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INTRODUÇÃO 
 

Entre os anos de 1994 a 1996 a curimba (Prochilodus nigricans)  esteve na segunda 
posição no número de desembarques no mercado de Manaus, afirmando a importância da 
sua preservação do ponto de vista econômico, social e ecológico (MOUNIC-SILVA & LEITE, 
2013). Poucas pesquisas genéticas com esta espécie, os estudos mais relevantes utilizam 
DNA mitocondrial (MACHADO et al., 2017) e microssatélites heterólogos (HENRIQUES, 
2014), sendo assim apresentam sérias limitações do ponto de vista do manejo devido à 
herança apenas materna do mtDNA e os possíveis vieses causados pelos microssatélites 
heterólogos. A falta de trabalhos abre precedentes para possíveis danos em decorrência da 
instalação de barragens de usinas hidrelétricas nos principais rios da bacia amazônica 
(AGOSTINHO et al., 2016). Visto isso, é grande a necessidade de analisar a genética de 
populações sob influência desses empreendimentos e para isso os marcadores moleculares 
são instrumento viáveis para a análises e estão entre as técnicas mais utilizadas nessa área 
(BERT et al., 2002). Os marcadores microssatélites podem ser facilmente obtidos por meio 
de Next-Generation Sequencing, além de possuírem um baixo custo de produção marcadores 
microssatélite são muito vantajosos por serem abundantes no genoma dos eucariotos e 
fornecem informações sobre diferenciação genética, fluxo gênico. E uma das grandes 
vantagens desse marcador é a alta reprodutibilidade (KUMAR & KOCOUR, 2017). 

 

OBJETIVOS 
 

Este projeto tem como objetivo gerar informações que permitam avaliar a estrutura e 
distribuição da diversidade genética em populações de Prochilodus nigricans, fornecendo 
subsídios para a proposição de medidas de manejo a serem aplicadas às populações 
localizadas na área de influência das Usinas Hidrelétricas Teles Pires e São Manoel. Objetiva-
se, portanto, selecionar e identificar marcadores microssatélites polimórficos desenvolvidos 
especificamente para Prochilodus nigricans; 
 

METODOLOGIA 
 

No presente trabalho foram utilizados tecidos de nadadeira coletados ao longo do rio 
Teles Pires – MT e tributários. As Usinas Hidrelétricas se responsabilizaram pela coleta e 
envio do material para análises laboratoriais. Para a extração de DNA foi utilizado o método 
salino descrito por Aljanabi e Martinez (1997). No total foram utilizados 18 indivíduos, 8 
coletados à jusante e 10 coletados à montante dos reservatórios. A pureza (260 nm/280 nm) 
e a concentração (em ng.μL-1) do DNA foram determinadas por densidade óptica via 
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espectrofotometria de microvolume (NANOVUE DNA da GE Healthcare®). Os 39 pares de 
primers utilizados foram desenvolvidos no próprio LAGOAA para a espécie alvo. Os primers 
foram selecionados por meio do software OligoAnalizer® (Integrated DNA Technologies), o 
qual permite analisar a estabilidade termodinâmica dos primers desenvolvidos. As reações de 
PCR foram padronizadas quanto à quantidade de MgCl2 e quanto à temperatura de 
anelamento dos primers. Os amplicons foram então analisados em gel de agarose 2 % para 
visualização do DNA e determinação das melhores condições da reação. Então os loci 
microssatélites foram testados nos indivíduos coletados e analisados em gel de poliacrilamida. 
A determinação dos genótipos para cada loci, visando a verificação de polimorfismos, foi 
realizada com auxílio do equipamento DNA Analyzer 4300 (Li-Cor® Inc.) e do software SAGA 
GT (Li-Cor® Inc.). Para as análises estatísticas foram utilizados os programas: GENEPOP v. 
4.0, Micro-Checker, HW-Quickcheck, Cervus v. 3.0, FSTAT 2.9.3.   
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A quantificação, por espectrofotometria que utiliza a razão entre as absorbâncias 
A260/A280, do DNA extraído de Prochilodus nigricans mostrou alto grau de pureza e 
concentrações satisfatórias. O DNA extraído foi submetido a eletroforese em gel de agarose 
2% para avaliação de sua integridade, nos experimentos realizados a maioria das amostras 
apresentaram integridade satisfatória. Para a padronização das reações de PCR foram 
realizados testes de gradiente para cada um dos loci, no quais foram definidas a concentração 
de MgCl2 e temperatura de anelamento para amplificação da população. Dentre os mais de 
mil primers gerados, a princípio 30 pares foram selecionados com base nas análises físico-
químicas de suas respectivas estruturas secundárias. Após a seleção e testes dos 30 pares 
de primers iniciais, observou-se que nove não amplificaram satisfatoriamente. Deste modo, 
outros nove pares de primers foram submetidos às análises físico-químicas seguindo-se os 
mesmos parâmetros e foram então 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 validação do loci. Os genótipos, de maneira geral, foram eficientemente 
determinados e mostraram polimorfismo. O painel desenvolvido pode ser observado na 
Tabela 1. O número de alelos por locus variou de 4 (Pro26) a 11 (Pro14 e Pro22), com média 
de 8,12 alelos. A maioria dos loci apresentou heterozigosidade observada menor do que a 
heterozigosidade esperada, três loci (Pro16, Pro22 e Pro23), mesmo estando com 
heterozigosidade observada menor que a esperada, apresentaram índices muito próximos, e 
ainda o locus Pro26 apresentou uma heterozigosidade observada maior do que a esperada. 
Considerando apenas a população à montante 8 dos 16 loci estão dentro do Equilíbrio de 
Hardy Weinberg (EHW), e na população à jusante apenas 4 loci apresentaram desvio do 
EHW. Pode haver a presença de alelos nulos nos loci Pro02, Pro14, Pro17, Pro18, Pro20, 
Pro25, Pro27 e Pro29. Foi encontrada pouca evidência estatística para desequilíbrio de 
ligação entre os 16 loci. Os loci que apresentam PIC acima de 0,5 são altamente informativos, 
aqueles com PIC entre 0,25 e 0,5 são moderadamente informativos, os que apresentam PIC 
de 0,1 a 0,25 são 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 os loci microssatélite desenvolvidos são uma boa 
ferramenta para o estudo populacional das populações de Prochilodus nigricans. Esse estudo 
é peça chave na busca por ferramentas de conservação das populações 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 são os mais utilizados 
nessa área de pesquisa (PIORSKI et al., 2008), além de ser muito mais acessível após o 
desenvolvimento do sequenciamento de nova geração (NGS)
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CONCLUSÃO 
 

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 serão utilizados futuramente para análise populacional de Prochilodus 
nigricans nas barragens das hidrelétricas Teles Pires e São Manoel no rio Teles Pires. O 
desenvolvimento deste painel permite não apenas gerar conhecimento a respeito da estrutura 
genética atual, mas também possibilita monitoramentos futuros desta espécie realizando-se 
comparações diretas com resultados prévios.  
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