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INTRODUCAO

Entre os anos de 1994 a 1996 a curimba (Prochilodus nigricans) esteve na segunda
posicdo no numero de desembarques no mercado de Manaus, afirmando a importancia da
sua preservacao do ponto de vista econémico, social e ecoldgico (MOUNIC-SILVA & LEITE,
2013). Poucas pesquisas genéticas com esta espécie, 0s estudos mais relevantes utilizam
DNA mitocondrial (MACHADO et al., 2017) e microssatélites heter6logos (HENRIQUES,
2014), sendo assim apresentam sérias limitacdes do ponto de vista do manejo devido a
heranca apenas materna do mtDNA e 0s possiveis vieses causados pelos microssatélites
heterélogos. A falta de trabalhos abre precedentes para possiveis danos em decorréncia da
instalacdo de barragens de usinas hidrelétricas nos principais rios da bacia amazénica
(AGOSTINHO et al., 2016). Visto isso, é grande a necessidade de analisar a genética de
populacdes sob influéncia desses empreendimentos e para isso 0os marcadores moleculares
sdo instrumento viaveis para a andlises e estdo entre as técnicas mais utilizadas nessa area
(BERT et al., 2002). Os marcadores microssatélites podem ser facilmente obtidos por meio
de Next-Generation Sequencing, além de possuirem um baixo custo de producdo marcadores
microssatélite sdo muito vantajosos por serem abundantes no genoma dos eucariotos e
fornecem informacbes sobre diferenciagdo genética, fluxo génico. E uma das grandes
vantagens desse marcador € a alta reprodutibilidade (KUMAR & KOCOUR, 2017).

OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo gerar informagdes que permitam avaliar a estrutura e
distribuicdo da diversidade genética em populacdes de Prochilodus nigricans, fornecendo
subsidios para a proposicdo de medidas de manejo a serem aplicadas as populagdes
localizadas na area de influéncia das Usinas Hidrelétricas Teles Pires e Sdo Manoel. Objetiva-
se, portanto, selecionar e identificar marcadores microssatélites polimérficos desenvolvidos
especificamente para Prochilodus nigricans;

METODOLOGIA

No presente trabalho foram utilizados tecidos de nadadeira coletados ao longo do rio
Teles Pires — MT e tributarios. As Usinas Hidrelétricas se responsabilizaram pela coleta e
envio do material para andlises laboratoriais. Para a extracdo de DNA foi utilizado o método
salino descrito por Aljanabi e Martinez (1997). No total foram utilizados 18 individuos, 8
coletados a jusante e 10 coletados a montante dos reservatorios. A pureza (260 nm/280 nm)
e a concentragdo (em ng.uL') do DNA foram determinadas por densidade optica via
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espectrofotometria de microvolume (NANOVUE DNA da GE Healthcare®). Os 39 pares de
primers utilizados foram desenvolvidos no proprio LAGOAA para a espécie alvo. Os primers
foram selecionados por meio do software OligoAnalizer® (Integrated DNA Technologies), o
qual permite analisar a estabilidade termodinamica dos primers desenvolvidos. As reacdes de
PCR foram padronizadas quanto a quantidade de MgCl, e quanto a temperatura de
anelamento dos primers. Os amplicons foram entdo analisados em gel de agarose 2 % para
visualizacdo do DNA e determinacdo das melhores condicdes da reacdo. Entdo os loci
microssatélites foram testados nos individuos coletados e analisados em gel de poliacrilamida.
A determinacdo dos gendtipos para cada loci, visando a verificacdo de polimorfismos, foi
realizada com auxilio do equipamento DNA Analyzer 4300 (Li-Cor® Inc.) e do software SAGA
GT (Li-Cor® Inc.). Para as analises estatisticas foram utilizados os programas: GENEPOP v.
4.0, Micro-Checker, HW-Quickcheck, Cervus v. 3.0, FSTAT 2.9.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A gquantificacdo, por espectrofotometria que utiliza a razdo entre as absorbéancias
AzsolAzs0, do DNA extraido de Prochilodus nigricans mostrou alto grau de pureza e
concentracdes satisfatérias. O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose
2% para avaliacdo de sua integridade, nos experimentos realizados a maioria das amostras
apresentaram integridade satisfatdria. Para a padronizacdo das reacBes de PCR foram
realizados testes de gradiente para cada um dos loci, no quais foram definidas a concentragéo
de MgCl, e temperatura de anelamento para amplificacdo da populacédo. Dentre os mais de
mil primers gerados, a principio 30 pares foram selecionados com base nas andlises fisico-
guimicas de suas respectivas estruturas secundarias. Apos a selec¢éo e testes dos 30 pares
de primers iniciais, observou-se que nove ndo amplificaram satisfatoriamente. Deste modo,
outros nove pares de primers foram submetidos as analises fisico-quimicas seguindo-se os
mesmos parametros e foram entao sintetizados, destes apenas quatro puderam ser utilizados.
A eletroforese em gel de agarose foi aplicada para analisar o sucesso da PCR e também
determinar a quantidade de amplicon a ser aplicado ao gel de poliacrilamida para
genotipagem e validacdo do loci. Os genotipos, de maneira geral, foram eficientemente
determinados e mostraram polimorfismo. O painel desenvolvido pode ser observado na
Tabela 1. O numero de alelos por locus variou de 4 (Pro26) a 11 (Prol4 e Pro22), com média
de 8,12 alelos. A maioria dos loci apresentou heterozigosidade observada menor do que a
heterozigosidade esperada, trés loci (Prol6, Pro22 e Pro23), mesmo estando com
heterozigosidade observada menor que a esperada, apresentaram indices muito préximos, e
ainda o locus Pro26 apresentou uma heterozigosidade observada maior do que a esperada.
Considerando apenas a populagdo a montante 8 dos 16 loci estdo dentro do Equilibrio de
Hardy Weinberg (EHW), e na populacdo a jusante apenas 4 loci apresentaram desvio do
EHW. Pode haver a presenga de alelos nulos nos loci Pro02, Prol4, Prol7, Prol8, Pro20,
Pro25, Pro27 e Pro29. Foi encontrada pouca evidéncia estatistica para desequilibrio de
ligacao entre os 16 loci. Os loci que apresentam PIC acima de 0,5 sdo altamente informativos,
aqueles com PIC entre 0,25 e 0,5 sdo moderadamente informativos, os que apresentam PIC
de 0,1 a 0,25 sdo pouco informativos (BOTSTEIN et al.,, 1980), dos loci testados 12 se
mostraram altamente informativos, 3 se mostraram moderadamente informativo e apenas 1
se mostrou pouco informativo, assim o0s loci microssatélite desenvolvidos sdo uma boa
ferramenta para o estudo populacional das populac¢des de Prochilodus nigricans. Esse estudo
€ peca chave na busca por ferramentas de conservacgdo das populagfes de P. nigricans nas
barragens do rio Teles Pires, pois desenvolve pela primeira vez loci microssatélites para o
estudo populacional dessa espécie. Esses marcadores moleculares sdo os mais utilizados
nessa area de pesquisa (PIORSKI et al., 2008), além de ser muito mais acessivel apds o
desenvolvimento do sequenciamento de nova geracao (NGS)
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Tabela 1. Caracterizacdo genética de 16 loci microssatélites para Proghi

Locus Sequéncia do primer (5-3') Repetigdo gg’ N A Ta'(';;';ho Ho He PIC Montant:HwJusante
P | R RS COACT O A |50 | 17| 05 | 61477 | 0150 | 0226 | o253 | o013 | 050
Provz | [ CACTOICTORGROTONGRSS | (A |54 | 17| 12 | 2ot | 0278 | 0872 | ogat | oot | oov
| G RIECETTRTIEE (TCh |50 | 16| 08 | 218208 | 0583 | 0670 | o505 | 014 | 066
PIOOG | o oo O AT oACey | Gk | 54| 18| 10 | tsete | 0575 | 0727 | om0 | o3 | oov
migy]| ETMGETIE DR (MCh |52 17| 11 | 216252 | 0464 | 0801 | 0723 | oot | 009
PIOTB | o oo oeoeTotoc, | (AGGh |54 | 18| 08 | 226233 | 0550 | 0610 | os0 | 033 | 059
POTT | oo oo oA agG | (ACAw |54 | 14| o7 | 15475 | 0143 | 0714 | oge | 000 | o0
Prot| o - OUACCTCCRCRTOATION . | MACws |58 [ 18| 06 | 142148 | 0063 | 0436 | 0363 | o000 | o7
Pro20 | e RS Iee | AT |86 [ 15| 10 | 54208 | 0556 | 0746 | o720 | oo | om2
Pz | A eaes | (GTAT |5 [ 17| 11 | t6v1e0 | O757 | 0796 | o704 | 052 | 033
P23 | oo | (TAACKs |58 (16| 08 | o512 | 0859 | 0863 | o745 | 036 | 087
Buss| AT e (TTAT)w | 54|17 | 00 | 27208 | 0320 [ 0689 | oes0 | 036 | 000
Po2e | CratoociCIIICTOC | oTChs |56 [ 18| 04 | 7rasg | 0500 | 0320 | o495 | 000 | 050
proz7 | FACHICACTONOeenonoC | (s |54 [ 14| 09 | 17796 | 0313 | 073 | ogx | o000 | 012
Pro20 gf&%%ﬁﬁggfgﬁgg (TTAT)x |54 | 15| o7 | 6075 | 0278 | 0626 | o544 | 020 | o003
ProdD | L O T arChTSC | (e |54 [ 18| 05 | tesds9 | 0113 | 0208 | o168 | 005 | 050

Ta: Temperatura de gnelamento: N: ntimero de individuos; A: nimero de alelos; Pp; tamanho do alelo em pares de base; Ho: heterozigosidade observada;
He: heterozigosidade esperada; PIC: contetdo de informacao polimorfica; EHW: valores de P para equilibrio de Hardy-Weinberg. *p<0.05 desvio significativo
do equilibrio de Hardy-Weinberg. Primer 5’ com cauda M13 (5TGTAAAACGACGGCCAGT 3') (SCHUELKE, 2000).

CONCLUSAO

Os objetivos do trabalho foram atingidos satisfatoriamente. Foi desenvolvido um painel
16 de marcadores moleculares microssatélite altamente informativos e inédito para a espécie
estudada, que serdo utilizados futuramente para analise populacional de Prochilodus
nigricans nas barragens das hidrelétricas Teles Pires e Sdo Manoel no rio Teles Pires. O
desenvolvimento deste painel permite ndo apenas gerar conhecimento a respeito da estrutura
genética atual, mas também possibilita monitoramentos futuros desta espécie realizando-se
comparac0des diretas com resultados prévios.
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