameaça de extinção 

(MMA, 2004). 

A destruição ou interferência dos habitats das populações de peixes, além 

da super-exploração pesqueira, podem propiciar a quebra de relações ecológicas 

importantes, conduzindo em alguns casos à extinção de populações locais 

(Vrijenhoek, 1998; Agostinho et al., 2003). 

No caso específico da construção de reservatórios e hidrelétricas, estes 

criam barreiras para a migração de peixes, ocasionando modificações na 

estrutura dessas populações decorrentes do número reduzido de indivíduos e 

alteração nos padrões de fluxo gênico, podendo contribuir efetivamente para o 

surgimento de isolados populacionais com constituição gênica divergente e 

baixos níveis de diversidade genética (Moran, 2002; Vrijenhoek, 1998). 

A barragem de Três Marias-MG, por exemplo, possui uma altura de 75 m e 

nenhum sistema de passagem de peixes, tornando-se assim, uma barreira física 

intransponível (Sato e Godinho, 2003). Além disso, injúrias em peixes são 

acarretadas quando estes passam através do sistema de geração de energia 
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(turbinas e vertedouro), que podem levar a morte dos animais (Agostinho et al., 

2007). 

Dados da década de 80 já apontavam com grande preocupação para os 

possíveis impactos que a construção de barragens poderia ocasionar sobre a 

ictiofauna local na Argentina. Nesta época, estudos de indução artificial de 

ovulação em S. brasiliensis foram conduzidos objetivando viabilizar sua criação 

em cativeiro, entretanto, estes não obtiveram sucesso (Amutio et al. 1986).  

Outros problemas como hábito canibal e as altas taxas de conversão 

alimentar, além da baixa taxa de fertilização, podem inviabilizar o seu cultivo. A 

maior predominância de machos em relação a fêmeas (as quais possuem maior 

porte e peso) e o tamanho dos viveiros (que deve ser grande para atender o 

hábito natatório desses animais) também fazem com que iniciativas para 

estabelecer sua criação em cativeiro sejam dificultadas, mesmo em face de sua 

grande importância econômica e de lazer (Fracalossi et al., 2004; Mai e Zaniboni 

-Filho, 2005; Vega-Orellana et al., 2006; Suplicy, 2007; Baldisserotto, 2009). 

 

1.5. Marcadores Moleculares e Estudos Genéticos em Peixes Neotropicais 

 

Diversos estudos genético-populacionais têm sido conduzidos na tentativa 

de identificar estruturação populacional em peixes neotropicais. Entretanto, estes 

estudos ainda são relativamente escassos. Em uma revisão recente, Oliveira et 

al. (2009) verificou que estudos citogenéticos e populacionais foram realizados 

em apenas 1040 espécies de peixes de água doce e 109 espécies de peixes 

marinhos. Destes, os estudos populacionais são minoria, sendo que apenas duas 

ordens têm sido mais estudadas, Characiformes e Siluriformes. 
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Apesar disso, é sabido que análises moleculares apresentam especial 

relevância para abordagem conservacionista, uma vez que permitem avaliar a 

estrutura e dinâmica de uma população. A utilização de diversas classes de 

marcadores moleculares, como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), 

DNA mitocondrial, minissatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) 

e microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), baseadas em PCR 

(Polymerase Chain Reaction), está possibilitando a caracterização da estrutura 

genética de diversas populações, incluindo a identificação de indivíduos 

migrantes e análises de diversidade genética intra- e inter- populacional (Haig, 

1998; Wasko e Galetti, 2003; Matoso et al., 2004; Hatanaka et al., 2006; Oliveira 

et al., 2009). 

A técnica de RAPD baseia-se na utilização de apenas um primer com uma 

seqüência arbitrária em reações de PCR e, portanto, com seqüência alvo 

desconhecida. Primers únicos de seqüências cernes universais de VNTRs 

também podem ser utilizados para amplificar regiões arbitrárias do genoma de 

diversas espécies, incluindo peixes (Wasko e Galetti, 2002) e camarões (Freitas e 

Galetti, 2002). Existem ainda outros métodos moleculares, como RFLP 

(Restriction Fragment Polymorphism) e AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism), que podem ser utilizados para inferir sobre a estrutura genética 

das populações. A técnica de RFLP baseia-se no uso de enzimas de restrição e 

hibridação destes fragmentos com seqüências homólogas de DNA marcadas com 

radioatividade ou compostos luminescentes para detectar polimorfismos nos 

sítios de restrição (Imsland et al., 2004; Okimoto et al., 2008). A AFLP utiliza um 

misto de digestão de enzimas de restrição e posterior PCR, com análise dos 
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fragmentos em géis de alta resolução (Ferreira e Grattapaglia, 1995; Mickett et 

al., 2003; Maldinia et al., 2006; Liu et al., 2006). 

Independente do método empregado, análises moleculares realizadas 

estão permitindo investigar a estrutura genética de diversas espécies de peixes 

em diferentes bacias hidrográficas do Brasil. No caso específico dos peixes 

migradores, estes estudos têm apontado para a presença de populações 

panmíticas (Revaldaves et al., 1997; Carvalho-Costa, 2008; Calcagnotto e 

DeSalle, 2009, Iervolino et al., 2010) e também de metapopulações, ou seja, 

populações geneticamente diferenciadas que mantém fluxo gênico entre si 

(Hatanaka et al., 2006, Morelli et al., 2007b). A caracterização de populações 

geneticamente diferenciadas pode ser eficiente para determinar as unidades que 

deverão ser prioritariamente estabelecidas para conservação do potencial 

evolutivo de uma espécie (Laikre et al., 2005; Frankham et al., 2008). 

Para Laikre et al. (2005) existem três tipos de estruturação populacional 

em peixes: (1) populações distintas (com baixo fluxo gênico e manutenção de 

isolados populacionais), (2) populações contínuas (com fluxo gênico moderado e 

padrão de isolamento por distância) e (3) sem diferenciação (homogeneidade 

genética entre todas as áreas de distribuição geográfica estudadas). Deste modo, 

para o estabelecimento de estratégias de manejo deve-se considerar cada um 

destes casos, pois o manejo incorreto pode levar à perda de alelos raros e 

conseqüentemente à diminuição na variação genética da espécie, uma vez que 

cada população contribui com uma parcela da variação total (Laikre et al., 2005).  

Em Brycon lundii, a existência de estruturação em populações foi 

evidenciada através de análises de RAPD e VNTR, na qual ficou demonstrado 

que diferentes populações coexistem e migram ao longo do canal do rio São 
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Francisco (Wasko e Galetti, 2002; Wasko e Galetti, 2003). Matoso et al. (2004), 

também usando a técnica RAPD, demonstraram a presença de estruturação 

genética em três populações de Astyanax sp. No gênero Brycon, Sanches e 

Galetti (2007) utilizando marcadores RAPD identificaram a presença de 

estruturação populacional em quatro diferentes populações de B. hilarii da sub-

bacia do rio Miranda (Bacia do rio Paraguai), durante a piracema e outras épocas 

do ano. Eles apontaram que a estruturação genética entre as diferentes 

populações foi maior durante a época não reprodutiva do que durante a época 

reprodutiva. 

Outra classe de marcadores importantes que vem sendo utilizada nestes 

estudos é a dos microssatélites ou SSR ou ainda STR (Short Tandem Repeats). 

Estes têm sido considerados a classe de marcadores moleculares mais 

polimórficos e com o maior conteúdo de informações. Eles consistem em 

pequenos trechos de DNA (seqüência motif) com 1 a 6 nucleotídeos, repetidos 

em tandem (lado a lado). Em genomas de eucariotos estas seqüências são 

freqüentes e distribuídas ao acaso, formando locos extremamente polimórficos 

(Ferreira e Grattapaglia, 1995; Ellegren, 2004).  

Os microssatélites possuem caráter co-dominante e são encontrados em 

praticamente todos os organismos (Chambers e MacAvoy, 2000). Podem estar 

em regiões não expressas e expressas, incluindo éxons e íntrons. Em regiões 

gênicas, eles podem inativar ou ativar genes, afetando a expressão gênica, o 

processamento de mRNA e/ou sua exportação para o citoplasma (Li et al., 2004). 

Estes marcadores vêm sendo amplamente utilizados em estudos de 

estrutura genética de populações naturais (Sanches e Galetti, 2007; Hatanaka et 

al., 2006), além de relações de parentesco (Jerry et al., 2004) e desenvolvimento 
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de mapas de ligação (Zhang et al., 2007) em espécies economicamente 

importantes. Acredita-se que a variação nos locos microssatélites seja gerada por 

erros durante a recombinação e duplicação, como crossing-over desigual ou 

deslizamento da DNA polimerase durante a replicação do DNA, processo 

conhecido como slippage (Oliveira et al., 2006). 

Em Prochilodus argenteus, estudos utilizando marcadores microssatélites 

demonstraram que há significativa diferenciação genética entre três populações 

coletadas na barragem da hidrelétrica de Três Marias-MG, no rio São Francisco, 

e que estratégias de manejo diferenciadas devem ser adotadas para preservar a 

integridade genética destas populações (Hatanaka e Galetti, 2003; Hatanaka et 

al., 2006). Carvalho-Costa et al. (2008), no entanto, também utilizando 

microssatélites, não encontraram diferenças significativas entre três populações 

de Prochilodus costatus na mesma região de Três Marias. 

Na espécie S. brasiliensis pouco estudos genético-populacionais têm sido 

conduzidos e os existentes são baseados em marcadores moleculares como 

RAPD (Lopes et al., 2007; Ramella et al., 2006) e DNAmt (Machado et al.,2005; 

Freitas, 2010), inexistindo até o momento, estudos com marcadores 

microssatélites. 

 

1.6.  Transferabilidade de Locos Heterólogos 

  

Apesar de extremamente eficientes para estudos de genética populacional, 

o uso de marcadores moleculares microssatélites depende de uma etapa prévia 

que consiste na caracterização e descrição destes locos no genoma da espécie 

que se deseja estudar. Porém, muitas espécies ainda não possuem primers 
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espécie-específicos para estes locos, e deste modo, muitos estudos vêm 

utilizando primers heterólogos (de outra espécie) em análises genético-

populacionais. Nestes casos, locos heterólogos são avaliados em termos de 

transferabilidade, ou seja, se estes microssatélites estão ou não presentes no 

genoma do organismo que está agora sendo analisado. A taxa de 

transferabilidade de um loco microssatélite pode ser extremamente alta se este 

estiver presente em uma região conservada do genoma, como por exemplo, uma 

região codificante. Entretanto, regiões arbitrárias também demonstram eficiência 

de transferabilidade, principalmente, quando realizada em espécies ou gêneros 

relacionados (Oliveira et al., 2006).  

A transferabilidade de locos microssatélites tem sido testada em vários 

grupos, incluindo animais, vegetais e fungos (Barbará et al., 2007). Estudos 

realizados em crocodilianos por Zucoloto et al. (2006), demonstraram que a 

transferabilidade de locos microssatélites também é possível para espécies 

pertencentes a gêneros distintos. Os autores utilizaram primers específicos para 

o genoma de Aligator mississipiensis e Caiman latirostris nas espécies 

Paleosuchus palpebrosus, Caiman crocodilus e Caiman yacare, obtendo sucesso 

para grande parte dos locos testados. 

Entre membros da família Characidae, estudos de transferabilidade de 

locos microssatélites também demonstraram grande potencial. Sanches e Galetti 

(2006), utilizando primers específicos de B. hilarii, realizaram ensaios de 

transferabilidade em cinco espécies do gênero Brycon, sendo que duas delas, B. 

orbignyanus e B. insignis, encontram-se na lista de animais ameaçados de 

extinção no território brasileiro (MMA, 2004). Matsumoto e Hilsdorf (2009) 

também utilizaram com grande sucesso locos de B. opalinus e B. cephalus na 



  Introdução 

17 
 

espécie B. insignis. Em outros caracídeos, como por exemplo, Leporinus 

macrocephalus e outras espécies relacionadas, estes níveis de transferabilidade 

também se mantém altos, demonstrando a eficiência de utilização de locos 

heterólogos (Morelli et al., 2007a). 

 Em S. brasiliensis não há relato na literatura de estudos prévios de 

transferabilidade e/ou prospecção de locos microssatélites no genoma desta 

espécie, tornando esta abordagem essencial para a realização de estudos 

genético-populacionais neste importante peixe migrador.  
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2. OBJETIVOS 

 

Devido à grande importância do dourado e à intensa interferência 

humana que esta espécie vem sofrendo ao longo dos anos, principalmente, 

devido à pesca e modificação de seus habitats, o estudo da estrutura genética 

de suas populações se faz necessário, uma vez que este pode apontar para 

existência ou não de populações geneticamente diferenciadas, as quais 

necessitarão de estratégias de manejo específicas que visem estabelecer 

medidas para conservar a integridade genética das populações e o potencial 

evolutivo desta espécie e conseqüentemente sua manutenção. 

Apesar disso, poucos estudos têm empenhado esforços para 

caracterizar a estrutura genética das diferentes populações de dourado, 

provavelmente em decorrência da ausência de marcadores moleculares 

eficientes para análise da diversidade e estrutura genética desta espécie. 

Assim, a caracterização de um conjunto de locos microssatélites polimórficos 

para o gênero Salminus e, em especial, para a espécie S. brasiliensis, é 

essencial para possibilitar os estudos genéticos neste grupo animal.  

Dentro deste contexto, um amplo estudo para prospecção de locos 

microssatélites e caracterização da estrutura genética de diferentes espécies e 

populações pertencentes ao gênero Salminus foi iniciado no Laboratório de 

Biodiversidade Molecular e Citogenética da Universidade Federal de São 

Carlos (Departamento de Genética e Evolução, UFSCar, São Carlos, SP). 

Além do estabelecimento de locos espécie-específicos, a utilização de 

marcadores heterólogos também é uma estratégia eficiente para disponibilizar 
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locos microssatélites úteis para estudos genéticos em espécies que não 

possuem locos descritos para o seu genoma.  

 

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos:  

 

 

2.1. Validar locos microssatélites na espécie Salminus brasiliensis, 

através da utilização de locos heterólogos descritos para outras espécies de 

caracídeos, taxonomicamente relacionadas ao grupo Salminus e da espécie 

Salminus franciscanus, fornecendo marcadores úteis para os estudos 

genéticos neste grupo de peixe; 

 

 

2.2. Caracterizar a estrutura genética de populações de Salminus 

brasiliensis da região de Cachoeira de Emas, localizada no município de 

Pirassununga, SP (rio Mogi-Guaçu, bacia do Alto Paraná), considerada um 

local de intensa interferência antrópica, visando subsidiar estudos que 

considerem a conservação da biodiversidade desta importante espécie de 

peixe migrador. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Amostras e Área de Coleta 

 Durante os anos de 2007, 2008 e 2009 foram coletados exemplares de 

S. brasiliensis pertencentes aos períodos que compreendem as fases de 

alimentação (março a outubro) e reprodução (novembro a fevereiro) desses 

animais. Todas as populações coletadas na fase de alimentação foram 

consideradas residentes e na fase de reprodução, migradoras. Os animais 

foram coletados no rio Mogi-Guaçu (bacia do Alto Paraná) na região da 

barragem de Cachoeira de Emas, localizada no município de Pirassununga-SP, 

por pesquisadores do CEPTA/ICMBio (Centro Nacional de Pesquisa e 

Conservação de Peixes Continentais/Instituto Chico Mendes), que gentilmente 

cederam as amostras de tecidos dos animais.  

Foram coletadas amostras de nadadeira caudal pertencentes a cada 

uma das populações amostradas. As amostras de tecido foram conservadas 

em etanol 100% e acondicionadas a -20°C. As coletas científicas foram 

realizadas com o auxílio de tarrafas e os peixes foram devolvidos ao rio após a 

retirada de pedaços da nadadeira caudal e de escamas e a tomada de medidas 

corpóreas (dados em poder do CEPTA/ICMBio). Além disso, exemplares 

provenientes de pescadores da região também foram obtidos. Neste caso, os 

peixes foram capturados utilizando-se linha e anzol para fins comerciais. 

Entretanto, amostras de tecido desses animais também foram cedidas para o 

CEPTA para fins de pesquisa. 

 A coleta foi realizada em dois pontos (montante e jusante da barragem) 

durante as fases de reprodução e alimentação desses peixes. As populações 
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coletadas durante o período reprodutivo foram capturadas na região conhecida 

como “Topava” (região rochosa e de águas turbulentas), designada aqui pela 

letra „T‟. Já as populações residentes foram obtidas, além da Topava, nas 

regiões conhecidas como “Liso” e acima da barragem, designadas 

respectivamente, pelas letras „L‟ e „A‟(figura 4).  

 

 

Figura 4. Foto ilustrativa dos pontos de coleta realizados na região de Cachoeira de Emas, 

Pirassununga – SP. Gentileza das coordenadas geográficas de Rita de Cássia G. de Alcântara 

Rocha, Bióloga/Analista Ambiental, CEPTA/ICMBio. 

 

 

Cada amostragem recebeu um código de identificação, referenciando o 

local de coleta (T, L ou A), o período no qual se encontrava: migratório (M) ou 

residente (R), mês (de 1= janeiro até 12= dezembro) e o ano (2007, 2008 ou 

2009) em que foi realizada a coleta. A tabela 1 aponta as respectivas 

amostragens. 
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Tabela 1. Amostragem de S. brasiliensis realizadas nos anos de 2007, 2008 e 2009 na região 

de Cachoeira de Emas, Pirassununga - SP. 

 

ID população Região 
de coleta 

População Mês Data de 
coleta 

Ano Número de 
amostras 

RA-10/2007 Acima da 
barragem 

Residente Outubro 01 a 07 2007 36 

RL-04/2009 “Liso” Residente Abril 10 a 25 2009 23 

RT-07/2008 “Topava” Residente Julho e Agosto 30/Julho e 
21/Agosto 

2008 29 

RT-10/2009 “Topava” Residente Outubro 27 2009 41 

MT-12/2008 “Topava” Migradora Dezembro 15 2008 17 

MT-01/2009 “Topava” Migradora Janeiro 08 2009 18 

MT-11/2009 “Topava” Migradora Novembro 26 2009 19 

MT-12/2009 “Topava” Migradora Dezembro 15 2009 18 

  

Para RA-10/2007, as amostras foram coletadas no período de 01 a 07 

de Outubro de 2007 e para RL-04/2009 no período de 10 a 25 de Abril de 2009, 

em diversos pontos acima e abaixo da barragem, respectivamente. RT-07/2008 

foi coletada em duas datas de amostragem, uma em 30 de Julho e outra em 21 

de Agosto de 2008, ambas com auxílio de tarrafa. Para o restante das 

amostragens, estas foram realizadas num único ponto e em único dia, todas 

com o auxílio de tarrafa. 

 

3.2. Extração e Quantificação das Amostras 

 

 A extração de DNA foi realizada através de pequenas adaptações no 

protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Aproximadamente 1cm2 de 

tecido foi colocado em um tubo de 1,5ml e com a ajuda de uma tesoura foi 

dissociado, resultando em pequenos pedaços homogêneos. Em seguida foram 

adicionados 600µl de solução de digestão (NaCl 0.4M, EDTA 0.1M pH 8.0, 
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Proteinase K 100mg/ml, SDS 1%), sendo as amostras incubadas a 37°C por 

um período de aproximadamente 16 horas. Após esse período foi adicionado 

igual volume da solução fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) (Sigma-

Aldrich) e os tubos foram levemente balançados por 15 minutos para 

homogeneização do material. Posteriormente, seguiu-se uma etapa de 

centrifugação a 13000rpm por 10 minutos para separação de fases. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo descartado o restante do 

material. Foram adicionados 600µl de clorofórmio e os tubos foram novamente 

invertidos para mistura da solução. Uma nova centrifugação de 10 minutos a 

13000rpm foi realizada e novamente o sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo, agora de 2ml. Uma solução de NaCl 5M foi adicionada até o volume 

final de 1M e posteriormente adicionou-se duas vezes o volume total de 

sobrenadante recuperado de etanol 100% gelado. Os tubos foram 

centrifugados a 10000rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado, 

tomando-se cuidado para que o pellet formado ao fundo do tubo não fosse 

descartado. Uma lavagem com 300µl de etanol 100%, seguida por uma 

centrifugação a 10000rpm por 3 minutos foi realizada, repetindo-se outra 

lavagem com 300µl de etanol 70% e centrifugação a 10000rpm por 3 minutos. 

A secagem do material foi realizada em estufa a 37°C por aproximadamente 

uma hora e após isso foram adicionados 50µl de água milliQ autoclavada, para 

solubilização do DNA. O tubo permaneceu em temperatura ambiente por 24 

horas e as amostras foram tratadas com RNAse (10mg/ml) a 37°C por uma 

hora. 

 Após esse período foi realizada a quantificação do material. O DNA foi 

quantificado visualmente em gel de agarose 0,8% imerso em tampão TBE 1x 
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(Tris-Base, Ácido Bórico, EDTA), contendo brometo de etídeo (0,5 µg/ml), sob 

uma condição de corrida de 1 hora a 100 volts. O marcador de peso molecular 

Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) foi utilizado como parâmetro de 

quantificação. Este marcador evidencia bandas de 10, 20, 40, 80, 120 e 200ng. 

Após a quantificação, alíquotas de 50ng foram confeccionadas e estocadas a   

-20º C para posteriores testes de PCR. 

 

3.3.     Locos Microssatélites Utilizados 

 

Os locos microssatélites utilizados no presente trabalho foram os 

descritos para espécie S. fransciscanus (Rossini et al., 2010), para a espécie B. 

hilarii (Sanches e Galetti, 2006) e também para a espécie B. opalinus (Barroso 

et al., 2003). Todos os primers do presente trabalho foram sintetizados com a 

adição de uma cauda de 18pb, conhecida como seqüencia universal M13 (5´ 

TGT AAA ACG ACG GCC AGT), na extremidade 5´ de um dos primers (forward 

ou reverse) e testados em PCR. Esta adição foi proposta por Schuelke (2000) 

com o objetivo de baratear os custos de genotipagem em seqüenciador 

automático. Desse modo, são utilizados na mesma reação três primers, dois 

específicos ao seu trabalho, com um deles contendo a adição da cauda M13, e 

um terceiro contendo o primer universal M13 com um fluoróforo (FAM, TET, 

NED ou HEX), o responsável pela leitura do fragmento amplificado no 

seqüenciador automático. A figura 5 exemplifica a técnica utilizada. 
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Figura 5. Esquema exemplificando a técnica proposta por Schuelke (2000). A figura (A, B e C) 

mostra o mix de primers (forward, reverse e M13) utilizados. Em D segue-se os ciclos de 

amplificação dos primers (geralmente 30 ciclos); em E segue o ciclo de amplificação dos 

fragmentos com a adição da cauda M13; em F é demonstrado o fragmento final formado 

marcado com fluoróforo. Retirado de Schuelke (2000). 

 

3.4. Validação Populacional dos Locos Microssatélites 

  

Todos os locos testados seguiram um protocolo de amplificação, no qual 

primeiramente foram realizados os testes de transferabilidade (para verificar se 

houve ou não amplificação) e, posteriormente, os testes de validação 

populacional e avaliação do possível polimorfismo (ampliação no número 

amostral utilizado), sendo finalmente realizada a genotipagem dos locos em 

seqüenciador automático para dez indivíduos. Confirmado o polimorfismo, 

somente os locos que demonstraram excelente padrão de amplificação 

(bandas fortes e bem definidas quando visualizadas em gel de agarose 2%) 
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foram genotipados em um maior número amostral (20 a 40 indivíduos) de S. 

brasiliensis. 

Os primers descritos para B. hilarii (tabela 2) e B. opalinus (tabela 3) 

foram testados para verificar a transferabilidade dos locos em testes de PCR, 

seguindo-se, inicialmente, os protocolos sugeridos pelos respectivos autores. 

Os primers desenvolvidos para a espécie S. franciscanus concomitantemente 

ao desenvolvimento do presente trabalho também foram testados nas 

populações de S. brasiliensis aqui analisadas (tabela 4). 

O melhor padrão de reação foi obtido através de testes de PCR variando-

se as concentrações dos reagentes e os ciclos das reações. Foram utilizados 

1,25mM de dNTPs, 1x Taq Buffer, 1,5 mM de MgCl2, 1U da enzima Platinum® 

Taq DNA Polymerase Invitrogen e 8 pmoles de cada primer em um volume final 

de 10µl de reação. Foram realizados também testes de PCR com o MasterMix 

GoTaq DNA Colorless (Promega) em um volume de reação de 10µl, variando-

se as quantidades de DNA (25, 50, 100ng) e de primers (2, 5, 8, 10 ou 15 

pmoles).  

 

Tabela 2. Lista dos locos caracterizados para a espécie Brycon hilarii, com número de alelos 

(NA) e heterozigosidade esperada (He) e observada (HE) baseadas em uma amostra de 30 

indivíduos. Retirado de Sanches e Galetti (2006). 

 

Lócus Motif Na Tamanho (pb) Ho/He 

Bh5 (AC)13 7 204-220 0,76/0,81 

Bh6 (GT)14 6 160-184 0,57/0,67 

Bh8 (GAT)5 8 127-196 0,77/0,76 

Bh13 (AT)7 5 120-160 0,83/0,78 

Bh15 (ATTT)5 3 130-142 0,53/0,53 

Bh17 (GTTT)4(GGTTT)3 7 152-212 0,83/0,81 
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Tabela 3. Lista dos locos caracterizados para a espécie Brycon opalinus, com número de alelos 

(NA), tamanho amostral (n) e heterozigosidade esperada (He) e observada (HE). Retirado de 

Barroso et al. (2003). 

Lócus Motif N Na Tamanho (pb) He Ho 

BoM1 (CA)16 150 18 139-173 0,909 0,573 

BoM2 (CA)45 94 31 162-242 0,926 0,463 

BoM5 (AC)4T(AC)10AT(AC)5 143 16 117-151 0,904 0,713 

BoM6 (CA)5TA(CA)10T(CA)4 130 19 142-178 0,895 0,631 

BoM7 (CA)31 145 25 172-236 0,936 0,701 

BoM12 (GT)15 137 18 78-118 0,842 0,485 

BoM13 (CT)11 153 12 154-176 0,717 0,503 

 

 

Tabela 4. Dados dos locos isolados e caracterizados de S. franciscanus. Estão apresentados 

os motifs microssatélites, os tamanhos dos alelos, números de alelos (Na), heterozigosidade 

observada (Ho) e esperada (He). Dados retirados de (Rossini et al., 2010).  

Locus Motif Tamanho (pb) Na Ho He 

SFRA02 (GT)18 256-296 16 0,97 0,91 

SFRA03 (CA)14 180-210 9 0,79 0,78 

SFRA04 (AC)6tctcgctcaca(CACG)4 166-176 5 0,25 0,31 

SFRA05 (TCTG)6(TC)2 272-306 10 0,65 0,83 

SFRA10 (CTGT)3ccgccc(GTCT)3 268-324 5 0,53 0,54 

SFRA11 (AGAC)10 206-226 5 0,19 0,33 

SFRA13 (TC)17 242-310 21 0,76 0,88 

SFRA14 (CT)13(CA)8 230-290 22 0,71 0,95 

SFRA15 (GT)31(GA)10 226-292 16 0,70 0,91 

SFRA18 (GACA)6gaa(AGAC)4 164-192 6 0,50 0,65 

SFRA01 (ACAG)38 132 1 - - 

SFRA06 (AAAC)4 366 1 - - 

SFRA08 (CAC)4 240 1 - - 

SFRA09 (AGAC)5 242 1 - - 

SFRA12 (AATG)7 284 1 - - 

SFRA07 (GAGT)4 - - - - 
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As temperaturas de anelamento (TA) ideais para cada par de primers 

testado foram determinadas através de testes de gradiente de temperatura 

realizados em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) para os locos 

de Brycon e termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems) para os locos de 

S. franciscanus (tabela 5), programados da seguinte forma: 

Ciclo clássico: 

Step 1: 5 minutos à 94ºC 

35 ciclos de: 

Step 2:  30 segundos à 94ºC 

Step 3:  45 segundos à TA média, com variação de 50 ºC a 60ºC 

Step 4:  45 segundos à 72ºC 

1 ciclo de: 

Step 5:  20 minutos à 72ºC 

Step 6:  24 horas à 4ºC 

 

Tabela 5. Temperaturas pré-estabelecidas para as reações de gradiente de temperatura dos 

locos de Brycon (12 temperaturas, no termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf) e para 

S. franciscanus (seis temperaturas, no termociclador Veriti 96 well Applied Biosystems) para a 

determinação da temperatura de anelamento (TA) dos conjuntos de primers testados. 

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Brycon             

Temperatura (ºC) 47 47, 2 48,1 49,5 51,8 53,4 55,6 57,8 59,8 61,6 62,8 63,5 

S. franciscanus             

Temperatura (ºC) 52 54 56 58 60 62 - - - - - - 

 

Após o término das reações, os produtos com amplificação satisfatória 

foram submetidos à genotipagem em seqüenciador MegaBACE 1000 DNA 

Analysis System de 96 capilares, utilizando-se o programa Genetic Profiler 

Suíte version 2.2 (Amersham Biosciences). Nas reações para a genotipagem 

utilizando-se o primer M13 contendo fluoróforo, foi utilizado um novo ciclo de 

reação como segue a seguir: 
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Ciclo clássico com adição M13 (Schuelke, 2000) 

Step 1: 5 minutos à 94ºC 

35 ciclos de: 

Step 2:  30 segundos à 94ºC 

Step 3  45 segundos à TA média, com variação de 50 ºC a 60ºC 

Step 4:  45 segundos à 72ºC 

10 ciclos de 

Step 5: 30 segundos à 94ºC  

Step 6: 45 segundos à 53 ºC 

Step 7:  45 segundos à 72ºC 

1 ciclo de: 

Step 8:  20 minutos à 72ºC 

Step 9:  24 horas à 4ºC 

  

Reações de Touch-down de temperatura também foram realizadas para 

estabelecimento de perfis de amplificação mais satisfatórios. Nestes casos o 

ciclo de reação foi o seguinte: 

 

Ciclo Touch-down 

Step 1: 5 minutos à 94ºC 

3 ciclos de: 

Step 2:  30 segundos à 94ºC 

Step 3  45 segundos à TA média, com decaimento de 1ºC (início em 60ºC e término a 

50ºC), totalizando 30 ciclos 

Step 4:  45 segundos à 72ºC 

10 ciclos de 

Step 5: 30 segundos à 94ºC  

Step 6: 45 segundos à 53 ºC 

Step 7:  45 segundos à 72ºC 

1 ciclo de: 

Step 8:  20 minutos à 72ºC 

Step 9:  24 horas à 4ºC 

 Além disso, para minimizar a presença de bandas espúrias, o protocolo 

proposto por Arruda et al. (2010) foi também avaliado. Este protocolo visa à 
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diminuição da amplificação de bandas inespecíficas, facilitando o processo de 

identificação dos alelos na etapa de genotipagem. Neste caso, o ciclo clássico 

com o primer M13 marcado foi utilizado. Nesta reação, foram inicialmente 

adicionados somente os primers forward e reverse. Após esta etapa, seguida 

de uma extensão final de 15 minutos a 72°C, o primer M13 marcado com 

fluoróforo foi adicionado, seguindo-se seus ciclos de amplificação. Esta adição 

posterior do primer marcado com M13 visa à menor amplificação de bandas 

inespecíficas que por ventura possam existir devido ao primer com a cauda 

M13. Todas as concentrações iniciais dos reagentes foram mantidas para 

garantir a amplificação do loco analisado. 

 

3.5. Estimativas de Erros de Genotipagem 

 

 As estimativas de erros de genotipagem foram realizadas baseadas no 

trabalho descrito por Bonin et al. (2004). Foram selecionados aleatoriamente 

3.5% do total de amostras analisadas para serem novamente genotipadas. A 

partir daí, os erros foram quantificados segundo as fórmulas 1 e 2 (Pompanon 

et al., 2005) como a seguir: 

(1) Taxa de erros por alelo     

                 

Onde: 

ea é a taxa de erros por alelo,  

ma é o número de alelos diferentes, 

nt é o número de alelos replicados. 
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(2) Taxa de erro por locus 

 

   

Onde: 

el é a taxa de erros por loco,  

ml é o número de genótipos com pelo menos um alelo diferente, e  

nt é o número de réplicas do genótipo. 

 

3.6. Análises Estatísticas 

 

3.6.1. Caracterização da Variabilidade Genética 

 

As análises estatísticas para os locos que se apresentaram polimórficos 

foram realizadas utilizando-se o programa Genepop versão 4.0 (Raymond e 

Rousset, 1995a), disponível na website http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop. 

A existência de equilíbrio de Hardy-Weinberg se deu através do teste exato 

(Guo e Thompson, 1992), que tem como hipótese nula a união aleatória dos 

gametas. O teste de desequilíbrio genotípico também foi realizado neste 

mesmo programa. Este teste tem como hipótese nula que os genótipos de um 

loco são independentes dos genótipos do outro loco, ou seja, que os locos não 

estão ligados. 

Os níveis de heterozigosidade observada e esperada, além do número 

de alelos privados foram calculados utilizando-se o programa GenAlEx 6.0. 

(Peakall e Smouse, 2006). Valores de diversidade gênica (Nei, 1987) e riqueza 
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alélica foram calculados com o programa FSTAT 2.93 (Goudet, 1995). Estes 

valores são parâmetros independentes do tamanho amostral, podendo assim, 

comparar valores entre amostragens de diferentes tamanhos. Este mesmo 

programa foi utilizado também para o cálculo do Fis (coeficiente de 

endocruzamento). O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado aos valores de 

diversidade gênica e riqueza alélica para verificar se houve diferenças 

significativas em tais valores entre as populações analisadas. 

A presença de alelos nulos foi verificada com o programa Micro-Checker 

versão 2.2.3. (Oosterhout et al., 2004). Este programa identifica uma possível 

presença de alelos nulos na amostragem, bem como sua freqüência e ainda se 

há ou não presença de alelo drop-out ou stutters. Stutters são comuns em 

longos locos dinucleotídeos, onde vários picos são gerados por artefatos de 

PCR, mas, no entanto, apenas um deles é o alelo real. Conseqüentemente, 

erros devidos a estes artefatos podem ser gerados na contagem de um alelo 

(identificação errônea do genótipo). O método adotado para a estimativa da 

freqüência de alelos nulos foi o Brookfield 1, proposto por Brookfield (1996), 

que considera que os alelos nulos podem ser gerados por DNA degradado, 

problemas de amplificação na PCR (por exemplo, ligação dos primers na 

seqüência alvo) e/ou presença de reais alelos nulos (mutações nos sítios de 

anelamento dos primers flanqueadores). 

A correção seqüencial de Bonferroni (Rice, 1989) foi realizada para 

confirmar as significâncias dos resultados encontrados em todos os testes 

realizados. Nesta correção, em comparação à correção padrão de Bonferroni, 

há um incremento no poder de identificação de mais de uma falsa hipótese 

aceita, ou seja, este teste passa a detectar mais possíveis falsas H1, que 



  Material e métodos 

35 
 

através da correção de Bonferroni convencional seriam consideradas 

verdadeiras. Deste modo, para a execução do teste, primeiro deve-se escolher 

um nível de significância α e depois dispor os valores de P obtidos nos testes 

de forma crescente. A partir desse ponto, cada valor de P passará a ter um 

novo valor crítico, obtido da seguinte maneira: para o menor valor (P1), deve-se 

obter a razão entre o nível de significância α e o número de testes (k) 

realizados. Se P1 ≤ α/k, deve-se considerar este valor significativo e deste 

modo, rejeitar H0. Depois deve se considerar o segundo menor valor (P2) e 

obter a razão entre α e (k-1). Se P2 ≤ α/(k-1), então rejeita-se H0. Caso o valor 

de P seja maior que P2, então considera-se não significativo e assume-se para 

todos os outros valores de P que estes também não são significativos. Deve-se 

fazer isto até Pn ≤ α/(1 + k - n), ou seja, até que P > Pn. A partir daí, todos os 

outros valores devem ser considerados não significantes. 

 

3.6.2. Diferenciação Genética entre as Populações 

 

As análises estatísticas foram conduzidas considerando todas as 

amostras como uma única população e considerando-se cada população 

separadamente. Deste modo, pudemos verificar se havia diferenças entre as 

populações ou se todas se comportavam como uma única população 

panmítica.  

A diferenciação gênica (Raymond e Rousset,1995b) e genotípica (teste 

G, Goudet et al. 1996) entre as populações foi calculada através do programa 

Genepop 4.0., onde a hipótese nula parte da premissa de que os alelos ou 

genótipos são retirados de todas as populações de forma idêntica, ou seja, que 
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estes são distribuídos entre todas as populações na mesma proporção. O teste 

G empregado nestas análises detecta diferenças muito tênues nas freqüências 

alélicas, sendo considerado extremamente robusto para realização de tais 

inferências (Ballloux e Lugon-Moulin, 2002). Também foram calculadas a 

distância e identidade genética das populações (Nei, 1972) através do 

programa Popgene 1.32 (Yeh et al., 1997). 

Para as análises posteriores de FST (Weir e Cockerham, 1984), o 

programa FSTAT 2.9.3. foi utilizado (Goudet, 1995). O FST assume o modelo de 

alelos infinitos (IAM, Infinite Alleles Model), onde cada nova mutação gera um 

novo alelo, podendo envolver qualquer número de repetições nos 

microssatélites. Em contraste temos o outro modelo proposto para surgimento 

dos alelos de microssatélites (SMM, Stepwise Mutation Model), no qual a 

mutação ocorre com o ganho ou perda de uma unidade de repetição, o que 

pode gerar alelos que já estão presentes na população. 

Somente o FST foi aqui determinado porque esta abordagem vem sendo 

comumente utilizada para estudos de variabilidade em peixes (O´Connel e 

Wright, 1997) e também parece ser a mais indicada quando o tamanho 

amostral é moderado a pequeno (menor que 50) e quando poucos locos (dez 

locos, como por exemplo) são analisados (Gaggiotti et al., 1999). 

O valor de diferenciação real, DEST (Jost, 2008), foi calculado com o 

programa SMOGD (Crawford, 2010). Este valor tem interpretação sobre a 

diferenciação populacional (valor variando entre 0 e 1) semelhante aos valores 

de FST (Wright, 1951), GST (Nei, 1973), valores propostos quando as técnicas 

de detecção de polimorfismos estavam surgindo, principalmente com análises 

de alozimas. Desse modo, estas estatísticas estão relacionadas a locos onde a 
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diversidade é baixa e segundo Nagylaki (1998) os valores de diferenciação GST 

são apropriados se, e somente se, a diversidade gênica é baixa. No entanto, o 

DEST é uma estatística em que melhor se encaixa sob a nova perspectiva de 

detecção de polimorfismo dos novos marcadores, como os microssatélites (que 

sabidamente possuem taxas de mutação muito superiores aos locos de 

alozimas). Jost (2008) demonstra que os valores de GST podem na verdade, 

apesar de existir completa diferenciação entre as populações, apontar que a 

diferenciação é perto de zero, uma vez que sua estatística é baseada nos 

níveis de heterozigosidade. DEST por sua vez, sobrepõe este problema pelo 

cálculo da diferenciação genética independentemente da variação nas 

freqüências alélicas entre as subpopulações, baseado na proporção dos alelos 

que são únicos para uma subpopulação e é sugerido como um substituto para 

as medidas convencionais de diferenciação genética (Davis et al., 2010). 

A análise de AMOVA (Analyses of Molecular Variance) foi realizada no 

software ARLEQUIN 3.1. (Excoffier et al., 2005), com 20000 permutações. Esta 

análise é utilizada para avaliar a quantidade de estruturação populacional. 

Desse modo, foram formados grupos entre as populações, sendo realizadas 

duas análises: uma entre todas as populações separadas e outra com um 

grupo entre as populações residentes (RA-10/2007 e RL-04/2009) e as demais 

populações. 

O programa Structure 2.3.1. (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para a 

verificação da estrutura populacional. Este programa utiliza a abordagem de 

análise Bayesiana para determinação de possíveis populações existentes (K) 

na amostragem, considerando-se apenas os genótipos dos indivíduos 

amostrados. O programa trabalha agrupando os indivíduos em grupos de modo 
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que o EHW seja maximizado dentro de cada grupo. Deste modo, com base nas 

freqüências alélicas de cada indivíduo, este é alocado em uma possível 

população, probabilisticamente avaliada através de um teste de atribuição 

(assignment test) quando essas populações são misturadas. No presente 

trabalho foram considerados os modelos de K=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, com 

10 réplicas cada, assumindo o “modelo de mistura entre as populações” e 

“freqüências alélicas correlacionadas”. Os testes foram realizados por meio da 

cadeia de Markov-Monte Carlo, com períodos de burn-in de 30.000 e 200.000 

réplicas, inicialmente para todas as populações como um todo. Estes valores 

de burn-in e réplicas foram escolhidos devido ao longo tempo de análise, o qual 

segundo Pritchard et al. (2000), na análise de um conjunto de dados com sete 

microssatélites e 155 amostras, o tempo de corrida para 106 réplicas era de 70 

minutos em média. Posteriormente, novos testes com burn-in=500.000 e 1 

milhão de réplicas foram realizados dentro de duas populações específicas e 

entre as demais populações para identificação de possível sub-estruturação 

populacional. Os testes do presente trabalho foram realizados em PC 

Windows® based, Processador Intel Core 2 duo, 4Gb memória RAM PC 

durante um tempo estimado de 80 horas. 

Geralmente a escolha do provável valor de K é obtida em comparações 

com as diversas corridas em um gráfico. Quando estes valores atingem um 

plateau (maiores valores de LnP(D)), escolhe-se o valor de K imediatamente 

menor a este plateau. Estimativas de probabilidades baseados nos logaritmos 

das probabilidades também são considerados (para maiores detalhes ver 

Manual do programa Structure). Como no próprio manual do programa há um 

indicativo de que a escolha do valor mais provável de K é subjetiva, este 



  Material e métodos 

39 
 

sugere o uso de um método de escolha mais formal e menos subjetivo. Deste 

modo, correções para se estimar o número de grupos (clusters) existentes na 

amostragem após o uso do programa Structure foram realizadas de acordo 

com Evanno et al. (2005). Neste método, as diferenças entre cada valor de Ln 

das probabilidades de K entre sucessivos testes (ex., K=1, 2, 3, ..., K=n) são 

medidas (Ln[K2]-Ln[K3] e sucessivamente, como por exemplo) e réplicas são 

realizadas dentro de cada K (para obtermos uma medida de desvio padrão 

entre os testes). O valor de K que apresentar a maior razão entre essas 

diferenças e o desvio padrão é o número [delta (K)] mais provável de 

populações (K) existentes.  

A ausência de estruturação, segundo o manual do programa, é sugerida 

pela probabilidade semelhante de amostras pertencerem a um ou mais grupos, 

de forma que nenhuma subdivisão possa ser definida (figura 6). 

 

Figura 6. Exemplo de um teste de atribuição em que a estruturação populacional não pode ser 

evidenciada. Os indivíduos estão representados por barras verticais. Note que cada indivíduo 

possui a mesma probabilidade de pertencer a cada grupo diferente (representado cada um por 

uma cor diferente) e que deste modo, não existe subdivisões entre eles. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. Extração e Quantificação de DNA 

 

Foram extraídos DNA de 201 amostras de S. brasiliensis coletados na 

região da Cachoeira de Emas (Município de Pirassununga, SP), sendo 129 

amostras pertencentes a populações residentes e 72 pertencentes a 

populações migradoras. 

As amostras de DNA obtidas se mostraram de boa qualidade e 

quantidade quando analisadas em gel de agarose 0,8%, demonstrando 

ausência ou baixo grau de degradação e concentrações variando entre 50 e 

400ng (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Quantificação de DNA de três indivíduos 

pertencentes à população residente (RA-10/2007) da 

barragem de Cachoeira de Emas, Pirassununga – SP. Ao 

lado está o marcador de peso molecular (Low DNA Mass 

Ladder, Invitrogen) e suas concentrações em ng. 

 

 

4.2. Testes de PCR 

4.2.1. Transferabilidade dos Locos Microssatélites de Brycon 

 

As primeiras reações de transferabilidade utilizaram os locos descritos 

para as espécies de Brycon (B. hilarii, sete locos; B. opalinus, seis locos), uma 

vez que os locos de S. franciscanus ainda estavam em fase inicial de 

prospecção. Os testes realizados utilizando-se a enzima Platinum® Taq DNA 
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Polymerase da Invitrogen foram insatisfatórios, com a presença de muitas 

bandas inespecíficas em quase todos os locos. No entanto, testes de PCR 

realizados utilizando-se estes mesmos locos, mas com o Kit MasterMix GoTaq 

DNA Colorless (Promega), evidenciaram melhores resultados de amplificação. 

Os locos de B. opalinus foram aqueles que evidenciaram os melhores 

resultados de amplificação heteróloga. Todos os sete locos (BoM1, BoM2,  

BoM5, BoM6, BoM7, BoM12 e BoM13) dessa espécie testados em S. 

brasiliensis amplificaram. Os locos BoM1 e BoM5, no entanto, apresentaram a 

presença de bandas inespecíficas e o loco BoM6 apresentou tamanho de 

alelos muito superior ao descrito pelos autores em Brycon (142-178pb em 

Brycon e 300-400pb em Salminus), sendo excluídos das análises posteriores. 

O loco BoM7 não demonstrou ser polimórfico em gel de agarose 3%. Apenas 

três locos (BoM2, tamanho de fragmento entre 100 a 200pb; BoM12, tamanho 

de fragmento entre 200 e 350pb e BoM13, tamanho de fragmento entre 100 a 

200pb) apresentaram-se polimórficos em gel de agarose 3%. O loco BoM2 foi 

utilizado nas análises populacionais na espécie S. brasiliensis por apresentar 

um excelente padrão de amplificação em todos os indivíduos testados, com 

bandas fortes e bem definidas. 

Em relação aos locos da espécie B. hilarii, do total de seis locos testados 

(Bh5, Bh6, Bh8, Bh13, Bh15 e Bh17), cinco amplificaram, sendo que quatro 

(Bh6, Bh8, Bh15 e Bh17) amplificaram fragmentos com tamanho superior ao 

descrito pelos autores e dois destes locos (Bh15 e Bh17) evidenciaram também 

a presença de bandas inespecíficas. Deste total, somente o loco Bh13 

mostrou-se útil para as análises genético-populacionais em S. brasiliensis, com 

fragmentos obtidos em gel de agarose 2% entre 100 a 150pb.  
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A tabela 6 e as figuras 8 e 9 resumem os principais resultados obtidos 

nestes testes iniciais de transferabilidade para esses locos. Alguns locos 

apresentaram melhor padrão de amplificação utilizando-se uma única 

temperatura de anelamento do primer enquanto outros utilizaram touch-down 

de temperatura. Todos os testes utilizaram 50ng/µl de DNA em cada reação. 

 

Tabela 6. Resumo dos dados de transferabilidade dos locos de Brycon para S. brasiliensis. 

Estão detalhados os tamanhos dos fragmentos em gel de agarose 2% e o ciclo utilizado. 

 

Espécie de Origem Loci 

Brycon opalinus  BoM1 BoM2 BoM5 BoM6 BoM7 BoM12 BoM13 

Amplificação + + + + + + + 

Ciclo utilizado Touch-

down 

Touch-

down 

Touch-

down 

Touch-

down 

Touch-

down 

Touch-

down 

Touch-

down 

Temperatura °C 60-50 60-50  60-50 60-50  60-50 60-50 60-50 

Tamanho (pb) 100-200 

B.E. 

100-200 B.E. 300-400 200-300 200-350 100-200 

        Loci       

Brycon hilarii Bh5 Bh6 Bh8 Bh13 Bh15 Bh17  

Amplificação - + + + + +  

Ciclo utilizado Clássico Clássico Clássico Clássico Clássico Touch-

down 

 

Temperatura °C - 56  56 56  56 60-50  

Tamanho (pb) - ±850  ±700  100-150 300-450, 

B.E. 

±650, 
B.E. 

 

+ Amplificação      
- Ausência de amplificação    

B.E. Bandas espúrias 
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Figura 8. Gel de agarose 2% mostrando o resultado da reação de PCR em termociclador de 

gradiente de temperatura com a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen). Oito dos 

14 primers já descritos estão demonstrados. Ao lado está indicado em pb o tamanho dos 

fragmentos (1 KB Plus DNA Ladder, Invitrogen); cada loco está mostrado com barras; Os 

números de 1 a 12 indicam as temperaturas analisadas segundo a tabela 6. Testes executados 

no Mastercycler gradient, Eppendorf. 

 

 

Figura 9. Gel de agarose 2% evidenciando o padrão de amplificação de alguns locos de Brycon 

(B. hilarii em A e B. opalinus em B). Os testes foram conduzidos com MasterMix GoTaq DNA 

Colorless, Promega e o ciclo touch-down. Acima em cada figura está o número da amostra 

utilizada seguida de um controle negativo de amplificação (Ø). Ao lado está o marcador 

molecular de tamanho dos fragmentos (1 KB Plus DNA Ladder, Invitrogen) indicado em pb.  
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4.2.2.  Transferabilidade dos Locos Microssatélites de S. franciscanus 

 

Após o isolamento e caracterização de locos microssatélites para a 

espécie S. franciscanus, estes locos também foram utilizados no presente 

trabalho para avaliação de seu potencial de uso na espécie S. brasiliensis. Dos 

16 pares de primers testados, 15 evidenciaram padrão de amplificação 

satisfatório nos testes iniciais de gradiente de temperatura.  

O loco Sfra01, no entanto, não evidenciou padrão de amplificação 

eficiente nestes testes, demonstrando amplificação muito fraca e presença de 

bandas inespecíficas (figura 10). O loco Sfra11 apresentou amplificação com 

bandas inespecíficas quando analisado em um número amostral maior e foi 

descartado das análises. Já o loco Sfra02 demonstrou um tamanho de 

fragmento entre 250 a 350pb quando analisado em gel de agarose 2%. Do 

mesmo modo, os locos Sfra03 e Sfra04 tiveram tamanho de fragmento entre 

200 e 250pb. Os locos Sfra05, Sfra08, Sfra11 e Sfra13 apresentaram tamanho 

de fragmento entre 200 e 300pb e o loco Sfra06 tamanho de fragmento entre 

280 e 350pb. Já o loco Sfra07 apresentou tamanho de fragmento entre 100 a 

250pb. Os locos Sfra09, Sfra12, Sfra15 e Sfra18 tiveram fragmentos variando 

de 100 a 200pb. O loco Sfra10 apresentou tamanho de fragmento entre 250 a 

350pb. O loco Sfra14 teve tamanho de fragmento entre 180 a 300pb. A tabela 7 

e a figura 10 resumem os principais dados obtidos nesta primeira avaliação de 

transferabilidade dos locos de S. franciscanus para S. brasiliensis  
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Tabela 7. Resumo dos dados obtidos para a transferabilidade dos locos de S. franciscanus em 

S. brasiliensis. Estão indicados os locos testados e o número da amostra utilizada em cada 

teste. A concentração inicial de DNA utilizada para todos os testes foi 50ng/µl. As temperaturas 

em que houve amplificação também estão demonstradas (segundo tabela 5), a temperatura 

escolhida para a condução dos testes de validação populacional, e também os tamanhos dos 

fragmentos em gel de agarose 2%. 

 

Loci Sfra 01 Sfra 02 Sfra 03 Sfra 04 Sfra05 

Amostra 030 031 033 034 035 

Temperatura °C Até 58 TODAS TODAS TODAS TODAS 

Temperatura 
validação 

54 58 58 58 58 

Tamanho 100-200pb B.E. 250-350pb 200-250pb 200-250pb 200-300pb 

Loci Sfra 06 Sfra 07 Sfra 08 Sfra09 Sfra 10 

Amostra 036 037 038 039 040 

Temperatura °C TODAS TODAS TODAS ATÉ 60 TODAS 

Temperatura 
validação 

58 56 58 54 58 

Tamanho 280-350pb 100-250pb 200-300pb 100-200pb 250-350pb 

Loci Sfra 11 Sfra 12 Sfra 13 Sfra 14 Sfra15 

Amostra 041 042 043 044 045 

Temperatura °C TODAS TODAS TODAS ATÉ 60 TODAS 

Temperatura 
validação 

54 58 58 56 58 

Tamanho 200-300pb 100-200pb 200-300pb 180-300pb 100-200pb 

Loci Sfra18     

Amostra 053     

Temperatura °C TODAS     

Temperatura 
validação 

60-50     

Tamanho 100-200pb     
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Figura 10. (A) Teste de gradiente de temperatura de alguns locos 

isolados de S. franciscanus em S. brasiliensis. O nome de cada loco 

encontra-se na parte superior. (B) Amplificação do loco Sfra01 após 

novo teste. Nota-se a presença de bandas inespecíficas. Ao lado de 

cada figura temos o marcador de peso molecular (Ladder) com seus 

respectivos tamanhos. Abaixo, indicado em °C encontra-se as 

temperaturas analisadas.  

 

Posteriormente aos testes de transferabilidade, seguiu-se a etapa de 

validação populacional e avaliação do polimorfismo em gel de agarose 3%, no 

qual foi possível evidenciar a presença de indivíduos heterozigotos para alguns 

locos (figura 11). Após a finalização destes testes, 14 locos demonstraram 

amplificação satisfatória em S. brasiliensis e deste modo, todos os locos foram 

genotipados em seqüenciador automático. A tabela 8 mostra os ciclos 

utilizados em cada loco, bem como as temperaturas dos testes de PCR. 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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Figura 11. Etapa de validação dos locos isolados de S. franciscanus em S. brasiliensis. Nos 

locos Sfra02, Sfra03, Sfra10, Sfra13 e Sfra15 é possível a visualização da presença de 

heterozigotos ou alelos de diferentes tamanhos. Gel de agarose 3%. Acima da figura está 

indicado o nome do loco testado; ao lado encontra-se o marcador de tamanho molecular 

(Ladder) e seus respectivos tamanhos em pb; abaixo estão indicados os números das 

diferentes amostras utilizadas nesse teste. 

 

 

Tabela 8. Descrição dos ciclos e temperaturas utilizadas para amplificação dos locos de S. 

franciscanus em S. brasiliensis.   

Loci Ciclo utilizado Temperatura (°C) 

Sfra01 Clássico com adição M13 56 

Sfra02 Clássico com adição M13 58 

Sfra03 Clássico com adição M13 58 

Sfra04 Touch-down 60-50 

Sfra05 Clássico com adição M13 58 

Sfra06 Clássico com adição M13 54 

Sfra07 Clássico com adição M13 58 

Sfra08 Clássico com adição M16 58 

Sfra09 Clássico com adição M13 54 

Sfra10 Clássico com adição M13 58 

Sfra11 Clássico com adição M13 54 

Sfra12 Clássico com adição M13 58 

Sfra13 Clássico com adição M13 58 

Sfra14 Touch-down 60-50 

Sfra15 Touch-down 60-50 

Sfra18 Touch-down 60-50 
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4.3.    Genotipagem dos Locos  

 

Foram realizadas genotipagens de 14 locos de S. franciscanus para um 

mínimo de 17 e máximo de 41 exemplares de S. brasiliensis pertencentes a 

cada uma das oito populações residentes e migradoras, analisadas no 

presente trabalho. Destes locos genotipados, nove locos (Sfra02, Sfra03, 

Sfra04, Sfra05, Sfra10, Sfra13, Sfra14, Sfra15 e Sfra18) apresentaram 

polimorfismo após a genotipagem. Os locos Sfra06 e Sfra09 evidenciaram 

padrão monomórfico nas populações avaliadas. Os locos Sfra07, Sfra08 e 

Sfra12 apresentaram-se monomórficos, exibindo múltiplos picos após análise 

em mais de 30 de indivíduos. Por este motivo, o protocolo proposto por Arruda 

et al. (2010) foi implementado, mas no entanto, não foram obtidos resultados 

satisfatórios, sendo que estes locos foram excluídos das análises posteriores e 

também considerados como monomórficos (Figuras 12 e 13). 

 Dos locos descritos para as espécies de Brycon apenas um deles 

(BoM2), com bandas fortes e bem definidas, foi incluído nas genotipagens, uma 

vez que foi dada preferência aos locos descritos para a espécie S. 

franciscanus, congênere de S. brasiliensis. Deste modo, no total foram 

considerados dez marcadores microssatélites heterólogos e polimórficos para 

as análises populacionais (sendo nove descritos para S. franciscanus e um 

para B. opalinus). 

 O número de alelos variou de 8 (Sfra18) a 48 (Sfra02), com número 

médio 21 alelos por loco (total de 210 alelos identificados para os 10 locos). O 

loco Sfra02 teve tamanhos de fragmento variando de 210 a 356pb. O loco 

Sfra03 apresentou 16 alelos, com tamanho de fragmento variando de 178 a 
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210pb. O loco Sfra04 teve tamanho de fragmentos entre 156 a 176pb, 

apresentando 10 alelos no total. Já o loco Sfra05 apresentou 19 alelos, com 

tamanho variando entre 274 a 354pb. O loco Sfra10 teve tamanho de 

fragmentos variando de 208 a 324pb, com um total de 15 alelos identificados. 

O loco Sfra13 apresentou 27 alelos, com tamanho entre 232 a 300pb. O loco 

Sfra14 teve 19 alelos identificados com tamanho entre 238 a 280pb. O loco 

Sfra15 teve tamanho de fragmentos entre 198 a 296pb, com um total de 38 

alelos. O loco Sfra18 apresentou oito alelos com tamanho de fragmentos entre 

116 a 180pb e o loco BoM2 apresentou 10 alelos com tamanho variando entre 

152 a 182pb. 

Os demais locos apresentaram-se monomórficos, sendo que o loco 

Sfra06 apresentou um tamanho de fragmento de 366pb, o loco Sfra07 teve 

fragmento de tamanho 198pb, o loco Sfra08 apresentou tamanho de fragmento 

de 250pb, o loco Sfra09 teve tamanho de fragmento de 236pb e o loco Sfra12 

apresentou fragmento de tamanho de 284pb. A tabela 9 resume os resultados 

obtidos após genotipagem dos 10 locos heterólogos. 
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Figura 12. Resultados da genotipagem de três locos monomórficos (Sfra06, Sfra07 e Sfra09) demonstrados em apenas três indivíduos. Todos os locos estão 

marcados com o fluoróforo FAM. Os locos foram considerados como monomórficos após análises em pelo menos 15 indivíduos. (A) O loco Sfra06 

apresentou tamanho de alelo para todos os indivíduos de 366pb, (B) o loco Sfra07 de 198pb e (C) o loco Sfra09 de 236pb. 
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Figura 13. Análise da genotipagem de dois locos considerados monomórficos pela presença de múltiplas bandas em todos os indivíduos testados. (A) Loco 

Sfra08 amplificado com ciclo clássico com adição M13, marcado com fluoróforo HEX. (B) Loco Sfra12 amplificado com clássico com adição M13, marcado 

com fluoróforo TET. (C) Loco Sfra08 amplificado com ciclo proposto por Arruda et al. (2010). Verifica-se que não houve redução do sinal de bandas 

inespecíficas. 
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Tabela 9. Relação de todos os locos heterólogos em S. brasiliensis. Para alguns dos locos não 

foi realizada a etapa de genotipagem, apenas a avaliação de transferabilidade. Estão indicados 

se houve ou não genotipagem dos locos, se houve avaliação de polimorfismo em tais locos e 

se possível, determinado o tamanho dos alelos. O número de alelos por loco, obtidos com base 

em todas as amostragens realizadas, está presente na última coluna à direita. 

 

Loci Genotipagem Polimorfismo Tamanho dos 
alelos (pb) 

Número de alelos 

Bh5 Não N.A. - - 

Bh6 Não N.A. - - 

Bh8 Não N.A. - - 

Bh13 Não N.A. - - 

Bh15 Não N.A.  - 

Bh17 Não N.A. - - 

BoM1 Não N.A. - - 

BoM2 Sim Sim 152-182 10 

BoM5 Não N.A. - - 

BoM6 Não N.A. - - 

BoM7 Não N.A. - - 

BoM12 Não N.A. - - 

BoM13 Não N.A. - - 

Sfra01 Não N.A. - - 

Sfra02 Sim Sim 210-356 48 

Sfra03 Sim Sim 178-210 16 

Sfra04 Sim Sim 156-176 10 

Sfra05 Sim Sim 274-354 19 

Sfra06 Sim Não 366 1 

Sfra07 Sim Não 198 1 

Sfra08 Sim Não 250 1 

Sfra09 Sim Não 236 1 

Sfra10 Sim Sim 208-324 15 

Sfra11 Não N.A. - - 

Sfra12 Sim Não 284 1 

Sfra13 Sim Sim 232-300 27 

Sfra14 Sim Sim 238-280 19 

Sfra15 Sim Sim 198-296 38 

Sfra18 Sim Sim 116-180 8 

N.A.: não avaliado 
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A taxa média de erros de genotipagem estimada para os locos foi de 

1,6% e a taxa média de erros por alelos foi de 2,4% (tabela 10). 

 

Tabela 10. Estimativas de erros de genotipagem. (ea refere-se a taxa de erros por alelo; el 

refere-se a taxa de erros por locus) 

Loco ea el 

Sfra02 0,000 0,000 

Sfra03 0,000 0,000 

Sfra04 0,000 0,000 

Sfra05 0,071 0,036 

Sfra10 0,000 0,000 

Sfra13 0,000 0,000 

Sfra14 0,000 0,000 

Sfra15 0,100 0,050 

Sfra18 0,036 0,036 

BoM2 0,036 0,036 

Média 2,4% 1,6% 

 

 

4.4. Análises Estatísticas 

 

4.4.1. Caracterização da Variabilidade Genética 

 

 A análise de desequilíbrio genotípico demonstrou que nenhum par de 

locos aqui analisados encontra-se ligado após a correção seqüencial de 

Bonferroni. Deste modo, todos os 10 locos selecionados se mostraram úteis 

para realização das análises estatísticas. Testes para desvios de Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (EHW) demonstraram que ao menos dois locos apresentam-

se fora de equilíbrio nas diferentes populações analisadas. A única população 

que se apresentou sob o EHW para todos os locos foi a MT-12/2008 (tabela 

11).  
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Tabela 11.  EHW calculados com o programa Genepop versão 4.0. Para cada população está descrito os valores de P (P-val) obtidos pelo programa. S.E. (erro padrão); Os 

valores marcados com * mostraram desvio do EHW após a correção seqüencial de Bonferroni (p<0,05). Residente (R); Migradora (M); região Topava (T); região Liso (L);  

região Acima da Barragem (A); 1=janeiro a 12=dezembro; 2007, 2008 e 2009 referem-se aos anos de coleta. 

 Pop   Pop   Pop   Pop  

 RA-10/2007   RT-07/2008   MT-12/2008   MT-01/2009  

lócus P-val S.E. lócus P-val S.E. lócus P-val S.E. lócus P-val S.E. 

SFRA02 0* 0 SFRA02 0* 0 SFRA02 0,0284 0,0034 SFRA02 0,0241 0,0023 

SFRA03 0,0009* 0,0002 SFRA03 0,0189 0,0007 SFRA03 0,3389 0,0035 SFRA03 0,9135 0,0007 

SFRA04 0,0183 0,0001 SFRA04 0,0725 0,0006 SFRA04 0,4073 0,0007 SFRA04 0,0825 0,0004 

SFRA05 0* 0 SFRA05 0,3485 0,0025 SFRA05 0,1752 0,0024 SFRA05 0,0003* 0,0001 

SFRA10 0,001 0,0001 SFRA10 0,094 0,001 SFRA10 0,686 0,0015 SFRA10 0,0029* 0,0002 

SFRA13 0* 0 SFRA13 0,0802 0,0035 SFRA13 0,4861 0,0046 SFRA13 0,0919 0,0019 

SFRA14 0* 0 SFRA14 0* 0 SFRA14 0,613 0,004 SFRA14 0,0082 0,0007 

SFRA15 0* 0 SFRA15 0,0035* 0,0006 SFRA15 0,0103 0,0013 SFRA15 0,1144 0,0045 

SFRA18 0,0134 0,0003 SFRA18 0,8889 0,0007 SFRA18 0,1083 0,0008 SFRA18 0,7194 0,001 

BOM2 0,0322 0,0006 BOM2 0,9697 0,0005 BOM2 0,591 0,0018 BOM2 0,9052 0,001 

            

 Pop   Pop   Pop   Pop  

 RL-04/2009   RT-10/2009   MT-11/2009   MT-12/2009  

lócus P-val S.E. lócus P-val S.E. lócus P-val S.E. lócus P-val S.E. 

SFRA02 0,0173 0,0018 SFRA02 0,0002* 0,0002 SFRA02 0,0002* 0,0001 SFRA02 0,0291 0,0025 

SFRA03 0,0414 0,0007 SFRA03 0,0156 0,0005 SFRA03 0,8437 0,0016 SFRA03 0,0049* 0,0002 

SFRA04 0,0113 0,0003 SFRA04 0,0057* 0,0002 SFRA04 0,0086 0,0001 SFRA04 0,0252 0,0003 

SFRA05 0,0028* 0,0002 SFRA05 0,2681 0,0055 SFRA05 0,5351 0,0021 SFRA05 0,4884 0,002 

SFRA10 0,0691 0,0018 SFRA10 0,2944 0,0019 SFRA10 0,9034 0,0009 SFRA10 0,8533 0,0008 

SFRA13 0,0002* 0,0001 SFRA13 0* 0 SFRA13 0,2501 0,0065 SFRA13 0,6738 0,0058 

SFRA14 0,0194 0,0009 SFRA14 0,5547 0,0028 SFRA14 0,26 0,0027 SFRA14 0,017 0,0009 

SFRA15 0,0001* 0 SFRA15 0,0007* 0,0003 SFRA15 0* 0 SFRA15 0* 0 

SFRA18 0,2519 0,0009 SFRA18 0,0622 0,0009 SFRA18 1 0 SFRA18 0,1089 0,0008 

BOM2 0,5227 0,002 BOM2 0,0169 0,0004 BOM2 0,1567 0,0015 BOM2 0,5406 0,0019 
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 Os valores médios de heterozigosidade observada e esperada 

variaram, respectivamente, de 0,668 (RT-07/2008) a 0,776 (MT-01/2009) e 

0,739 (RL-04/2009) a 0,818 (RT-10/2009) (tabela 12). O número de alelos 

privados para cada população variou de 1 a 13, sendo observada uma média 

de 5,4 alelos privados por loco para cada uma das populações amostradas. A 

figura 14 demonstra o padrão dos alelos nas populações, com suas respectivas 

médias em cada uma delas. A lista de alelos privados, com suas respectivas 

freqüências pode ser vista na tabela 13 e as freqüências de cada alelo em 

todas as populações estão descritas em detalhes na seção APÊNDICE. 

Os valores de diversidade gênica variaram de 0,76 (RL-04/2008) a 0,84 

(MT-01/2009). Já os valores de riqueza alélica variaram de 8,72 (RL-04/2009) a 

10,72 (MT-12/2008). O teste de Kruskal-Wallis não identificou nenhuma 

diferença significativa entre as amostras (para diversidade gênica [GD], 

GD=2,034; χ2=2,167; para riqueza alélica [AR], AR=0,931, χ2=2,167). Os 

valores de Fis indicaram déficit de heterozigotos significativos para seis 

populações (RA-10/2007, RT-07/2008, RL-04/2009, RT-10/2009, MT-11/2009 e 

MT-12/2009, com valores variando de 0,105 (RL-04/2009) a 0,149 (MT-

11/2009). Para as outras duas populações (MT-12/2008 e MT-01/2009) estes 

valores não foram significativos (tabela 14). 
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Tabela 12. Valores de heterozigosidade observada e esperada para cada loco em cada população analisada. N é o número amostral; Na: número de alelos; Ho: 

heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; * indica déficit significativo de heterozigotos. Residente (R); Migradora (M); região Topava (T); região Liso 

(L); região Acima da Barragem (A); 1=janeiro a 12=dezembro; 2007, 2008 e 2009 referem-se aos anos de coleta. 

 

Pop  SFRA02 SFRA03 SFRA04 SFRA05 SFRA10 SFRA13 SFRA14 SFRA15 SFRA18 BOM2 Média 

RA-10/2007 N 36 36 35 35 35 36 35 36 35 36 35,50 

 Na 24 12 3 12 7 20 12 23 6 7 12,60 

 Ho 0,861 0,694 0,486 0,514* 0,629 0,861 0,886 0,667* 0,600 0,778 0,698 

 He 0,948 0,807 0,660 0,838 0,715 0,929 0,896 0,941 0,612 0,682 0,803 

RT-07/2008 N 29 26 28 29 29 27 25 29 29 27 27,80 

 Na 27 10 5 11 7 19 12 21 5 8 12,50 

 Ho 0,759* 0,538 0,500 0,931 0,690 0,889 0,320* 0,724* 0,517 0,815 0,668 

 He 0,951 0,777 0,659 0,864 0,706 0,916 0,870 0,923 0,469 0,759 0,789 

RL-04/2009 N 20 22 22 23 23 23 18 18 23 21 21,30 

 Na 20 8 6 9 9 15 11 13 4 7 10,20 

 Ho 0,900 0,636 0,409* 0,957 0,478* 1,000 0,667 0,778* 0,304 0,667 0,680 

 He 0,931 0,794 0,670 0,776 0,601 0,865 0,832 0,883 0,370 0,666 0,739 

RT-10/2009 N 41 41 40 40 41 41 35 41 41 41 40,20 

 Na 32 9 7 17 8 22 12 31 7 8 15,30 

 Ho 0,732* 0,683 0,525* 0,825 0,707 0,659* 0,829 0,854* 0,561 0,707* 0,708 

 He 0,953 0,760 0,702 0,860 0,742 0,928 0,866 0,943 0,669 0,760 0,818 

MT-12/2008 N 15 17 17 17 17 17 17 17 17 17 16,80 

 Na 21 10 4 11 8 15 14 20 5 8 11,60 

 Ho 0,867 0,765 0,706 0,706 0,882 0,941 0,882 0,765* 0,471 0,765 0,775 

 He 0,929 0,740 0,680 0,853 0,806 0,920 0,888 0,933 0,465 0,806 0,802 

MT-01/2009 N 17 18 18 18 18 18 18 18 17 18 17,80 

 Na 20 7 4 9 7 12 12 19 6 9 10,50 

 Ho 0,824 0,889 0,556 0,611 0,722 0,889 0,722 0,889 0,824 0,833 0,776 

 He 0,927 0,759 0,674 0,815 0,724 0,878 0,870 0,931 0,751 0,813 0,814 

MT-11/2009 N 19 17 19 19 19 19 18 19 19 19 18,70 

 Na 19 9 4 10 7 20 10 17 5 7 10,80 

 Ho 0,632* 0,882 0,316* 0,842 0,789 0,895 0,667 0,579* 0,526 0,632 0,676 

 He 0,932 0,770 0,622 0,877 0,691 0,921 0,818 0,924 0,463 0,686 0,770 

MT-12/2009 N 18 14 18 16 17 15 18 18 18 18 17,00 

 Na 22 8 5 9 7 17 12 16 5 7 10,80 

 Ho 0,833 0,571 0,389* 0,813 1,000 0,933 0,778 0,556* 0,611 0,667 0,715 

 He 0,943 0,819 0,650 0,854 0,804 0,924 0,875 0,895 0,588 0,690 0,804 
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Figura 14. Gráfico de distribuição dos alelos entre as populações analisadas. Número médio de alelos por loco encontrados em cada população (Na); número médio de 

alelos privados por loco (Nap); He e Ho referem-se às heterozigosidade esperada e observada, respectivamente. No eixo da ordenadas à esquerda temos os números 

de alelos e à direita, os valores de heterozigosidade. Abaixo estão as populações analisadas. Residente (R); Migradora (M); região Topava (T); região Liso (L);  região 

Acima da Barragem (A); 1=janeiro a 12=dezembro; 2007, 2008 e 2009 referem-se aos anos de coleta. 
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Tabela 13. Lista dos alelos privados com suas respectivas freqüências em cada população amostrada 

 
 
 
 

Pop Locus Alelo Freqüência 

RA-10/2007 SFRA02 248 0,014 

SFRA02 330 0,042 

SFRA03 206 0,014 

SFRA05 284 0,029 

SFRA10 252 0,029 

SFRA15 198 0,028 

SFRA15 232 0,014 

SFRA15 294 0,028 

SFRA18 116 0,014 

RL-04/2009 SFRA03 210 0,045 

SFRA04 166 0,023 

SFRA10 208 0,022 

SFRA10 284 0,043 

SFRA13 248 0,022 

MT-12/2008 SFRA02 238 0,033 

SFRA02 334 0,033 

SFRA02 352 0,033 

SFRA03 208 0,029 

SFRA05 290 0,029 

SFRA10 268 0,029 

BOM2 154 0,029 

MT-01/2009 SFRA02 236 0,029 

SFRA02 356 0,029 

SFRA10 256 0,028 

SFRA10 272 0,111 

BOM2 172 0,028 

RT-10/2009 SFRA02 210 0,012 

SFRA02 242 0,012 

SFRA02 260 0,012 

SFRA04 156 0,088 

SFRA04 162 0,013 

SFRA05 274 0,013 

SFRA05 292 0,025 

SFRA05 318 0,013 

SFRA05 344 0,013 

SFRA05 354 0,025 

SFRA10 280 0,037 

SFRA15 292 0,012 

SFRA15 296 0,012 

MT-11/2009 SFRA03 178 0,029 

SFRA14 280 0,028 

MT-12/2009 SFRA15 288 0,083 

RT-07/2008 SFRA13 296 0,019 
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Tabela 14. Valores de diversidade gênica (DG), riquezas alélicas (RA) e Fis. * refere-se a valores significativos de Fis (déficit de heterozigotos). Residente 

(R); Migradora (M); região Topava (T); região Liso (L);  região Acima da Barragem (A); 1=janeiro a 12=dezembro; 2007, 2008 e 2009 referem-se aos anos de 

coleta. 

 

 

 

 

Pop 

 RA-10/2007 RT-07/2008 RL-04/2009 RT-10/2009 MT-12/2008 MT-01/2009    MT-11/2009          MT-12/2009 

Loci DG RA  DG RA  DG RA  DG RA  DG RA  DG RA  DG RA  DG RA 

SFRA02 0,963 17.100  0,972 18.741  0,957 16.583  0,967 18.585  0,964 19.864  0,96 17.868  0,966 16.614  0,974 19.005 

SFRA03 0,821 8.697  0,797 7.783  0,817 7.018  0,771 7.091  0,763 8.914  0,778 6.546  0,79 8.241  0,86 8.000 

SFRA04 0,672 3.000  0,674 4.444  0,693 5.145  0,713 5.235  0,7 3.824  0,698 3.956  0,648 3.736  0,676 4.911 

SFRA05 0,855 9.737  0,878 9.227  0,79 7.373  0,871 10.796  0,884 10.214  0,845 8.457  0,902 9.623  0,883 8.859 

SFRA10 0,727 5.574  0,719 6.307  0,618 7.327  0,752 6.437  0,829 7.444  0,745 6.509  0,708 6.545  0,824 6.919 

SFRA13 0,944 14.773  0,934 15.082  0,881 11.866  0,943 15.093  0,949 14.146  0,904 11.175  0,947 16.568  0,957 16.391 

SFRA14 0,909 10.460  0,899 10.024  0,861 10.183  0,879 9.794  0,915 12.851  0,9 10.827  0,846 9.087  0,904 11.181 

SFRA15 0,958 16.161  0,943 14.995  0,912 11.946  0,956 17.376  0,967 17.892  0,959 16.611  0,959 15.163  0,931 14.518 

SFRA18 0,621 4.963  0,477 4.202  0,379 3.792  0,678 5.560  0,48 4.620  0,772 5.817  0,474 4.459  0,605 4.982 

BOM2 0,691 5.274  0,772 6.753  0,682 5.959  0,77 7.320  0,833 7.470  0,837 8.109  0,706 6.542  0,711 6.289 

Média total 0,82 9,57  0,81 9,75  0,76 8,72  0,83 10,33  0,83 10,72  0,84 9,59  0,79 9,66  0,83 10,11 

Fis 0.145*  0.171*  0.105*  0.147*  0.065  0.076  0.149*  0.141* 



    Resultados 

61 
 

A possível presença de alelos nulos foi constatada para alguns locos em 

todas as populações. As freqüências dos alelos nulos variaram de 3,54% (Sfra13, 

RA-10/2007) a valores superiores a 29% (Sfra14, RT-07/2008). A possibilidade de 

erros devido a stutter em locos dinucleotídeos apresentou-se significativa para os 

locos Sfra03, Sfra05, Sfra13, Sfra14 e BoM2. A tabela 15 integra os dados de 

heterozigosidade observada com a presença e a freqüência de possíveis alelos 

nulos em cada população. 

 

4.4.2. Diferenciação Genética entre as Populações 

 

 Os testes de diferenciação gênica e genotípica realizados com base nos 

genótipos estabelecidos para as diferentes populações mostraram valores 

significativos para 15 dos 28 testes realizados para diferenciação gênica e para 13 

dos 28 testes realizados para diferenciação genotípica (tabela 16). 

 Os valores de FST, mesmo sendo baixos, mostraram uma possível 

divergência entre as populações residentes. Foram observados valores 

significantes de FST entre as populações RA-10/2007 x RL-04/2009 (FST=0,0474, 

P= 0,00179), RA-10/2007 x RT-10/2009 (FST=0,0092, P=0,00179), RA-10/2007 x 

RT-07/2008 (FST=0.0196, P=0,00179), RL-04/2009 x RT-10/2009  (FST=0,0321, 

P=0.00179) e RL-04/2009 x RT-07/2008 (FST=0,0279, P=0,00179). Entre as 

populações migradoras, no entanto, estes valores não foram significativos. Para os 

pares de populações residentes que evidenciaram divergência genética, ambos os 

testes de diferenciação gênica e genotípica também foram significativos. A tabela 

17 mostra os valores de FST par a par para cada conjunto de populações. 
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Tabela 15.  Heterozigosidade observada por loco (para maiores detalhes, ver tabela 11), possíveis freqüências de alelos nulos (An) e possíveis presença de 

erros devido a stutters. * indica presença de alelos nulos. 
† 

indicam déficit de heterozigotos. Residente (R); Migradora (M); região Topava (T); região Liso (L);  

região Acima da Barragem (A); 1=janeiro a 12=dezembro; 2007, 2008 e 2009 referem-se aos anos de coleta. 

 RA-10/2007 RT-07/2008 RL-04/2009 RT-10/2009 

 Ho Freq An Stutter  Ho Freq An Stutter  Ho Freq An Stutter  Ho Freq An Stutter 

Sfra02 0,861 0,0446* -  0,759
†
 0,0987* -  0,9 0,0162 -  0,732

†
 0,1132* - 

Sfra03 0,694 0,0625* -  0,538 0,1341* sim  0,636 0,0881* -  0,683 0,0439* sim 

Sfra04 0,486 0,105* -  0,5 0,0957* -  0,409
†
 0,1565* -  0,525

†
 0,1039* - 

Sfra05 0,514
†
 0,1759* -  0,931 -0,036 -  0,957 -0,1016 -  0,825 0,0188 - 

Sfra10 0,629 0,0505* -  0,69 0,0094 -  0,478
†
 0,0767* -  0,707 0,0198 - 

Sfra13 0,861 0,0354* -  0,889 0,0143 -  1 -0,0725 -  0,659
†
 0,1399* sim 

Sfra14 0,886 0,0052 -  0,320
†
 0,294* -  0,667 0,0901* sim  0,829 0,0201 - 

Sfra15 0,667
†
 0,1412* -  0,724

†
 0,1036* -  0,778

†
 0,0557* -  0,854

†
 0,0461* - 

Sfra18 0,6 0,0073 -  0,517 -0,0328 -  0,304 0,0476* -  0,561 0,0645* - 

BoM2 0,778 -0,0566 -  0,815 -0,032 -  0,667 -0,0007 -  0,707
†
 0,0299* - 

             

 MT-12/2008 MT-01/2009 MT-11/2009 MT-12/2009 

 Ho Freq An Stutter  Ho Freq An Stutter  Ho Freq An Stutter  Ho Freq An Stutter 

Sfra02 0,867 0,0323 -  0,824 0,0539* -  0,632
†
 0,1556* -  0,833 0,0564* - 

Sfra03 0,765 -0,0139 -  0,889 -0,0737 -  0,882 -0,0635 -  0,571 0,136* - 

Sfra04 0,706 -0,0154 -  0,556 0,071* -  0,316
†
 0,1887* -  0,389

†
 0,1581* - 

Sfra05 0,706 0,0794* sim  0,611 0,1122* -  0,842 0,0185 -  0,813 0,0221 - 

Sfra10 0,882 -0,0421 -  0,722 0,0009 -  0,789 -0,0581 -  1 -0,1083 - 

Sfra13 0,941 -0,0108 -  0,889 -0,0058 -  0,895 0,0137 -  0,933 -0,0046 - 

Sfra14 0,882 0,0027 -  0,722 0,0792* -  0,667 0,0832* -  0,778 0,0519* - 

Sfra15 0,765
†
 0,0868* -  0,889 0,0216 -  0,579

†
 0,1793* -  0,556

†
 0,1792* - 

Sfra18 0,471 -0,0035 -  0,824 -0,0415 -  0,526 -0,0436 -  0,611 -0,0146 - 

BoM2 0,765 0,023 -  0,833 -0,0111 -  0,632 0,032* sim  0,667 0,0137 - 
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Tabela 16. Valores de P obtidos para os testes de diferenciação gênica e genotípica entre os 

diferentes pares de populações de S. brasiliensis. * Valores significativos após a correção 

seqüencial de Bonferroni (≤0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Diferenciação genotípica (P-value) Diferenciação gênica (p-value) 

MT-01/2009 e RT-07/2008 0,000098* 0,000001* 

MT-01/2009 e MT-11/2009 0,095425 0,006732 

MT-01/2009 e MT-12/2009 0,142016 0,042351 

MT-01/2009 e RT-10/2009 0,677487 0,294796 

MT-11/2009 e RT-07/2008 0,466408 0,051029 

MT-11/2009 e MT-12/2009 0,667203 0,165787 

MT-12/2008 e MT-01/2009 0,018046 0,003982 

MT-12/2008 e MT-11/2009 0,169965 0,037165 

MT-12/2008 e RT-10/2009 0,557283 0,158642 

MT-12/2008 e RT-07/2008 0,689486 0,207382 

MT-12/2008 e MT-12/2009 0,698301 0,380447 

MT-12/2009 e RT-07/2008 0,570023 0,173826 

RL-04/2009 e RT-10/2009 0* 0* 

RL-04/2009 e RT-07/2008 0* 0* 

RL-04/2009 e MT-12/2009 0,000045* 0* 

RL-04/2009 e MT-11/2009 0,000217* 0* 

RL-04/2009 e MT-12/2008 0,000319* 0,000004* 

RL-04/2009 e MT-01/2009 0,000404* 0,000024* 

RA-10/2007 e RL-04/2009 0* 0* 

RA-10/2007 e RT-07/2008 0* 0* 

RA-10/2007 e RT-10/2009 0,000005* 0* 

RA-10/2007 e MT-01/2009 0,000147* 0* 

RA-10/2007 e MT-12/2008 0,000267* 0,000001* 

RA-10/2007 e MT-12/2009 0,001495* 0,000009* 

RA-10/2007 e MT-11/2009 0,018943 0,000051* 

RT-10/2009 e RT-07/2008 0,004993 0,000035* 

RT-10/2009 e MT-12/2009 0,58425 0,155919 
RT-10/2009 e MT-11/2009 0,666346 0,335999 
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Tabela 17. Valores de FST calculados par a par entre as populações. Na diagonal abaixo estão 

os valores de FST e diagonal acima, os valores de P (destaque). Os valores de FST significantes 

estão marcados com asterisco.  

P≤0,00179 (correção seqüencial de Bonferroni) 

 

 

Os valores de distância e identidade genética variaram de 0,0897 (RT-

07/2008 x MT-11/2009) a 0,2736 (RA-10/2007 x RL-04/2009) e 0,7606 (RA-

10/2007x RL-04/2009) a 0,9215 (RT-10/2009 x MT-11/2009), respectivamente 

(tabela 18).  

 

Tabela 18. Distância (diagonal abaixo) e identidade genética de Nei (diagonal acima) 

entre as populações. 

 

Pop RA-10/2007 RL-04/2009 MT-12/2008 MT-01/2009 RT-10/2009 MT-11/2009 MT-12/2009 RT-07/2008 

RA-10/2007 - 0.7606 0.8396 0.8538 0.8942 0.8844 0.8592 0.8470 

RL-04/2009 0.2736 - 0.7818 0.7980 0.8179 0.8365 0.7966 0.8285 

MT-12/2008 0.1748 0.2462 - 0.7984 0.8825 0.8292 0.8577 0.8825 

MT-01/2009 0.1581 0.2256 0.2251 - 0.8955 0.8322 0.8272 0.8083 

RT-10/2009 0.1119 0.2011 0.1250 0.1104 - 0.9215 0.9026 0.9055 

MT-11/2009 0.1228 0.1785 0.1873 0.1837 0.0818 - 0.8930 0.9142 

MT-12/2009 0.1518 0.2274 0.1535 0.1897 0.1025 0.1132 - 0.9024 

RT-07/2008 0.1660 0.1881 0.1250 0.2128 0.0993 0.0897 0.1027 - 

 

 

 

Pop RA-10/2007 RL-04/2009 MT-12/2008 MT-01/2009 RT-10/2009 MT-11/2009 MT-12/2009 RT-07/2008 

RA-10/2007 - 0.00179* 0.00536 0.00893 0.00179* 0.04464 0.06786 0.00179* 

RL-04/2009 0.0474 - 0.01429 0.01429 0.00179* 0.00893 0.00714 0.00179* 

MT-12/2008 0.0139 0.0351 - 0.06250 0.82679 0.19286 0.58571 0.58929 

MT-01/2009 0.0103 0.0307 0.0152 - 0.81250 0.06786 0.17321 0.00536 

RT-10/2009 0.0092 0.0321 0.0032 0.0002 - 0.92500 0.15000 0.03393 

MT-11/2009 0.0077 0.0230 0.0140 0.0132 -0.0012 - 0.57857 0.64643 

MT-12/2009 0.0086 0.0301 0.0009 0.0076 -0.0019 -0.0035 - 0.20000 

RT-07/2008 0.0196 0.0279 0.0025 0.0202 0.0055 -0.0023 -0.0032 - 
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Os valores de DEST calculados foram maiores que os de FST, reforçando 

a idéia de uma possível estruturação populacional (tabela 19). Os pares de 

populações com valores que foram significantes para FST foram 0,1866 (RA-

10/2007 x RL-04/2009), 0,0394 (RT-10/2009 x RA-10/2007), 0,0805 (RL-

04/2009 x RT-10/2009), 0,0952 (RA-10/2007 x RT-07/2008) e 0,0766 (RT-

07/2008 x RL-04/2009). Estes novos valores reforçam ainda mais a possível 

diferenciação existente entre as populações residentes. 

 

Tabela 19. Tabela com os valores de diferenciação real (DEST) estimados para os pares de 

populações residentes e migradoras. Os valores são estimados em um intervalo de confiança 

de 95%. 

Pop RA-10/2007 RL-04/2009 MT-12/2008 MT-01/2009 RT-10/2009 MT-11/2009 MT-12/2009 RT-07/2008 

RA-10/2007 - 0,1866 0,0612 0,0592 0,0394 0,0492 0,0268 0,0952 

RL-04/2009 - - 0,1099 0,0790 0,0805 0,0501 0,0728 0,0766 

MT-12/2008 - - - 0,0212 0,0008 0,0231 1,16e
+6 

0,0039 

MT-01/2009 - - - - 0,0026 0,0493 0,0087 0,0580 

RT-10/2009 - - - - - 3,9e
+6 

0,0064 0,0105 

MT-11/2009 - - - - - - 0,0036 0,0008 

MT-12/2009 - - - - - - - 0,0030 

RT-07/2008 - - - - - - - - 

 

A análise de AMOVA realizada entre todas as populações (tabela 20) 

revelou que há pouca diferenciação entre as populações (1,40%) e que a maior 

variação está dentro das populações (98,6%). A segunda análise de AMOVA 

entre os grupos das populações residentes (RA-10/2007 e RL-04/2009) e as 

demais populações revelou que a maior parte da variação ainda continua 

dentro das populações (98,52%) e que somente 1,33% corresponde a variação 

entre os dois grupos (dados não mostrados). 
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Tabela 20. Análise AMOVA entre grupos residentes e migradoras. (g.l. significa graus de 

liberdade; Va é variação entre populações; Vb é variação dentro das populações). 

                                                
Fonte da variação g.l. Soma dos 

quadrados 

Componentes da 

variância 

Porcentagem da 

variação 

Entre populações 7 41.106 0.04907 Va 1.40 

Dentro das 

populações 

394 1358.483 3.44793 Vb 98.60 

TOTAL 401 1399.590 3.49985  

Fixation Index      FST :      0.01403 

Significance tests (20022 permutations) 

Va and FST : P(rand. value > obs. value)  =  0.00000 
             P(rand. value = obs. value)  =  0.00000 
                                  P-value =  0.00000+-0.00000 

  
 
 

A análise Bayesiana que considera todos os genótipos sem informação 

de origem dos mesmos, revelou em um primeiro momento a presença de oito 

populações (K=8, Pr [X/K]=1) de S. brasiliensis na região amostrada, conforme 

apresentado na tabela 21. No entanto, o teste de atribuição não apontou uma 

separação clara entre tais populações (figura15), sugerindo haver quatro 

blocos mais ou menos definidos que poderiam compor populações 

diferenciadas (figura 16). Com base nestes resultados foi feita a correção de 

Evanno et al. (2005), que apontou para a existência de apenas duas possíveis 

populações (figura 17).  

 

Tabela 21. Valores de probabilidade, Pr(X/K), para cada um dos possíveis modelos 

populacionais (K=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 populações) obtidos através do programa 

Structure 2.3.1. (burn-in=30.000, 200.000 réplicas).  

 

K 
Média dos valores de ln  
das probabilidades de K Pr(X/K) 

1 -8936,81 8,0458E-103 

2 -8864,73 1,62181E-71 

3 -8929,37 1,3715E-99 

4 -8821,51 9,55448E-53 

5 -8807,94 7,47452E-47 

6 -8890,05 1,63555E-82 

7 -8746,9 2,41501E-20 

8 -8701,73 1 

9 -8763,85 1,05106E-27 

10 -8816,11 2,11542E-50 



        Resultados 

67 
 

 

Figura 15. Teste de atribuição de todas as populações para K=8. Note a presença de grupos populacionais presentes em RA-10/2007 e RL-04/2009. Cada 

cor indica um grupo diferente e cada barra indica um indivíduo. Ao lado, está indicada a probabilidade de cada indivíduo pertencer a cada grupo. 

 

 

 

Figura 16. Teste de atribuição das populações (K=8) ordenadas por suas probabilidades de pertencer a cada grupo. Desse modo, podemos ver a presença 

de quatro grupos mais definidos. Repare que estes grupos estão, em sua maioria, presentes nas duas populações residentes (RA-10/2007 e RL-04/2009). 

As mesmas características da figura anterior foram mantidas.
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Figura 17. (A) Gráfico dos valores 

médios de Ln das probabilidades de 

cada K. À esquerda estão os valores 

de Ln (K) e acima os valores de K. 

(B) Valores de delta (K), segundo 

correção de Evanno et al. (2005), 

mostrando o maior valor de delta (K) 

para K=2. À esquerda estão os 

valores de delta (K) e abaixo, os 

diferentes K testados. O desvio 

padrão para cada K testado está 

representado na forma de uma barra 

vertical. 

  

  

 

 

Apesar da divisão populacional e os resultados obtidos dos valores das 

probabilidades e do delta (K) não estarem claros, pudemos verificar que entre 

as populações RA-10/2007 e RL-04/2009 são as que apresentaram a maior 

parte dessa diferenciação (grupos definidos com cores distintas). Entre as 

outras populações há uma mistura de cores, indicando grupos com 

semelhantes probabilidades de ocorrência. Deste modo, corridas 

independentes foram realizadas dentro das populações RA-10/2007 e RL-

04/2009. 

 Quando realizamos novas análises dentro dos dois grupos sugeridos, 

após correção de Evanno et al. (2005), encontramos a presença de quatro 

possíveis populações dentro de RA-10/2007 e três possíveis populações dentro 

de RL-04/2009 (Figura 18). 
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Figura 18. Valores de Ln das probabilidades e correção de Evanno et al. (2005) para cada K 

testado nas populações RA-10/2007 (A e B) e RL-04/2009 (C e D). O desvio padrão para cada 

K testado está representado na forma de uma barra vertical. 

 

A partir dos dados da correção de Evanno et al. (2005), o teste de 

atribuição para cada população demonstrou limites claros de diferenciação 

dentro de tais populações (K=4 para RA-10/2007, figura 19 e K=3 para RL-

04/2009, figura 20). Note, no entanto, que as cores foram utilizadas somente 

para designar diferentes grupos e que assim, cada cor não corresponde aos 

mesmos grupos em cada uma das populações, pois tratam-se de indivíduos 

diferentes e corridas independentes. 
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Figura 19. Teste de atribuição realizado somente para a população RA-10/2007, com K=4. Cada cor indica um grupo diferente e cada barra indica um 

indivíduo. Ao lado, está indicada a probabilidade de cada indivíduo pertencer a cada grupo. 

 

 

 

Figura 20. Teste de atribuição realizado somente para a população RL-04/2009.  Cada cor indica um grupo diferente e cada barra indica um indivíduo. Ao 

lado, está indicada a probabilidade de cada indivíduo pertencer a cada grupo. 
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Para as outras populações residentes (RT-07/2008 e RT-10/2009), estes 

mesmo testes não foram significativos, ou seja, não foi observada nenhuma 

sub-estruturação populacional.  

Testes excluindo-se a presença destas duas populações (RA-10/2007 e 

RL-04/2009) também foram executados para a verificação da confiança destas 

informações, ou seja, se estaria ocorrendo estruturação apenas nestas duas 

populações residentes, ou se poderia existir estruturação entre outras 

populações. Como resultado, verificou-se que possivelmente não existe 

nenhum tipo de estruturação ou sub-estruturação nas demais populações como 

encontrado para RA-10/2007 e RL-04/2009. A tabela 22 aponta os valores das 

probabilidades e a figura 21 os gráficos dos valores de Ln das probabilidades, 

bem como o gráfico dos valores de delta (K). O resultado do teste de atribuição 

pode ser visualizado na figura 22. 

 

Tabela 22. Valores das probabilidades [Pr (X/K)] dos testes com os modelos populacionais 

K=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 para as populações excluindo-se RA-10/2007 e RL-04/2009 das 

análises. 

 

K Ln Pr (X/K) 

1 -6323,46 1 

2 -6586,1 8,6476E-115 

3 -7305,84 0 

4 -6669,72 4,1802E-151 

5 -6931,3 1,0434E-264 

6 -7006,78 1,7294E-297 

7 -7095,26 0 

8 -7237,4 0 
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 Figura 21. (A) Gráfico dos valores 

de Ln das probabilidades de K. À 

esquerda estão os valores de Ln 

(K) e acima os valores de K. (B) 

Gráfico dos valores de delta (K). À 

esquerda estão os valores de 

delta (K) e abaixo, os diferentes K 

testados. O desvio padrão para 

cada K testado está representado 

na forma de uma barra vertical. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Resultado do teste de atribuição sem as populações RA-10/2007 e RL-04/2009. 

Note que a probabilidade de cada indivíduo (representado por uma barra vertical) estar 

presente em cada uma das K=8 possíveis populações é semelhante para todas, ou seja, todos 

os indivíduos têm semelhantes probabilidades de estarem presentes em qualquer uma das K=8 

populações. 

 

 

 Após verificação de possível subdivisão populacional, novos testes com 

a divisão destas sub-populações confirmaram a presença de quatro possíveis 

grupos em RA-10/2007 e apenas dois em RL-04/2009 (figura 23). 



        Resultados 

73 
 

 

Figura 23. Testes com cada possível sub-população dentro de RA-10/2007 e RL-04/2009, com K=13. Os números de 1 a 4 indicam cada sub-população 

dentro de RA-10/2007 e os números de 5 a 7 as sub-populações dentro de RL-04/2009. Note que há formação de grupos dentro de cada uma dessas 

populações subdivididas e para o restante das populações, esta subdivisão não é definida. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1.    Transferabilidade de Locos Microssatélites 

 

Transferabilidade de locos microssatélites tem sido avaliada em muitas 

espécies, sendo observadas altas taxas tanto em grupos animais quanto 

vegetais, e em especial em plantas fanerógamas. O grau de transferabilidade 

desses locos, no entanto, costuma ser maior entre organismos relacionados, 

sendo que quanto maior a distância filogenética entre as espécies analisadas, 

mais reduzidos tendem a ser estes valores (Barbará et al. 2007). 

Em peixes, estudos de transferabilidade de locos microssatélites 

realizados para várias espécies, ainda na década de 90, demonstraram 

resultados bastante satisfatórios. Rico et al. (1996) avaliando a 

transferabilidade de locos microssatélites entre espécies de diferentes gêneros, 

ordens e até classes (Agnatha até Osteichthyes), evidenciaram uma 

conservação das regiões flanqueadoras dos locos microssatélites analisados 

entre grupos com  mais de 470 milhões de anos de divergência. Uma possível 

hipótese para explicação desta alta conservação das regiões flanqueadoras 

pode ser de que estas regiões sejam de regiões codificantes do genoma, mas, 

no entanto, as taxas de mutação de sequencias flanqueadoras em regiões 

gênicas possuem taxas de substituição próximas à de regiões intrônicas, ou 

seja, as taxas de evolução são semelhantes entre regiões gênicas e não 

codantes no genoma (Brohede e Ellegren, 1999). 

Estudos mais recentes também têm demonstrado grande sucesso na 

transferabilidade de locos SSRs entre espécies congêneres ou mesmo 

pertencentes a gêneros diferentes. Mäkinen et al. (2007), utilizando conjuntos 
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de primers desenvolvidos especificamente para o genoma de Gasterosteus 

aculeatus (“three-spined stickleback”), revelou a transferabilidade de 

aproximadamente 32% (18 de 57 no total) locos microssatélites para a espécie 

Pungitius pungitius (“nine-spined stickleback”). No entanto, apenas 19% (11) do 

total de locos testados demonstraram-se polimórficos quando testados 

populacionalmente, sendo assim, úteis para análises genético-populacionais.  

No presente estudo, a taxa de transferabilidade observada para gêneros 

diferentes foi de aproximadamente 54% (locos de Brycon), sendo que dos 13 

locos testados, sete apresentaram padrões de amplificação satisfatórios na 

espécie S. brasiliensis. Os demais locos (6) não amplificaram ou apresentaram 

amplificações de muitos fragmentos inespecíficos, inviabilizando o processo de 

genotipagem dos alelos e conseqüentemente as análises estatísticas 

populacionais. Dos quatro locos com padrões de amplificação satisfatório, 

apenas BoM2 foi avaliado quanto ao seu grau de polimorfismo. O maior 

sucesso de transferabilidade, considerando-se o total de locos de Brycon 

testados foi para B. opalinus, com 23% (3) de locos amplificados possivelmente 

úteis para análises populacionais em S. brasiliensis. Para B. hilarii, este valor 

correspondeu a apenas 7,6% (1). 

Apesar do estudo de Calcagnotto et al. (2005) agrupar S. brasiliensis e 

B. hilarii como espécies altamente relacionadas (espécies irmãs, com altos 

valores de bootstrap), muitos locos dessa espécie produziram um alto número 

de bandas inespecíficas, reduzindo o número de marcadores eficientes para 

utilização em S. brasiliensis. Análises posteriores de otimização das reações de 

amplificação desses locos poderiam confirmar o real potencial de uso destes 

marcadores. Entretanto, neste estudo optamos por concentrar maiores 
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esforços na transferabilidade de locos de S. franciscanus, já que estes foram 

disponibilizados durante o decorrer do desenvolvimento do presente trabalho. 

As taxas de transferabilidade dos locos microssatélites entre as espécies 

congêneres S. brasiliensis e S. franciscanus foi de 87,5%, sendo que dos 16 

locos de S. franciscanus amplificados satisfatoriamente em S. brasiliensis, nove 

deles apresentaram-se polimórficos, correspondendo a uma eficiência de 

validação de 65% para esses locos. Os outros dois locos restantes 

amplificaram, mas apresentaram bandas inespecíficas e foram descartados. 

Para os locos de Brycon, não houve avaliação do grau de polimorfismo dos 

mesmos, não sendo possível mensurar a eficiência de validação destes, com 

exceção do loco BoM2, o qual foi utilizado nas análises populacionais e 

evidenciou um total de 10 alelos e valores médios de heterozigosidade 

observada de 0,61 para o conjunto de populações aqui analisado. Comparando 

estes valores com aqueles obtidos pelos autores que descreveram este loco, 

observa-se um menor número de alelos, os quais foram relatados como sendo 

de 31 alelos, mas um maior valor médio de heterozigosidade observada (0,43) 

em populações de Brycon com número amostral igual a 94. Relatos de déficit 

nos números de alelos para locos heterólogos parecem ser comuns, apesar de 

haver exceções.  

Yue e Orban (2010) também encontraram um déficit no número de 

alelos observado para 10 locos polimórficos da espécie Poecilia reticulata. Em 

comparação, em espécies de gêneros diferentes, a média de alelos por loco 

caiu de 4,9 na espécie de origem para 4,1 na espécie testada. Além disso, o 

número de locos polimórficos também foi menor (90%, nove locos).  Em 

tainhas, a taxa de transferabilidade de locos microssatélites entre espécies 
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congêneres foi de 100%. A maioria dos locos testados (60%) demonstrou um 

déficit acentuado no número de alelos observado, no entanto, os demais locos 

demonstraram número de alelos superior ao observado na espécie para a qual 

os primers haviam sido originalmente desenhados (Galaraza et al., 2007). 

Para peixes brasileiros da ordem dos Siluriformes, Rodrigues et al. 

(2009) testando a transferabilidade de 15 locos microssatélites entre espécies 

congêneres de Brachyplatystoma, verificou que esta taxa de amplificação 

variou de 80% (12) até 93% (14). Dentro de Characiformes, estudos de 

transferabilidade também demonstram grande potencial de utilização de locos 

heterólogos. Na família Serrasalmidae, 14 locos de tambaqui (Colossoma 

macropomum) foram testados em piranha (Pygocentrus nattereri), pacu 

(Mylossoma aureum) e pirapitinga (Piaractus brachypomus) apresentando 

taxas de transferabilidade próximas a 57%, 72% e 65%, respectivamente. Além 

disso, praticamente todos os locos foram polimórficos, evidenciando excelentes 

taxas de validação populacional. Apenas um dos locos testados não evidenciou 

polimorfismo em P. brachypomus, provavelmente, devido seu reduzido número 

amostral (N=4) (Santos et al., 2009).   

Estudos em Leporinus macrocephalus (família Anostomidae) também 

sugeriram grande sucesso de amplificação cruzada em espécies do mesmo 

gênero. De um total de oito locos testados, todos apresentaram polimorfismo. 

Ao comparar estes resultados com os de uma espécie pertencente a outra 

família (Cyphocharax modesta, Curimatidae), o número de locos amplificados 

diminuiu drasticamente, sendo observado apenas um loco polimórfico (Morelli 

et al., 2007a). 
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Dentro da família Characidae, Sanches e Galetti (2006) testaram a 

transferabilidade de sete locos de Brycon hilarii em cinco outras espécies do 

mesmo gênero e conseguiram cerca de 60% (quatro locos) de amplificação 

satisfatória em uma das espécies analisadas (B. falcatus). Para B. cephalus 

estes valores atingiram 100%, com aproximadamente 72% dos locos 

polimórficos. Em outro estudo com Brycon, estes valores foram ainda maiores, 

sendo observada uma taxa de 100% de transferabilidade entre todas as 

espécies testadas, com um mínimo de 57% de locos polimórficos (Barroso et 

al., 2003). Matsumoto e Hilsdorf (2009) também testaram sete locos de Brycon 

(quatro de B. opalinus e três de B. cephalus) em B. insignis e os resultados 

demonstram mais de 70% (5) de transferabilidade com todos os locos 

polimórficos. 

Barbará et al. (2007) relataram que em peixes os valores de 

transferabilidade, em geral, correspondem a aproximadamente 70% de 

transferabilidade entre espécies relacionadas, 60% entre gêneros dentro de 

uma mesma família, e cerca de 20% entre ordens relacionadas. Em relação 

aos locos heterólogos que são polimórficos, estes valores ficam em torno de 

70% entre espécies do mesmo gênero, caindo para cerca de 50% entre 

gêneros dentro de uma mesma família. 

Se levarmos em consideração que no presente trabalho, 54% dos locos 

de Brycon amplificaram em Salminus e que 65% dos locos de S. franciscanus 

foram polimórficos em S. brasiliensis, estes dados parecem estar de acordo 

com outros estudos populacionais similares realizados em peixes. Desta forma 

os valores obtidos no presente trabalho parecem corroborar os dados que têm 

sido relatados na literatura para diferentes grupos de peixes. Portanto, os locos 
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heterólogos avaliados aqui se mostram úteis para serem utilizados para as 

análises genético-populacionais de S. brasiliensis propostas neste estudo. 

 

5.2.    Caracterização da Estrutura Populacional de S. brasiliensis 

 

 Os altos valores de heterozigosidade observada (1,00, como observado 

para Sfra10 em MT-12/2009), além do alto número de alelos observado, 

demonstram uma grande variabilidade genética para as populações de 

dourado aqui analisadas. Estes resultados ficam também bem explicitados 

quando se considera os índices de diversidade gênica e riqueza alélica 

observados para toda a amostragem, onde alguns locos, como o Sfra02, não 

atingiram valores menores que 0,95 em todas as amostragens, evidenciando 

um valor médio de 0,81 para todas as populações amostradas. No entanto, 

estes valores de diversidade gênica e riqueza alélica não foram 

significativamente diferentes entre as populações, sugerindo então, a princípio, 

que estas populações possuem níveis de variação genética equivalentes. 

Segundo Laikre et al. (2005), altos valores de variação genética obtidos 

para diferentes populações refletem a variabilidade genética total de uma 

espécie, variação esta, essencial para permitir diferentes mecanismos de 

adaptação frente às possíveis mudanças ambientais. 

 O número de alelos por loco é bastante variável em peixes. Na truta, 

Oncorhynchus mykiss, altos números de alelos para locos microssatélites (147 

alelos para seis locos, com média de 24,5 alelos por loco) e riqueza alélica de 

14,5 já foram relatados (Narum et al., 2004). Em espécies neotropicais, como 

Brycon opalinus, Barroso et al. (2005) encontraram um total de 162 alelos (para 
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sete locos), sendo observados de 12 a 31 alelos por loco e média de 23,1 

alelos por loco.  

Em Prochilodus argenteus o valor médio de alelos por loco foi 12,4 

(Hatanaka et al., 2006), enquanto Sanches (2007) encontrou apenas 57 alelos 

(para sete locos), com média de 5,91 alelos por loco na espécie B. hilarii. Outro 

estudo realizado em Piaractus mesopotamicus, evidenciou um total de 68 

alelos, para oito locos, com média de 8,5 alelos por loco (Calcagnotto e 

DeSalle, 2009). Deste modo, o número médio de alelos por loco encontrado no 

presente trabalho (21) parece ser comparável aos valores encontrados para 

outras espécies de peixes em estudos similares. 

 Desvios do EHW foram encontrados em 80% (8) dos locos analisados, 

com déficit significativo de heterozigotos em algumas das amostragens (com 

exceção dos locos Sfra03 e Sfra18). Déficits de heterozigotos também têm sido 

comumente relatados em estudos com populações naturais e diversos fatores 

podem explicar estes déficits, incluindo o efeito de Wahlund, a presença de 

alelos nulos e alelos drop-out, erros de genotipagem e erros amostrais, além de 

acasalamento não-aleatório (Broughton et al., 2002; Narum et al., 2004; 

Barroso et al., 2005; Balding, 2006; Hatanaka et al., 2006; Chapuis e Estoup, 

2007; Calcagnotto e DeSalle, 2009; Morin et al. 2009).  

 O efeito de Wahlund diz respeito sobre a freqüência de homozigotos em 

populações subdivididas, ou seja, quando duas ou mais populações são 

fusionadas em uma amostragem, o número de homozigotos tende a ser maior 

que o número de heterozigotos nesta nova população (uma amostragem é tida 

como uma única população, mas na verdade ela pode conter várias 

populações). Deste modo, desvios no EHW com déficits de heterozigotos 
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podem ser indicativos deste efeito e sugerirem uma possível subdivisão 

populacional na amostragem (Ridley, 2006). 

No presente trabalho, o déficit de heterozigotos observado para maioria 

dos locos analisados pode estar relacionado com alguns desses fatores, 

incluindo preferencialmente um possível efeito de Wahlund (como evidenciado 

através de uma possível sub-estruturação nas populações residentes RT-

10/2007 e RL-04/2009). A alta diversidade alélica também pode ter contribuído 

para desvios na relação entre o número de heterozigotos observado e 

esperado, uma vez que dependendo dos indivíduos amostrados, estes podem 

não representar a totalidade de genótipos possíveis para aquele grande 

conjunto de alelos detectados na amostra (Freitas, comunicação pessoal). 

Se considerarmos também a presença de alelos nulos como forte 

indicativo destes desvios, principalmente nas populações RA-10/2007 e RL-

04/2009, que apresentaram valores de freqüências para presença destes alelos 

relativamente altos em alguns locos (como para Sfra04, 18.87%, MT-11/2009; 

29,4% para Sfra14, RT-07/2008), um novo fator é adicionado a este cenário. 

Segundo Calcagnotto e DeSalle (2009), valores semelhantes de freqüências de 

alelos nulos (15.45%) foram encontrados em pacu (P. mesopotamicus) para 

alguns dos locos utilizados, estando estes, possivelmente, relacionados aos 

desvios observados no EHW. Barroso et al. (2005) também encontraram 

valores altos de alelos nulos (1.44% a 14.4%) em B. opalinus. 

O conceito de alelo nulo, foi primeiramente introduzido por Callen et al. 

(1993), quando estes demonstraram que uma deleção de 8pb em um sítio de 

ligação de primers microssatélites era a responsável pela não amplificação de 
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marcadores com repetições (AC)n, implicando em exclusão de paternidade em 

humanos, uma vez que não seria possível a identificação de um dos alelos. 

Na genética de populações a presença de alelos nulos tem sido 

comumente relatada e pode interferir em estimativas de variabilidade genética 

e distâncias genéticas, além de outras inferências sobre a estrutura genética de 

populações (Falush et al., 2003; Chapuis e Estoup, 2007).  

Apesar de desvios no EHW serem comumente atribuídos à presença de 

alelos nulos, erros de genotipagem associados à presença de alelos drop-out 

(amplificação preferencial de alelos com menor tamanho), decorrentes de baixa 

qualidade de reagentes, equipamentos mal calibrados (desde pipetas até 

seqüenciadores) e/ou fatores humanos, como erros de dupla entrada de 

genótipos de diferentes indivíduos no banco de dados, contagem diferente de 

alelos por diferentes pesquisadores, contaminação ou mistura de amostras, 

são bastante comuns, tendo sido relatados mais recentemente (Pompanon et 

al., 2005).  

Dentre os diversos fatores que ocasionam tais erros, o que parece ter 

maior representação são os erros humanos (Pompanon et al., 2005). Hoffman 

et al. (2006) relataram que discrepâncias entre genotipagens realizadas por 

diferentes laboratórios ocorrem em aproximadamente 20% dos casos. 

 Em análises utilizando DNA extraído de fezes de animais, por exemplo, 

estes erros são comumente relatados (Fernando et al., 2003; Bonin et al., 

2004; Prugh et al., 2005). Em geral, costumam-se atribuir estes erros à baixa 

qualidade (degradação), quantidade e contaminação das amostras de DNA 

obtidas nestes estudos (Broquet et al., 2007). Broquet e Petit (2004) em uma 

revisão relativamente recente mostraram que estudos de DNA baseados em 
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amostras de fezes ou pêlos podem apresentar altas taxas de identificação de 

falsos alelos (15,3%) e alelos drop-out (31,3%). 

 No entanto, erros de genotipagem podem também ocorrer em estudos 

que utilizam amostras de excelente qualidade e quantidade de DNA (Bonin et 

al., 2004; Morin et al., 2009). Estudos realizados em urso e sapo, baseados em 

análises de microssatélites e AFLP, respectivamente, evidenciaram taxas de 

erros de genotipagem estimadas em 0,8% para alelos de locos microssatélites 

e de 3,4% para AFLP (Bonin et al., 2004).  

No presente trabalho, análises similares evidenciaram estimativas de 

erros por alelo próximo a 2,4% e de erro por loco próximo a 1,6%. Estes 

valores são menores que aqueles reportados para baleias por Morin et al. 

(2009), que evidenciaram uma taxa de 2,8% de erro por alelo e parecem ser 

aceitos dentro da abordagem proposta. 

Para alguns autores estes erros de genotipagem parecem ter pouco 

efeito para genética de populações quando comparados a estudos que incluem 

identificação individual (Bonin et al., 2004; Hoffman e Amos, 2005; Pompanon 

et al., 2005). Um exemplo disso é o apontado para a planta Betula nana, em 

um estudo onde dois pesquisadores analisaram o mesmo conjunto de dados 

com marcadores AFLP, obtendo apenas 38% de genótipos iguais entre eles. 

Neste estudo, no entanto, as mesmas conclusões biológicas de diferenciação 

populacional foram obtidas (Bonin et al., 2004).  

Já Morin et al. (2009) relatam que estes erros em grande escala 

poderiam alterar as freqüências alélicas e as estimativas de FST como, por 

exemplo, a de Weir e Cockerham (1984), que é baseada em distribuições de 

freqüências alélicas para estimativa de diferenciação, refletindo assim em 
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valores distorcidos de FST. Entretanto, é sabido que a presença de alelos nulos 

também influencia nas estimativas de FST, onde superestimações de tais 

valores e de distância genética já foram evidenciadas em estudos de 

diferenciação populacional (Chapuis e Estoup, 2007).  

No presente trabalho, os erros de genotipagem aqui encontrados são 

muito baixos e não parecem influenciar nas análises estatísticas. Por outro 

lado, a presença de alelos nulos e stutters observada para alguns locos em 

algumas populações, além de um possível efeito de Wahlund, parecem ser os 

principais responsáveis pelos desvios observados no EHW.  

Apesar dessas considerações, fatores relacionados especificamente 

com as populações também podem contribuir efetivamente para desvios na 

relação de equilíbrio das freqüências genotípicas de uma população. São 

exemplos: (i) a redução do número de peixes devido à sobre-pesca, (ii) a 

presença massiva de barragens na região do Alto Paraná, (iii) as técnicas de 

repovoamento de rios a partir de estoques provenientes da aqüicultura 

(Calcagnotto e DeSalle, 2009) e (iv) o grande número de alelos observados em 

alguns locos, como o Sfra02 (48 alelos) em populações com tamanho amostral 

reduzido (24 alelos identificados em 36 indivíduos, RA-10/2009), por exemplo. 

Entretanto, identificar com precisão a fonte responsável pelos desvios 

observados é uma tarefa difícil, uma vez que vários fatores podem estar 

atuando conjuntamente. 
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5.3. Diferenciação Genética entre Populações 

 

 Estudos de diferenciação populacional em peixes vêm sendo realizados 

para a identificação e manejo de diferentes pools genéticos. Segundo Laikre et 

al. (2005), a diferenciação populacional pode ocorrer sob diferentes formas 

(desde populações geneticamente distintas até populações panmíticas) e deste 

modo, a unidade básica de conservação seria representada por um grupo 

geneticamente homogêneo de indivíduos, como por exemplo, a existência de 

diferentes populações locais. 

 No presente estudo, os valores de diferenciação gênica e genotípica, 

baseados nas freqüências alélicas e genotípicas observadas, indicaram uma 

possível diferenciação genética existente nas populações analisadas. A partir 

dessa indicação de diferenciação, os valores de FST encontrados entre pares 

de populações variaram de -0.0035 (MT-12/2009 x MT-11/2009) a 0.0474   

(RA-10/2007 x RL-04/2009, valor significante após correção seqüencial de 

Bonferroni p≤0.05). Além do par RA-10/2007 x RL-04/2009, estes valores foram 

significantes para mais quatro pares de populações, sendo que todas estavam 

fora do período reprodutivo. 

Deste modo, baseado nos testes de diferenciação gênica, genotípica e 

FST, parece existir uma pequena diferenciação entre indivíduos coletados fora 

da época reprodutiva, o que não foi verificado para populações coletadas 

durante a época reprodutiva, nas quais foram observados valores de FST não 

significantes, sugerindo ausência de estruturação. 

Os valores de DEST reforçam os dados obtidos pela estatística F, 

demonstrando haver ainda mais diferenciação do que apontado pelo valo de 
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FST. Esta abordagem ainda é muito recente, mas parece estar sendo aceita 

com a idéia de melhor mensurar a variação existente em locos mais variáveis 

que as alozimas, com taxas superiores de mutação, como os microssatélites, 

por exemplo. Davis et al. (2010) estudando abelhas de hábito solitário (Colletes 

floralis) identificaram altas diferenciações genéticas entre as populações 

estudadas com apenas nove locos microssatélites, evidenciando valores 

significativos de FST variando de 0,032 até 0,53, enquanto que a estatística 

proposta por Jost (2008), DEST, apontou valores variando de 0,016 até 1,00, ou 

seja, com completa diferenciação entre as populações analisadas. 

Além disso, as análises de AMOVA demonstram que entre as 

populações há pouca variação (1,40%) e que entre todos os testes realizados 

também não há grande variação de acordo com a formação dos grupos. 

Mesmo mantendo-se apenas um grupo formado entre as populações 

residentes (RA-10/2007 e RL-04/2009) e as demais populações formando outro 

grupo, os valores pouco se modificam e desse modo, há pouca variação entre 

os dois grupos (1,33%), sugerindo apenas uma pequena diferenciação entre 

eles. Isto nos reforça a idéia de que a maior parte da variação encontra-se 

nessas duas populações e que as demais realmente formam um grupo não 

estruturado, como sugerido pelo Structure. 

O número de alelos privados permaneceu baixo em quase todas as 

populações analisadas, variando de 0,005% a 0,061% do total de número de 

alelos considerados. A média geral das freqüências de tais alelos foi de 2,9% 

nas populações analisadas, porém freqüências de até 11% também foram 

encontradas (Sfra10, população MT-01/2009, alelo 272 - tabela 13). Estes 

alelos podem ser considerados raros para esta amostragem, mas somente 
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poderiam ser confirmados sob esta condição se ampliado o número amostral, 

como sugerido por Barroso et al. (2005). Portanto, com os valores das 

freqüências de alelos privados sendo muito baixos (0,012%, Sfra02 alelo 210, 

na população RT-10/2009), os efeitos destes sob a diferenciação populacional 

podem ser diminuídos, uma vez que a representatividade deles nas populações 

é muito pequena (Sfra15, alelo 296 com freqüência 0,012% corresponde a 

apenas um alelo amostrado na população RT-10/2009 entre 31 possíveis, por 

exemplo). No entanto, a presença destes alelos na amostragem não pode ser 

descartada como indicativa de uma possível diferenciação entre as 

populações. 

Estudos populacionais realizados em Salmo trutta utilizando 15 locos 

microssatélites não evidenciaram diferenças significativas entre populações 

residentes e anadrômicas durante o período reprodutivo, a despeito destes 

peixes co-existirem em uma mesma bacia e apresentarem diferenças 

morfológicas e ecológicas, com tamanhos e locais de desova 

preferencialmente distintos (Charles et al., 2005). Estudos realizados em 

Salvelinus alpinus (Westgaard et al. 2004) e Oncorhynchus mykiss (Narum et 

al., 2004), no entanto, evidenciaram, respectivamente, diferenças significativas 

entre morfotipos em simpatria e entre populações residentes e anadrômicas 

dessas espécies. 

 Para peixes da fauna neotropical, os estudos genéticos têm apontado 

para presença tanto de populações panmíticas quanto de populações 

estruturadas em um mesmo sistema hidrográfico. Os primeiros casos de 

populações panmíticas foram evidenciados para o peixe migrador P. lineatus, 

através de análises enzimáticas. Neste estudo foram observados baixos 



   Discussão 

89 
 

valores de FST (0,018) e altos valores de identidade genética de Nei (0,996) 

(Revaldaves et al., 1997). Em P. costatus do rio São Francisco, o uso de seis 

locos microssatélites também evidenciou ausência de estruturação 

populacional nesses peixes com valores de FST=0.006 e p=0.52 (Carvalho-

Costa et al., 2008). Estudos com mtDNA (D-loop) também evidenciaram 

ausência de estruturações na espécie de pacu P. mesopotamicus da bacia do 

Alto Paraguai (ΦST=−0.0012; p = 0.486), sendo observados altas taxas de 

migrantes por geração (Iervolino et al., 2010). 

Análises de mtDNA (NADH desidrogenase 1 e Citocromo Oxidase 2) e 

de 14 locos microssatélites sugerem que em Arapaima gigas (pirarucu), 

espécie de grande porte e de hábitos sedentários, diferentes populações locais 

formam na verdade uma única grande população panmítica, apesar de ter sido 

observado um pequeno efeito de isolamento por distância (teste Mantel, r = 

0,619, P = 0,012), detectado somente através dos dados microssatélites entre 

amostragens da bacia Amazônica com no mínimo 2500 km de distância 

(Hrbek.  et al., 2007). 

Para o gênero Prochilodus, no entanto, Morelli et al. (2007b) 

encontraram diferenças significativas entre populações residentes e migradoras 

de P. lineatus na região da Cachoeira de Emas, incluindo cardumes 

reprodutivos de uma mesma piracema. Estes dados foram obtidos tanto com 

microssatélites (quatro locos) quanto com mtDNA (D-loop). Estudos no rio São 

Francisco, usando apenas quatro locos microssatélites, também demonstram 

que P. argenteus parece evidenciar uma pequena, mas significativa 

diferenciação populacional (FST=0.008, p=0.0002) durante o período 

reprodutivo em duas áreas analisadas (Hatanaka et al., 2006), corroborando os 
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resultados anteriormente obtidos com RAPD para estas mesmas populações 

(Hatanaka e Galetti, 2003). 

Dentro de outros gêneros de peixes considerados migradores, estudos 

de diferenciação também já foram verificados em B. lundii na região da 

barragem de Três Marias, MG, utilizando marcadores de RAPD e minissatélites 

(Wasko e Galetti, 2002; Wasko e Galetti, 2003). Nestes trabalhos os autores 

evidenciaram uma possível estruturação populacional entre duas áreas 

distantes entre si por apenas 20 km. Em B. opalinus, a utilização de sete locos 

microssatélites permitiu a detecção de estruturação populacional entre 

diferentes rios, os quais exibiram valores de variação de 4,3% entre 

populações (AMOVA) e valores de RST de 0,023 (Barroso et al., 2005). Além 

disso, Sanches e Galetti (2007) utilizando locos baseados em RAPD, 

identificaram a existência de diferentes populações de B. hilarii co-existindo e 

migrando dentro de uma mesma bacia hidrográfica (Sub-bacia do rio Miranda, 

bacia do Paraguai). Estes dados foram posteriormente confirmados através de 

análises utilizando sete locos microssatélites (Sanches, 2007). 

Estudos conduzidos em áreas de alta densidade de barragens, como o 

realizado na bacia do Alto Paraná por Calcagnotto e DeSalle (2009), alertam 

para os efeitos destas nas migrações de peixes. Neste trabalho, os autores 

levantaram a hipótese de que a presença de barragens nas regiões dos rios 

Paranapanema e Paraná, as quais começaram a ser construídas em 1901, 

seriam responsáveis pelo isolamento e diferenciação populacional observados 

em pacus (FST=0,06526, p<0,05 após correção seqüencial de Bonferroni). Além 

da presença de barragens, a grande distância entre algumas das localidades 

estudadas (Pantanal x Paraná, diferentes bacias Paraguai e Paraná, 
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respectivamente), pode ter contribuído para as diferenciações observadas. 

Entretanto, deve-se ressaltar, que para algumas populações analisadas na 

bacia do Paraguai, não foi detectada nenhuma diferenciação genética, mesmo 

ao considerar rios com distâncias superiores a 800 km e o fato de que o pacu 

realiza migrações de curtas distâncias, percorrendo uma média de apenas 100 

km. 

Em dourado, estudos genéticos têm revelado, em geral, baixos níveis de 

variabilidade genética para estes peixes. Machado et al. (2005) ao analisarem 

o gene mitocondrial NADH desidrogenase 2 em diferentes populações 

pertencentes a rios do Brasil e Argentina, encontraram baixa diversidade 

genética, identificando apenas oito haplótipos em cinco rios distintos. Apesar 

disso, estas populações evidenciaram níveis de diferenciação genética 

significativos, os quais foram atribuídos à presença de haplótipos exclusivos, 

embora os autores tenham ressaltado a necessidade de uma maior 

amostragem para confirmar os dados obtidos. 

Em dourados (S. brasiliensis) do rio Paranapanema, Lopes et al. (2007) 

utilizando marcadores de RAPD compararam diferentes populações do 

complexo de Canoas  (Canoas I e Canoas II), no estado de São Paulo, durante 

o período reprodutivo de três anos consecutivos. Os valores de variabilidade 

genética foram menores que 45% (86 locos polimórficos de um total de 192) e 

os autores concluíram que os níveis de diferenciação das populações entre as 

áreas analisadas e ao longo dos anos era baixo (Fst=0,018, p<0,05), sendo 

estas consideradas como uma única população dentro deste complexo. No 

entanto, Ramella et al. (2006) também em estudo com o dourado (S. 

brasiliensis) baseados em RAPD, encontraram altos níveis de variabilidade 
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genética (100% de locos polimórficos de um total de 45) em populações da 

bacia do alto rio Uruguai, as quais exibiram uma possível estruturação 

populacional, uma vez que dois grupos distintos puderam ser evidenciados.  

No presente trabalho, a evidência de ausência de estruturação 

populacional entre indivíduos coletados em distintas épocas reprodutivas 

(2007, 2008, 2009) pode estar relacionada com uma potencial presença de 

representantes de distintas populações que se encontram durante a migração 

realizada no período reprodutivo. A região de Cachoeira de Emas parece se 

constituir em uma zona de contenção de peixes (Heras, 1998; Barbieri et al., 

2000), acumulando diferentes populações no período reprodutivo que exibiriam 

juntas altos índices de variabilidade genética e baixa freqüência de alelos 

exclusivos.  

Heras (1998) através de análises citogenéticas verificou a presença de 

três citótipos (2n=46, 47 e 48) na região de Cachoeira de Emas para Astyanax 

fasciatus, fato este que poderia ser resultado de uma zona de inter-gradação. 

Com base nestes dados, concluiu-se que a barragem poderia funcionar como 

uma zona de contenção de cardumes desta espécie, onde indivíduos de várias 

populações dos tributários, ao migrarem para a calha principal, ficariam retidos 

à jusante da barragem.  

Barbieri et al. (2000), estudando aspectos fisiológicos de exemplares de 

S. brasiliensis (citado no texto como S. maxillosus) na Cachoeira de Emas, 

também verificaram a possível presença de acúmulo de diferentes populações 

nesta região, uma vez que foram observados peixes em diferentes estágios de 

desenvolvimento gonadal. Neste estudo, a presença de animais migrantes e 

animais ainda em fase prévia de preparação à migração, parecem confirmar a 
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hipótese da existência de uma área de acúmulo de diferentes populações de 

dourado durante o período reprodutivo. 

Zaniboni-Filho e Schulz (2003) relatam que durante a época reprodutiva 

diferentes populações de dourado da bacia do rio Uruguai concentram-se em 

corredeiras ou próximos de obstáculos naturais para aguardarem o nível de 

água subir. Durante outras épocas do ano, no entanto, os peixes costumam 

exibir hábitos solitários, formando, no máximo, pequenos cardumes.  

Desta forma, assim como verificado em estudos prévios com dourados e 

lambaris, o presente estudo parece indicar que na região de Cachoeira de 

Emas pode ocorrer durante o período reprodutivo um acúmulo de indivíduos 

pertencentes a diversas populações dos diferentes rios que compõem o 

sistema Mogi-Pardo-Grande e que ao migrarem ficariam retidos na área da 

barragem. Por outro lado, as populações aqui estudadas, fora do período 

reprodutivo, consideradas residentes, apresentaram certo grau de 

diferenciação genética (indicado pela estatística F e pelas análises no 

Structure), sugerindo, neste caso, que se há fluxo gênico durante o período 

reprodutivo, este não é suficientemente grande para homogeneizar estas 

populações. 

 

5.4. Inferências de valores de K pelo programa Structure 2.3.1. (Pritchard 

et al., 2000) 

  

Na última década, muitos estudos genético-populacionais passaram a 

utilizar o Structure (Pritchard et al., 2000) para realizar inferências sobre o grau 

de estruturação ou diferenciação genética entre populações com base em 
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dados moleculares. Bentley et al. (2008), por exemplo, encontraram 

diferenciação populacional entre populações de fungos Fusarium 

pseudograminearum de diferentes regiões de cultivares de trigo na Austrália, 

com base em análises de AFLP. Em humanos, o uso massivo de marcadores 

microssatélites, também permitiu a detecção de diferenciações de diversas 

populações espalhadas pelos continentes (Rosenberg et al., 2002; Wang et al., 

2007). 

Em outros estudos, no entanto, níveis claros de diferenciação genética 

nem sempre são obtidos através de análises realizadas neste programa.  

Martien et al. (2007), por exemplo, ao estudar baleias nos mares do ártico 

mostraram que o programa identificou apenas um único estoque para esta 

região. Entretanto, segundo os pesquisadores, há pelo menos dois estoques 

notadamente diferentes, apresentados em estudos anteriores e comprovados 

em análises baseadas em FST e χ2.  

Outro exemplo em que não foi possível estabelecer um número claro de 

grupos ou populações distintas foi um estudo realizado em Drosophila 

sechellia. Segundo Legrand et al. (2009),  análises de seqüências de mtDNA e 

de genes nucleares de populações amostradas em ilhas oceânicas, distantes 

entre si por até 60 km, não evidenciaram nenhum padrão de estruturação, 

mesmo após efetuadas as correções sugeridas por Evanno et al. (2005), as 

quais  produziram múltiplos valores de ΔK muito próximos (K=2, K=4 e K=9).  

A determinação do número K mais provável de populações existentes 

pressupõe tradicionalmente a ocorrência de um plateau dos valores logaritmos 

de probabilidades e ainda a estimativa das probabilidades de cada K 

(Rosenberg et al., 2002; Evanno et al., 2005; Chen et al., 2007). Deste modo, 
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uma boa estimativa é o valor de K que maximiza a probabilidade de Ln(P(X|K)), 

sendo então a escolha para o número de populações presentes nos dados 

(Pritchard et al., 2000). Os valores obtidos no presente trabalho, no entanto, 

não seguiram este padrão, pois não houve a identificação clara de um plateau. 

Nestes casos, uma busca alternativa deste valor é sugerida pelo método de 

correção proposto por Evanno et al. (2005). Se não considerarmos esta 

correção, os dados demonstram a possibilidade de existência de oito grupos, 

como apontado pelo cálculo das probabilidades Pr(X|K) (tabela 20). Entretanto, 

após a correção de Evanno et al. (2005), são obtidos dois únicos grupos 

envolvendo os residentes e as demais populações.  

Resultados semelhantes foram encontrados por Duan et al. (2008) 

estudando SNPs em populações de Plasmodium falciparum, onde os diferentes 

haplótipos foram agrupados pelo programa em seis grupos (K=6) e após 

realizada a correção de Evanno et al. (2005), apenas duas populações foram 

evidenciadas. Os autores atribuíram que esse valor de K=2 seria o mais 

provável, uma vez que apenas duas populações (nomeadas 1 e 2) foram 

mantidas estáveis quando o valor de K aumentou, comportando-se como 

populações únicas fortemente suportadas em cada valor de K testado. Da 

mesma forma que observado para P. falciparum, o presente estudo também 

revelou que a ocorrência de diferenciação se manteve presente a maior parte 

do tempo somente em duas populações (RA-10/2007 e RL-04/2009) (figuras 22 

e 23). 

Desvios relacionados ao número de possíveis grupos também são 

visíveis no teste de atribuição, o qual evidenciou a presença de apenas quatro 

grupos definidos para as amostras analisadas no presente trabalho. Neste 
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caso, o tipo de modelo de freqüências alélicas correlacionadas proposto por 

Falush et al. (2003) parece ser o principal responsável por possíveis erros na 

detecção de estruturação populacional. Este modelo, introduzido como um 

modo de aperfeiçoamento, permite que populações adicionais sejam 

encaixadas ao conjunto de dados onde duas ou mais populações com 

freqüências alélicas muito próximas poderiam existir. Segundo Falush et al. 

(2003), aspectos relacionados ao endocruzamento e a presença de alelos 

nulos também podem favorecer a identificação de mais grupos nos dados. 

Latch et al. (2006), em seu estudo simulado, demonstrou que a habilidade de 

inferir corretamente o número K de populações pelo programa Structure está 

diretamente associada aos valores de FST, ou seja, quanto maiores estes 

valores, melhores as inferências. Os autores apontam ainda que para valores 

de FST próximos de 0,01 o programa não detecta nenhuma estruturação, e que 

para valores maiores que 0,03 as estimativas de K e ΔK são mais precisas. 

Assim, no presente trabalho, tanto a existência de quatro ou oito 

populações distintas parece merecer ponderações. A presença de K=8 

possíveis populações pode ser um simples artefato do modelo estatístico 

utilizado, uma vez que o teste de atribuição aponta para a existência de apenas 

quatro grupos bem definidos. Por outro lado, as correções de Evanno et al. 

(2005) sugerem a existência de apenas duas populações. Neste caso, outra 

análise realizada no programa revelou que existe a possibilidade de sub-

estruturação populacional em duas amostragens, RA-10/2007 (com quatro sub-

populações) e RL-04/2009 (com três possíveis sub-populações). Apesar do 

baixo número amostral analisado dentro de cada população (36 para RA-

10/2007 e 23 para RL-04/2009), o programa foi capaz de identificar, na maioria 
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das inferências, subdivisões populacionais dentro dessas populações. Os 

novos tamanhos populacionais propostos variaram de 5 a 12 para cada sub-

população. Segundo Fogelqvist et al. (2010), simulações computacionais e 

dados obtidos para Arabidopsis thaliana, baseados em 10 locos 

microssatélites, permitiram estimar com precisão grupos diferenciados nestas 

amostragens com número amostral de 6 a 10 indivíduos em cada sub-

população. 

Pröhl et al. (2010) estudando populações de sapos (Physalaemus 

pustulosus) através de marcadores de mtDNA e microssatélites, verificaram a 

existência de quatro grupos populacionais, apesar dos valores de ΔK 

apontarem para a presença de somente dois grupos. Neste caso, os autores 

consideraram uma divisão em duas diferentes linhagens (Norte e Sul) 

separadas por um ambiente inóspito, sendo que os demais grupos seriam 

resultado de uma sub-estruturação populacional dentro da linhagem Sul.  

Assim, com base em todos os aspectos discutidos no presente trabalho, 

um possível cenário para os dados obtidos para as populações migrantes e 

residentes de S. brasiliensis da região de Cachoeira de Emas aqui estudadas 

encontra-se descrito a seguir:  

(1) Durante a época reprodutiva, indivíduos migrantes são encontrados 

na área da barragem e caso estes indivíduos pertençam a distintas 

populações, nesta condição, a amostragem não permite detectar possíveis 

diferenças, uma vez que estes indivíduos representariam apenas uma pequena 

porção de cada uma das possíveis populações ali presentes. Esta situação 

contribui para os altos níveis de diversidade genética observados nestas 

populações e baixa freqüência de alelos privados, e conseqüente ausência de 
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estruturação populacional nesta região. Esta hipótese estaria de acordo com os 

resultados obtidos por Heras (1998) e Barbieri et al. (2000) que trataram a 

região da barragem de Cachoeira de Emas como uma zona de contenção de 

cardumes, nos quais podem ser encontrados indivíduos pertencentes a vários 

demes. 

 (2) Para as populações coletadas fora do período reprodutivo só foi 

possível detectar a presença de estruturação em duas amostras pertencentes a 

locais diferentes e a coletas realizadas em anos diferentes (2007 e 2009). 

Apesar de não podermos atribuir estas diferenças aos locais de coletas, feitas 

as devidas ponderações, podemos ao menos supor que de fato existem duas 

populações de S. brasiliensis ocupando a região de Cachoeira de Emas, uma 

vez que 18 meses é tempo insuficiente para que sejam fixadas diferenças 

significativas nestas populações, sendo estas, portanto, pertencentes a mesma 

geração. A confirmação da presença de mais de uma população de S. 

brasiliensis coexistindo nesta região só será possível, no entanto, a partir do 

estudo de populações coletadas nessas localidades sem variação temporal. 

Entretanto, associando os dados aqui obtidos aos reportados por Bonetto e 

Castello (1985), na região da Cachoeira de Emas (com marcação e recaptura), 

e por Hahn (2007) no rio Uruguai (com uso de telemetria) há fortes evidências 

para supor a existência de mais de uma população residente de dourados 

nesta região. 

(3) Para os outros quatro pares de populações residentes que 

apresentaram valores significativos de FST [RA-10/2007 x RT-10/2009 

(FST=0,0092, P=0,00179), RA-10/2007 x RT-07/2008 (FST=0,0196, P=0,00179), 

RL-04/2009 x RT-10/2009 (FST=0,0321, P=0,00179) e RL-04/2009 x RT-
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07/2008 (FST=0,0279, P=0,00179)], o programa não suportou fortemente esta 

hipótese, sendo que tal situação provavelmente está relacionada a 

diferenciação observada entre apenas duas populações (RA-10/2007 e RL-

04/2009), idéia reforçada quando estas duas populações são retiradas das 

análises e as demais passam a não mais evidenciar estruturação. 

 

5.5. Implicações para a Conservação 

 

 A diversidade genética é a responsável pelas adaptações e evolução de 

uma espécie frente às contínuas mudanças ambientais e uma perda desta 

diversidade implica na redução geral do valor adaptativo (Frankham et al., 

2008). A identificação da estrutura populacional de uma espécie é parte 

fundamental para a condução de programas de conservação, através da 

determinação das unidades que devem ser conservadas (Laikre et al., 2005). 

Frankham et al. (2008) assumem que um tamanho efetivo populacional 

de no mínimo 500 e um tempo estimado de mil gerações seriam necessários 

para recuperar a diversidade genética após a perda completa desta. Estes 

valores estão ligados diretamente a viabilidade populacional, ou seja, a 

capacidade da espécie sobreviver frente às ameaças sofridas. Deste modo, 

ações que visem à manutenção das espécies no ambiente natural e sua 

diversidade genética total são necessárias.    

Estudos revelam que espécies sob influência antrópicas, ou que 

sofreram algum gargalo populacional, em geral, tem sua variabilidade genética 

diminuída quando comparadas com as espécies não ameaçadas e/ou com 

grande tamanho populacional. Uma vez que esta variabilidade é também 
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responsável pelo potencial evolutivo de uma espécie, quando perdida ou 

reduzida, seu potencial evolutivo também é alterado (Frankham et al., 2008). 

Desta forma, ações que visem investigar a estrutura e diversidade genética de 

populações naturais são essenciais para determinação de estratégias 

conservacionistas. 

As populações de dourado de Cachoeira de Emas vêm sofrendo 

diversas ações antrópicas, como a intensa presença de barragens ao longo do 

Alto Paraná, além de atividades de sobre-pesca, atividades agrícolas, liberação 

de esgotos in natura e uso de agrotóxicos em lavouras (Godoy, 1975; 

Agostinho et al., 2003; Sato e Godinho, 2003; Agostinho et al., 2005). Apesar 

disso, as populações aqui analisadas demonstraram grande variabilidade 

genética e um cenário com provável ausência de estruturação genética durante 

o período reprodutivo. No entanto, a ausência de diferenciação deve ser 

considerada com cautela. Laikre et al. (2005) advertem que a hipótese de 

ausência de estruturação deve ser aceita somente quando realizado um estudo 

ao longo de vários anos, com grandes amostragens e número de locos 

analisados, pois somente assim teremos uma visão mais ampla da diversidade 

genética da espécie como um todo. A conclusão de ausência de estruturação 

pode implicar em um mau gerenciamento de planos de manejo, uma vez que 

toda a área de distribuição de uma espécie pode ser considerada como uma 

única grande população. No nosso estudo, podem existir diversas populações 

que não foram detectadas pelos métodos de análise empregados. 

A identificação de unidades geneticamente estruturadas em peixes 

brasileiros é necessária para a conservação, dado que várias espécies 

demonstram diferenças significativas entre diversas populações analisadas 
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(Wasko e Galetti, 2003; Hatanaka e Galetti, 2003; Hatanaka et al., 2006; 

Sanches e Galetti, 2007). Até mesmo pequenos valores de FST merecem 

atenção, como valores encontrados nos estudos para P. argenteus (FST=0,008; 

p<0,0001) (Hatanaka et al., 2006) e B. hilarii (FST=0,0091; p<0,048) (Sanches, 

2007). 

 No presente trabalho, a ausência de estruturação populacional entre 

coletas durante o período reprodutivo pode ser devida a uma grande mistura de 

diferentes populações existentes. A evidência de estruturação populacional fora 

do período reprodutivo é um indicativo de que haja diferenças genéticas entre 

estas populações, apontando para a hipótese de existência de populações 

estruturadas de dourado no rio Mogi-Guaçu. Deste modo, atenção especial 

deve ser dada às populações fora da piracema, principalmente com a 

conservação dos locais preferenciais de alimentação desses animais, uma vez 

que a liberação destas áreas para pesca pode acarretar em perdas de 

unidades únicas existentes no local. Assim, dados de estruturação genética 

obtidos para a espécie S. brasiliensis constituem uma importante ferramenta 

para auxílio em planos de manejo de pesca e conservação desta importante 

espécie de peixe migrador. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Deste modo, podemos concluir que: 

 

(1) Os testes de transferabilidade de locos microssatélites para a espécie 

Salminus brasiliensis, realizados no presente trabalho foram 

satisfatórios, resultando  em um conjunto de 10 locos polimórficos (um 

de B. opalinus e nove de S. fransciscanus) úteis para os estudos 

genético-populacionais desta importante espécie de peixe.  

 

(2)  Não foi possível evidenciar uma estruturação genética nas populações 

coletadas durante a época reprodutiva com as amostras analisadas, 

reforçando a idéia de que a barragem de Cachoeira de Emas parece 

funcionar como uma zona de contenção de populações durante o 

período reprodutivo, propiciando um acúmulo de diferentes populações 

nesta área. Esta idéia é suportada pelos altos índices de variação 

genética e baixa freqüência de alelos privados, além de desvios 

significativos no EHW, sugerindo, um possível efeito de Wahlund. 

 

(3) Para as populações residentes, no entanto, foi verificada a existência de 

uma pequena diferenciação entre todas as quatro amostras analisadas. 

Os dados estatísticos, no entanto, deram um maior suporte para a 

existência de ao menos duas populações, a RA-10/2007 e RL-04/2009, 

coletadas respectivamente, nos anos de 2007 e 2009, fora do período 

reprodutivo. 
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(4) Foi observada ainda uma possível sub-estruturação dentro das 

respectivas populações estruturadas (RA-10/2007 e RL-04/2009). 

Entretanto, este resultado precisa ser visto com cautela devido ao baixo 

número amostral alocado em cada uma destas sub-populações. 

 

(5) Sob o ponto de vista conservacionista, as populações de S. brasiliensis 

da região de Cachoeira de Emas, aqui estudadas, parecem apresentar, 

no geral, alta variabilidade genética ao longo de toda sua extensão, 

incluindo locais à jusante e à montante da barragem. Entretanto, a 

despeito de não terem sido detectadas diferenças entre as populações 

no período reprodutivo, fora deste, houve um indicativo de que estas 

populações se apresentem diferenciadas. Assim, deve haver uma 

preocupação em ordenar a atividade de pesca nesta região também fora 

do período de piracema desta espécie.  
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8. APÊNDICE (Freqüências alélicas distribuídas ao longo das populações): 

 Lócus: SFRA02                       

Pop Alelos                        

 210 236 238 242 246 248 250 252 254 256 258 260 262 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 

RA-10/2007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.014 0.069 0.014 0.056 0.000 0.028 0.000 0.000 0.056 0.042 0.000 0.083 0.000 0.069 0.028 0.000 0.028 0.056 0.014 

RL-04/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.075 0.000 0.025 0.000 0.125 0.025 0.075 0.000 0.025 0.075 0.025 0.100 0.000 0.050 

MT-12/2008 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.033 0.167 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.033 0.033 0.067 0.033 0.000 0.000 0.000 0.033 

MT-01/2009 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.059 0.059 0.029 0.176 0.029 0.029 0.088 0.000 0.000 

RT-10/2009 0.012 0.000 0.000 0.012 0.000 0.000 0.012 0.012 0.000 0.012 0.049 0.012 0.000 0.024 0.000 0.012 0.098 0.024 0.049 0.049 0.037 0.024 0.049 0.012 

MT-11/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.026 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.105 0.053 0.000 0.079 0.053 0.026 0.026 0.053 

MT-12/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.056 0.000 0.028 0.000 0.083 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.028 0.028 0.111 0.028 0.028 0.056 0.028 0.000 

RT-07/2008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.034 0.000 0.034 0.000 0.000 0.017 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.034 0.034 0.086 0.017 0.034 0.052 0.086 0.069 0.017 

Pop Alelos                        

 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 320 330 334 336 338 346 352 354 356 

RA-10/2007 0.000 0.069 0.069 0.000 0.042 0.000 0.000 0.028 0.000 0.042 0.056 0.028 0.014 0.042 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

RL-04/2009 0.025 0.000 0.025 0.000 0.050 0.000 0.050 0.000 0.100 0.000 0.050 0.000 0.000 0.025 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 

MT-12/2008 0.100 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 0.033 0.000 0.033 0.033 0.033 0.033 0.000 0.000 0.033 0.033 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 

MT-01/2009 0.000 0.000 0.059 0.029 0.000 0.059 0.000 0.059 0.059 0.029 0.029 0.000 0.029 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.059 0.000 0.000 0.000 0.029 

RT-10/2009 0.049 0.024 0.098 0.024 0.000 0.049 0.012 0.049 0.049 0.012 0.024 0.012 0.037 0.024 0.024 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.012 0.000 

MT-11/2009 0.053 0.079 0.026 0.132 0.000 0.000 0.053 0.000 0.053 0.000 0.026 0.053 0.026 0.053 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.026 0.000 0.000 0.000 0.000 

MT-12/2009 0.000 0.028 0.056 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000 0.056 0.000 0.056 0.056 0.000 0.056 0.000 0.000 0.000 0.028 0.028 0.028 0.000 0.028 0.000 

RT-07/2008 0.052 0.017 0.017 0.000 0.017 0.052 0.000 0.017 0.000 0.034 0.052 0.000 0.069 0.017 0.000 0.034 0.000 0.000 0.034 0.034 0.017 0.000 0.000 0.000 

                         

 Lócus: SFRA03                       

Pop Alelos                        

 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 204 206 208 210         

RA-10/2007 0.000 0.000 0.250 0.319 0.111 0.014 0.014 0.069 0.056 0.056 0.028 0.056 0.014 0.014 0.000 0.000         

RL-04/2009 0.000 0.000 0.273 0.182 0.136 0.000 0.023 0.045 0.023 0.000 0.000 0.273 0.000 0.000 0.000 0.045         

MT-12/2008 0.000 0.059 0.206 0.441 0.118 0.029 0.000 0.029 0.029 0.029 0.029 0.000 0.000 0.000 0.029 0.000         

MT-01/2009 0.000 0.000 0.222 0.389 0.111 0.000 0.000 0.139 0.083 0.028 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.000         

RT-10/2009 0.000 0.073 0.268 0.378 0.110 0.024 0.000 0.061 0.024 0.049 0.000 0.012 0.000 0.000 0.000 0.000         

MT-11/2009 0.029 0.059 0.382 0.206 0.176 0.000 0.000 0.029 0.029 0.029 0.000 0.059 0.000 0.000 0.000 0.000         

MT-12/2009 0.000 0.036 0.250 0.250 0.179 0.071 0.000 0.107 0.036 0.000 0.000 0.071 0.000 0.000 0.000 0.000         

RT-07/2008 0.000 0.019 0.327 0.269 0.192 0.038 0.038 0.000 0.019 0.038 0.000 0.038 0.019 0.000 0.000 0.000         
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 Lócus: SFRA04                       

Pop Alelos                        

 156 160 162 164 166 168 170 172 174 176               

RA-10/2007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.343 0.271 0.386 0.000 0.000               

RL-04/2009 0.000 0.000 0.000 0.045 0.023 0.455 0.136 0.318 0.000 0.023               

MT-12/2008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.353 0.353 0.265 0.029 0.000               

MT-01/2009 0.000 0.000 0.000 0.056 0.000 0.333 0.194 0.417 0.000 0.000               

RT-10/2009 0.087 0.013 0.013 0.025 0.000 0.438 0.150 0.275 0.000 0.000               

MT-11/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.474 0.132 0.368 0.000 0.026               

MT-12/2009 0.000 0.056 0.000 0.056 0.000 0.528 0.167 0.194 0.000 0.000               

RT-07/2008 0.000 0.071 0.000 0.000 0.000 0.500 0.232 0.179 0.018 0.000               

                         

                         

 Lócus: SFRA05                       

Pop Alelos                        

 274 284 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 312 316 318 344 354      

RA-10/2007 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000 0.329 0.086 0.071 0.086 0.086 0.129 0.086 0.014 0.029 0.029 0.029 0.000 0.000 0.000      

RL-04/2009 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000 0.022 0.065 0.000 0.130 0.109 0.348 0.261 0.022 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000      

MT-12/2008 0.000 0.000 0.000 0.029 0.000 0.059 0.029 0.029 0.059 0.206 0.147 0.235 0.118 0.059 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000      

MT-01/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.139 0.056 0.111 0.083 0.056 0.333 0.167 0.028 0.000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000      

RT-10/2009 0.013 0.000 0.025 0.000 0.025 0.100 0.037 0.113 0.013 0.087 0.287 0.100 0.113 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.025      

MT-11/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.079 0.105 0.053 0.105 0.079 0.211 0.132 0.079 0.132 0.026 0.000 0.000 0.000 0.000      

MT-12/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.094 0.094 0.094 0.188 0.094 0.250 0.094 0.062 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000      

RT-07/2008 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.121 0.034 0.121 0.172 0.207 0.155 0.069 0.034 0.017 0.052 0.000 0.000 0.000      

                         

 Lócus: SFRA10                       

Pop Alelos                        

 208 252 256 260 268 272 276 280 284 288 292 300 304 308 324          

RA-10/2007 0.000 0.029 0.000 0.029 0.000 0.000 0.400 0.000 0.000 0.029 0.200 0.000 0.029 0.286 0.000          

RL-04/2009 0.022 0.000 0.000 0.043 0.000 0.000 0.609 0.000 0.043 0.043 0.065 0.000 0.022 0.130 0.022          

MT-12/2008 0.000 0.000 0.000 0.176 0.029 0.000 0.235 0.000 0.000 0.000 0.265 0.029 0.029 0.176 0.059          

MT-01/2009 0.000 0.000 0.028 0.056 0.000 0.111 0.444 0.000 0.000 0.000 0.222 0.000 0.000 0.111 0.028          

RT-10/2009 0.000 0.000 0.000 0.061 0.000 0.000 0.415 0.037 0.000 0.000 0.232 0.012 0.024 0.146 0.073          

MT-11/2009 0.000 0.000 0.000 0.053 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.158 0.053 0.026 0.158 0.053          

MT-12/2009 0.000 0.000 0.000 0.206 0.000 0.000 0.294 0.000 0.000 0.000 0.206 0.059 0.059 0.059 0.118          

RT-07/2008 0.000 0.000 0.000 0.138 0.000 0.000 0.483 0.000 0.000 0.000 0.172 0.034 0.052 0.086 0.034          
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 Lócus: SFRA13                       

Pop Alelos                        

 232 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288 290 

RA-10/2007 0.111 0.000 0.000 0.014 0.028 0.014 0.056 0.042 0.042 0.069 0.000 0.069 0.000 0.056 0.014 0.014 0.139 0.069 0.028 0.069 0.056 0.000 0.056 0.028 

RL-04/2009 0.000 0.022 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.283 0.087 0.022 0.000 0.022 0.043 0.000 0.000 0.043 0.109 0.130 0.022 0.022 0.022 0.065 0.087 

MT-12/2008 0.000 0.000 0.000 0.029 0.029 0.000 0.000 0.000 0.118 0.088 0.059 0.029 0.000 0.088 0.088 0.000 0.000 0.029 0.059 0.088 0.118 0.059 0.059 0.059 

MT-01/2009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.056 0.028 0.083 0.083 0.028 0.000 0.000 0.111 0.000 0.028 0.222 0.000 0.167 0.000 0.000 0.083 0.056 0.056 

RT-10/2009 0.000 0.012 0.000 0.000 0.049 0.012 0.061 0.061 0.159 0.085 0.037 0.037 0.024 0.037 0.012 0.024 0.085 0.037 0.037 0.049 0.024 0.024 0.098 0.024 

MT-11/2009 0.026 0.053 0.000 0.000 0.000 0.026 0.158 0.026 0.132 0.026 0.053 0.026 0.000 0.105 0.026 0.000 0.053 0.026 0.053 0.026 0.026 0.026 0.079 0.026 

MT-12/2009 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.133 0.000 0.100 0.067 0.000 0.033 0.000 0.033 0.100 0.033 0.033 0.033 0.033 0.033 0.067 0.067 0.000 0.100 0.067 

RT-07/2008 0.000 0.037 0.000 0.019 0.093 0.000 0.056 0.000 0.204 0.056 0.037 0.037 0.000 0.074 0.056 0.000 0.037 0.037 0.037 0.037 0.037 0.000 0.074 0.037 

Pop Alelos                        

 292 296 300                      

RA-10/2007 0.000 0.000 0.028                      

RL-04/2009 0.000 0.000 0.000                      

MT-12/2008 0.000 0.000 0.000                      

MT-01/2009 0.000 0.000 0.000                      

RT-10/2009 0.000 0.000 0.012                      

MT-11/2009 0.026 0.000 0.000                      

MT-12/2009 0.033 0.000 0.000                      

RT-07/2008 0.019 0.019 0.000                      

                         

                         

 Lócus: SFRA14                       

Pop Alelos                        

 238 240 242 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280      

RA-10/2007 0.000 0.000 0.000 0.000 0.057 0.057 0.129 0.086 0.143 0.086 0.143 0.014 0.029 0.043 0.000 0.000 0.100 0.114 0.000      

RL-04/2009 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 0.056 0.111 0.333 0.028 0.056 0.056 0.083 0.000 0.000 0.000 0.028 0.028 0.139 0.000      

MT-12/2008 0.000 0.000 0.088 0.029 0.029 0.029 0.059 0.088 0.206 0.029 0.059 0.088 0.059 0.029 0.000 0.000 0.029 0.176 0.000      

MT-01/2009 0.028 0.028 0.028 0.000 0.000 0.083 0.139 0.222 0.111 0.028 0.056 0.167 0.000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.083 0.000      

RT-10/2009 0.000 0.000 0.057 0.014 0.000 0.057 0.129 0.229 0.043 0.043 0.157 0.057 0.043 0.014 0.000 0.000 0.000 0.157 0.000      

MT-11/2009 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.028 0.167 0.333 0.083 0.139 0.083 0.000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.083 0.028      

MT-12/2009 0.000 0.000 0.056 0.000 0.000 0.056 0.111 0.250 0.111 0.083 0.056 0.028 0.000 0.000 0.028 0.028 0.083 0.111 0.000      

RT-07/2008 0.060 0.000 0.120 0.040 0.040 0.020 0.200 0.140 0.180 0.120 0.040 0.020 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000      
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 Lócus: SFRA15                       

Pop Alelos                        

 198 216 218 220 222 232 234 236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 

RA-10/2007 0.028 0.083 0.014 0.083 0.000 0.014 0.000 0.000 0.042 0.014 0.000 0.000 0.028 0.042 0.097 0.000 0.028 0.000 0.069 0.028 0.014 0.069 0.000 0.000 

RL-04/2009 0.000 0.083 0.028 0.000 0.000 0.000 0.000 0.028 0.028 0.083 0.000 0.000 0.083 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.222 0.083 0.028 0.056 

MT-12/2008 0.000 0.059 0.000 0.147 0.000 0.000 0.000 0.000 0.029 0.029 0.000 0.000 0.029 0.000 0.000 0.088 0.059 0.088 0.029 0.000 0.059 0.029 0.029 0.029 

MT-01/2009 0.000 0.028 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.056 0.028 0.000 0.028 0.000 0.083 0.028 0.000 0.028 0.028 0.028 0.000 0.000 0.111 0.083 0.056 0.083 

RT-10/2009 0.000 0.049 0.000 0.134 0.012 0.000 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.037 0.012 0.024 0.085 0.012 0.073 0.037 0.000 0.049 0.037 0.012 0.012 

MT-11/2009 0.000 0.132 0.000 0.105 0.000 0.000 0.053 0.000 0.000 0.000 0.000 0.026 0.000 0.026 0.053 0.105 0.000 0.105 0.053 0.053 0.026 0.000 0.053 0.000 

MT-12/2009 0.000 0.056 0.000 0.250 0.000 0.000 0.028 0.056 0.000 0.056 0.000 0.000 0.000 0.056 0.028 0.028 0.000 0.000 0.028 0.000 0.056 0.056 0.000 0.000 

RT-07/2008 0.000 0.069 0.000 0.155 0.017 0.000 0.017 0.017 0.000 0.052 0.000 0.000 0.000 0.069 0.017 0.034 0.000 0.069 0.000 0.052 0.121 0.017 0.017 0.034 

Pop Alelos                        

 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288 290 292 294 296           

RA-10/2007 0.056 0.083 0.069 0.028 0.042 0.014 0.000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.028 0.000           

RL-04/2009 0.056 0.000 0.000 0.000 0.056 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000           

MT-12/2008 0.029 0.029 0.059 0.000 0.029 0.059 0.059 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000           

MT-01/2009 0.000 0.028 0.111 0.000 0.000 0.056 0.028 0.028 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000           

RT-10/2009 0.073 0.049 0.049 0.024 0.012 0.037 0.049 0.000 0.012 0.000 0.012 0.012 0.000 0.012           

MT-11/2009 0.000 0.053 0.026 0.000 0.053 0.053 0.000 0.026 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000           

MT-12/2009 0.000 0.000 0.083 0.000 0.028 0.056 0.000 0.056 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000           

RT-07/2008 0.000 0.069 0.086 0.034 0.017 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000           

                         

                         

 Lócus: SFRA18                       

Pop Alelos                        

 116 156 160 164 168 172 176 180                 

RA-10/2007 0.014 0.029 0.086 0.214 0.571 0.086 0.000 0.000                 

RL-04/2009 0.000 0.000 0.043 0.109 0.783 0.065 0.000 0.000                 

MT-12/2008 0.000 0.029 0.059 0.029 0.706 0.176 0.000 0.000                 

MT-01/2009 0.000 0.088 0.088 0.294 0.353 0.147 0.000 0.029                 

RT-10/2009 0.000 0.073 0.098 0.110 0.524 0.171 0.012 0.012                 

MT-11/2009 0.000 0.000 0.026 0.158 0.711 0.079 0.026 0.000                 

MT-12/2009 0.000 0.083 0.111 0.111 0.611 0.083 0.000 0.000                 

RT-07/2008 0.000 0.017 0.138 0.034 0.707 0.103 0.000 0.000                 
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 Lócus: BOM2                       

Pop Alelos                        

 152 154 156 160 162 164 166 168 172 182               

RA-10/2007 0.167 0.000 0.250 0.056 0.472 0.028 0.014 0.014 0.000 0.000               

RL-04/2009 0.024 0.000 0.500 0.024 0.095 0.071 0.262 0.024 0.000 0.000               

MT-12/2008 0.029 0.029 0.235 0.118 0.294 0.029 0.118 0.147 0.000 0.000               

MT-01/2009 0.111 0.000 0.194 0.111 0.306 0.028 0.167 0.028 0.028 0.028               

RT-10/2009 0.073 0.000 0.171 0.061 0.427 0.061 0.085 0.085 0.000 0.037               

MT-11/2009 0.105 0.000 0.211 0.053 0.500 0.053 0.026 0.053 0.000 0.000               

MT-12/2009 0.139 0.000 0.250 0.028 0.472 0.028 0.056 0.028 0.000 0.000               

RT-07/2008 0.074 0.000 0.167 0.111 0.407 0.037 0.019 0.167 0.000 0.019               

 




