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INTRODUCAO

O Leporinus fasciatus, conhecido popularmente com Piau-flamengo, é um peixe 6sseo
pertencente a ordem dos Characiformes e a segunda familia mais diversa do grupo, os
anastomideos (BIRINDELLI et. al., 2020) apresenta grande relevancia na pesca artesanal de
populacdes tradicionais ribeirinhas e no ramo de aquarofilia. Sio amplamente distribuidos
nas bacias do Orinoco e Amazonica, rios guianenses, rio Teles Pires que também é conhecido
como rio Sdo Manoel e possui uma extensao de aproximadamente 1.400 quilémetros e atua
como um divisor territorial dos estados do Mato Grosso, Amazonas e Para. Ao longo do rio
encontra-se cinco UHEs (Usinas hidroelétricas) em operacio, sendo elas Colider, Foz do
Apiacds, Sinop, Sao Manoel, Teles Pires e a Magessi que estad planejada, juntas formam o
complexo Teles Pires. Segundo Freeman e colaboradores (2001) apontam que a interrupcao de
cursos de rios para a construcao de UHEs e barragens causa alteracées na dinimica fisico-
quimica da dgua e na quantidade de héabitats e recursos disponiveis para biota, provocando
alteracdes na estrutura da ictiofauna, principalmente em espécies com héabitos especialistas e
migratérios (NAIK & JAY, 2011). A utilizacdo de marcadores genéticos tem sido utilizada a fim
de evidenciar a variabilidade dentro e entre populacdes possibilitando a compreensao dos
processos que levam algumas espécies ao isolamento e adaptacido de populacdes locais
(HILSDORF & HALLERMAN, 2017), dentre eles os microssatélites, conhecido também como
STR (“Short Tandem Repeats”), que se tornou um dos marcadores moleculares mais populares
em varios estudos genéticos devido ao seu alto polimorfismo e sua relativa facilidade de
obtencao. Tratando-se da espécie L. fasciatus, a escassez de conteudos se acentua, pois no
Brasil, informacodes sobre a estrutura populacional deste individuo sdo insuficientes e os dados
disponiveis tratam apenas de espécies campeas do comércio sendo evidente a importancia da
aplicacdo de ferramentas que atuam como um monitoramento da diversidade genética que

favorecera pesquisas futuras aplicada a genética de populacoes.

OBJETIVO

Desenvolver e validar um painel de iniciadores microssatélites espécie - especificos

para robalo-peva, Leporinus fasciatus, como ferramenta para futuras analises populacionais.
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METODOLOGIA

Foram 30 individuos coletados jusante e 3 montante da UHE de Teles Pires, em um
acordo previamente estabelecido com a Usina Hidrelétrica que se responsabilizou pela coleta
e envio do material bioldgico para as andlises laboratoriais. A extracdo de DNA foi feita
utilizando nadadeira caudal dos individuos, seguindo o protocolo de extracdo salina
(ALJANABI & MARTINEZ, 1997). O DNA das amostras foi verificado quanto sua qualidade,
integridade e concentracido em gel de agarose a 1% corrido em eletroforese horizontal,
utilizando marcadores de peso molecular (Lambda DNA/HindIllr- Fermentas, 1Kb DNA
Ladder PlusFermentas e Low DNA Mass Ladder - Invitrogen) e por espectrofotometria no
aparelho NanoDrop™ One Microvolume (Thermo Scientific™). O painel de loci microssatélites
foi desenvolvido por meio das sequéncias geradas no sequenciador de nova geracio Illumina
HiSeq 2500 (Illumina, Inc., San Diego, CA), o resultado foi analisado por softwares especificos
que forneceram um rascunho gendémico que foi submetido ao programa BatchPrimer3 para
identificacdo das sequéncias que contém STR, bem como desenho dos primers para
amplificacdo via PCR. Foram testados inicialmente 20 loci di, tri e tetranucleotideos para
selecao de 10 loci polimérficos. Os produtos de PCR foram genotipados, usando uma matriz de
gel de poliacrilamida desnaturada 6,5% (KB plus 6,5% Gel Matrix, Li-Cor, Biosciences, Lincoln,
NE, USA) pelo detector DNA Analyzer 4300, Li-Cor (IR2, Lincoln, NE, USA), utilizando o
marcador IRDye®700 e iniciador cauda M13 universal descrito por Schuelke (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da selecao dos iniciadores, 20 pares foram prospectados, sendo eles 10 di, 5 tri
e 5 tetra nucleotideos. Todos foram submetidos a testes de gradiente a 54°, 56° e 58° para
determinar a melhor temperatura de anelamento, e analisados em gel de agarose a 2%, com
marcador de 50pb DNA (Ladder-Sinapse), nesta etapa dois iniciadores foram descartados por
nao apresentar amplificacdo. Em seguida foram testados utilizando a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase- PCR nas 30 amostras de DNA, a fim de encontrar os mais polimorficos,
e genotipados utilizando o aparelho descrito em métodos. Apds a analises dos resultados trés
nao apresentaram polimorfismo, ja em 11 ndo atingiram a amplificacdo desejada, e dos 20
iniciadores testados em seis, descritos na tabela 1, ja foi possivel observar diferenciacdo nos

tamanhos dos alelos comprovando a presenca de polimorfismo.
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Tabela 1. Lista de iniciadores selecionados para o painel de marcadores microssatélites espécie especifico Piau-

flamengo.
Indentificacao Sequéncia Tamanho Temperatura
do do de
Iniciador Forward Reverse Motif Amplicon anelamento
(pb)
LF_05 TGCTCTCTCCCTCTC GCAGGAGGTAAA (TC) 150 58°
TCTC TGGTTTC
LF_07 CGTAATTTCGCAAT GTGGTCAAATTCT (GT) 175 58°
CGTTA GCTGTG
LF_10 CCAGGAAATGTGCT TTCACTCAATTGA  (AT) 150 58°
GATTA CATGCC
LF_11 AATGTTATTTCCGG GTCAGAGTCACTG (CACQ) 174 58°
ATTGC CAGGG
LF_12 TTATGGGTTGCTTC GGATGGAAACTG (AAT) 148 58°
ACAGA CCTGTAA
LF_17 CTGGAGATCCCCTT AACTCGTCATTTT (GTTT) 152 56°
CATAA GTGTGC

Figura 1 -Gel de poliacrilamida 6,5%, com amostras de DNA avaliadas no aparelho DNA Analyzer e programa

SAGA demonstrando as amostras genotipadas e seus respectivos alelos.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi possivel encontrar seis loci polimérficos, sendo necessario
uma nova selecio e prospeccdo de novos iniciadores para que seja concluido o painel espécie

especifico para Leporinus fasciatus.
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