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Todos os direitos deste relatorio sdo reservados a Universidade
Federal do Amazonas, ao projeto “Caracterizacdo genetica das espécies
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(DNA BARCODE) como ferramenta no estudo de peixes de igarapés,
do sistema de drenagem do rio Amazonas, da reserva florestal Adolpho
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RESUMO

No intuito de avaliar a distribuicdo da variabilidade genética existente nas populacdes
das especies de Pyrrhulina sp. (Characiformes: Lebiasinidae), grupo de organismos de
pequeno porte, abundancia e ampla distribuicdo entre ambientes relacionados aos
igarapés, optou-se por utilizar marcadores tipo RAPD, pois sdo marcadores arbitrarios,
polimorficos, inespecificos e abrangem todo o genoma sem a necessidade de
equipamentos e tecnologias moleculares muito sofisticadas e conhecimento prévio de
genoma alvo, podendo-se encontrar altos niveis de polimorfismos intraespecificos,
possibilitando anélises populacionais abrangentes de maneira rapida, simples, confiavel
e relativamente barata, quando comparados com outros métodos marcadores de DNA. A
caracterizacdo destas espécies se faz importante porque auxiliam nas pesquisas que
pretendem acessar a variabilidade genética e estrutura populacional de organismos
habitantes de ambientes tdo pouco estudados sobre este aspecto, como 0s igarapes,
servindo na elucidacdo da dindmica e comportamento biol6dgico de espécies associados
as condicdes inerentes destes ambientes. Com o intuito de caracterizar a variabilidade
genética dessas espécies foram realizadas coletas (com N=5-10 por ponto) nos igarapés
de 1°, 2° e 3° ordens das espécies de Pyrrhulina sp., atraves de instrumentos de coleta
ativa e passiva na Reserva Adolpho Ducke/INPA-Manaus-AM e identificados
morfologicamente. Posteriormente, houve a extracdo, purificagdo e quantificacdo do
DNA dos espécimes coletados, que posteriormente foram submetidos ao processo de
identificacdo de diversidade genética por meio do RAPD, iniciando pelo procedimento
de selecdo de primes mais adequados para o levantamento de diversidade genética do
grupo taxondmico escolhido. Uma vez selecionados, padronizados e o respectivo loci
caracterizados dos primers candidatos, estes serdo utilizados nas analises
genético/populacionais. Em certos casos, para se trabalhar em anélises
genético/moleculares sdo necessarios testes de padronizacdo do marcador molecular
selecionado, para a obtencdo de uma ferramenta analitica confiavel em relacdo aos

resultados almejados.

Palavras-chave: Genética de populacdes; Pyrrhulina sp; lgarapés; RAPD.



ABSTRACT

In order to evaluate the distribution of genetic variability in populations of Pyrrhulina
sp. species (Characiformes: Lebiasinidae), a group of organisms of small size and wide
distribution across small streams and related environments, the RAPD marker was
chosen because they are arbitrary, polymorphic and nonspecific markers, covering the
entire genome without the need of sophisticated equipment and prior knowledge of the
target genome, presenting high levels of polymorphisms, allowing a rapid, simple,
reliable and inexpensive population analysis, compared to other methods of DNA
markers. The characterization of these species is important because it may help further
researches that intend to assess the genetic variability and population structure of
organisms living in environments like small streams, which have just a few studies in
this sense, serving to aid the elucidation of the dynamics and biological behavior of
associated species to the conditions inherent to these environments. In order to
characterize the genetic variability of these species, active and passive sampling were
made (with N = 5-10) in streams of 1st, 2nd and 3rd orders of Pyrrhulina sp. in
Adolpho Ducke Forest Reserve / INPA-Manaus-AM and, then, morphologically
identified. Afterwards, there was the extraction, purification and quantification of DNA
for laboratory analysis, which was given by optimization and selection of primers/loci
to perform the RAPD marker. Once obtained the standardization, the selected loci
would be used in populations genetics analysis. As result, 361 specimens were
collected, from 27 species, being 129 specimens were exclusively Pyrrhulina brevis,
not having any Pyrrhulina laeta, even though are reports of its occurrence in the
surveyed area. Of the fourteen tested primers, ten showed appropriate characteristics as
RAPD marker. In some cases, the work with genetic/molecular analyzes,
standardization tests of the selected molecular marker are required to obtain a reliable
analytical tool in regard to desired outcomes.

Keywords: Populations Genetics; Pyrrhulina sp; Small stream; RAPD.
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INTRODUCAO

Os pequenos cursos d’agua amazonicos, chamados de igarapés, sdo pequenos
corpos nascentes de &gua que drenam as areas de floresta. A juncdo de numerosos
igarapés é a principal responsavel pela formacdo dos grandes rios amazonicos e
configuram a maior e mais densa rede hidrica do mundo (JUNK, 1983; WALKER,
1991).

De maneira geral, os igarapés podem ser classificados de vérias formas, sendo
uma delas com base na estrutura e contribuicdo de cursos d’agua, de maneira que a
unido de dois igarapés de 12 ordem, isto é, que ndo tem contribui¢do de qualquer outra
drenagem, sendo nascentes, forma um igarapé de 22 ordem e a unido de dois igarapés de
22 ordem resulta em igarapés de 32 ordem e assim sucessivamente (PETTS, 1994).

As aguas de caracteristica acida dos igarapés sao consequéncia da decomposi¢do
de folhas no solo das florestas, que resultam na produgdo de &cidos himico e fulvico
que sdo transportados aos cursos d’agua por chuvas locais (JUNK & FURCH, 1985;
WALKER, 1991; MENDONCA et al., 2007).

Além de 4cidas, as aguas dos igarapés de terra-firme geralmente sdo bem
oxigenadas, com baixa condutividade e temperatura relativamente estavel, néo
apresentando variacOes significativas de profundidade, largura, velocidade e vazdo ao
longo do ano (ESPIRITO-SANTO et al., 2009) e apesar de considerados ambientes
relativamente pobres em diversidade biol6gica, estima-se que em um Unico igarapé
possam ocorrer de 20 a 50 espécies de peixes, principalmente de pequeno porte
(LOWE-MCCONNELL, 1999; SABINO, 1999).

A riqueza, abundancia, diversidade e aumento de espécies de peixes, observadas
nestes locais, estdo muito relacionadas as caracteristicas ambientais que compdem cada
igarapé (ZUANON, 2010). Ja as caracteristicas fisico-quimicas dos igarapés estdo
intimamente relacionadas ao meio que os circundam e isso acaba estruturando a
comunidade e populacdes de organismos habitantes (BUSSING & LOPEZ, 1977;
ANGERMEIER & KARR, 1984).

Ao longo das ordens, que compBem cada igarapé, as caracteristicas de

produtividade ambiental que circundam as diferentes ordens influenciam a riqueza e



distribuicdo regional de espécies (VANNOTE et al., 1980). E isso ndo somente pode
influenciar a distribuicdo de diversidade de espécies como, também, estruturar a
distribuicdo de uma espécie.

Nas regides proximas das cabeceiras (como nos igarapés de 12 ordem), o dossel
alto das arvores impede a entrada de raios solares e dificulta a producdo primaria, regido
onde os cursos d’agua ainda sdo relativamente lentos, estreitos e de pequeno porte
(SANTOS & FERREIRA, 1999; DIAS et al., 2010). Nestes locais, a base das cadeias
alimentares é composta principalmente por elementos florestais, como pdlens, flores,
frutas, folhas e artropodes (WALKER, 1991; SANTOS & FERREIRA, 1999). Com a
contribuicdo de outros riachos (0 que caracteriza igarapes de 22 e 32 ordens) e
consequente aumento do volume de agua, distancia entre as margens, 0 que acarreta na
abertura no dossel, ha um aumento na producdo primaria, possibilitando a criacéo e
ocupacdo de diferentes nichos (VANNOTE et al., 1980) e influenciando a distribuicdo
das espécies nestes igarapés.

Apesar dos igarapés ndo possuirem ciclos de cheia e vazante, como os grandes
rios amazoénicos, ha um aumento consideravel em seus niveis de dgua, em decorréncia
da alta precipitacdo durante a estacdo chuvosa, ocorrendo inundagdes nas depressdes
adjacentes e consequente formacdo de um sistema de pocas e lagos laterais complexo,
que, dependendo dos niveis de pluviosidade, podem ser sustentados por dias ou meses,
podendo subsidiar uma diversa colecdo de espécies de peixes que buscam alimento,
abrigo e local de procriacdo (PAZIN et al., 2006).

Desta forma verifica-se que os igarapés sdo vitais para o ciclo reprodutivo e
manutencdo das espécies, pois disponibilizam uma variabilidade de habitats e nichos
potenciais que servem como fonte energética primaria ou de base, bercario e reflgio
durante as épocas de cheia e vazante, funcionando, também, como o principal sistema
de manutencdo bioldgica, drenagem e irrigacdo dos grandes rios, auxiliando na
qualidade dos estoques pesqueiros, cuja comunidade ribeirinha e comerciantes regionais

sdo dependentes para a sobrevida e trabalho.

Sendo assim, comprometendo este tipo de ecossistema, resultard em problemas
para a fauna e a estrutura dos maiores rios, o que influenciara a comunidade e o
mercado pesqueiro. Além disso, muitas espécies de peixes sdo restritas a esses habitas o

que configura uma estruturacdo de comunidade ecoldgica Unica e diferenciada de outros



tipos de ambientes aquaticos, fazendo com que estas comunidades possam, também, ser
utilizadas como indicadoras de filtro ambiental.

Contudo, por serem pequenos e numerosos estes ambientes ainda sdo
negligenciados e continuam tendo sua dindmica pouco conhecida, tendo os dados de
origem genética quase que inexistentes (COLATRELI, 2012), como, por exemplo, em
relagdo ao perfil e distribuicdo de variabilidade genética entre os individuos de uma
espécie presente em diferentes ambientes de riachos, como pogas e cursos de igarapés, o
que permite avaliar a estrutura populacional, a capacidade de locomocdo e a
transposicdo de supostas barreiras bioldgicas de espécies de peixe com pequeno porte,
que € o bidtipo da maioria das espécies de peixes de igarapes e que facilmente pode ser
influenciado pela estrutura e a composic¢éo ambiental.

Desta forma, pretendeu-se através de marcadores moleculares de RAPD, analisar
e comparar a variabilidade genética e estrutura populacional das espécies de peixes do
género de Pyrrhulina sp., grupo de ampla distribuicdo entre os diferentes ambientes de
igarapeés localizados na Reserva Florestal Adolpho Ducke/Manaus/AM, utilizando como
modelo na elucidacdo sobre habitos e capacidades biologicas sobre espécies de igarapés,
uma vez que este género apresenta pequeno porte, comum na ictiofauna deste ambiente,
e ampla distribuicdo e que diferentes propriedades ambientais podem alterar a
composicdo e a distribuicdo regional das espécies viventes.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 IGARAPES AMAZONICOS E ICTIOFAUNA ASSOCIADA

A bacia amazbnica é um dos ecossistemas que apresenta uma das maiores
biodiversidade de espécies de peixes continentais existentes, representando 85% de toda
biodiversidade de 4gua doce na porcdo sul-americana continente (FALABELLA, 1994).

Além de seus grandes rios e lagos, a bacia amazonica é constituida por
incontaveis canais de &gua e, com excecdo de alguns rios que tem sua nascente na
cadeia andina, quase todos os rios da bacia amazénica sdo resultantes da juncdo de um

complexo sistema de rios e pequenos cursos dagua (conhecidos como igarapés), que
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drenam as areas de floresta, constituindo a maior e mais densa rede hidrica do mundo
(JUNK, 1983; WALKER, 1991; SANTOS E FERREIRA, 1999).

Os igarapés, denominagdo regional dada aos riachos amazénicos, sdo cursos
d’agua de pequeno porte, caracterizados pelo leito delimitado, correnteza relativamente
acentuada e baixa temperatura da agua. Sua porcao media e superior é quase totalmente
encobertas pelo dossel da floresta riparia e seu leito tipicamente contém acimulo de
troncos e galhos caidos. Possuem &guas cristalinas, acidas, com temperatura baixa e
pouco variavel ao longo do ano (GOULDING et al.,1988).

Em decorréncia da reducédo da luz incidente produzido pela sombra das espécies
florestais e a correnteza relativamente acentuada, os igarapés sdo sistemas aquaticos
com baixa produtividade bioldgica e bastante dependente da floresta. Esta atua como
fonte de recursos alimentares para o sistema l6tico, os quais sdo a base da cadeia tréfica
nestes ecossistemas (SANTOS & FERREIRA, 1999). Entretanto, pequenos peixes sdo
frequentemente abundantes, podendo ser encontradas de vinte a cinquenta espécies em
um anico riacho (LOWE-MCCONNELL, 1999; SABINO, 1999).

Os igarapés de terra firme, em sua maioria, apresentam aguas acidas, devido a
presenca de acidos hdmicos e fulvicos. Sdo pobres em nutrientes e as arvores que se
fecham sobre os mesmos impedem que a luz atinja a superficie da agua, de forma que
plantas aquaticas sdo virtualmente inexistentes (Junk & Furch, 1985; Walker, 1995).

As caracteristicas fisicas e quimicas dos igarapés estdo relacionadas com a
ictiofauna presente nestes, seja por parte de fatores internos ou externos aos igarapés.
Como afirma Jackson et al (2001) “as caracteristicas fisico-quimicas dos riachos
exercem influéncia sobre a ictiofauna”.

Dezenas de espécies de peixes habitam os diferentes ambientes aquéticos
disponiveis nos igarapés, desde as aguas abertas dos canais, até 0s pequenos espacos
entre as folhas mortas da floresta que se depositam no fundo. De forma geral, a
caracteristica ecoldgica mais marcante dessa ictiofauna é a sua grande dependéncia da
floresta, tanto para obtencdo de alimentos, como insetos e plantas que caem na agua,
quanto para obtencdo de abrigo, fornecido pelas folhas, galhos e troncos provenientes da
floresta (ZUANON et al, 2010).

Estima-se que cerca de 2.000 novas especies de peixes dulcicolas sul-americanos
estdo por ser descritas, sendo a grande maioria externa as areas da calha principal de
grandes rios e lagos, em ambientes como os igarapés (CASTRO, 1999). Ainda estudos

realizados em igarapés tém mostrado que ha uma alta riqueza de pequenos peixes
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ocupando esses ambientes, podendo estar relacionado com a heterogeneidade de
microhabitats decorrente da maior interface com ambientes terrestres (CASTRO &
CASATTI 1997; UIEDA et al. 1997; SABINO & ZUANON 1998).

Todas estas observacdes indicam que a biodiversidade da ictiofauna amazonica
ainda esta pouco compreendida e significantemente subestimada. Isso € marcante nas
areas de igarapés. O conhecimento acerca da diversidade bioldgica € o ponto de partida
para todos os estudos bésicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida. O
reconhecimento de espécies, bem como a habilidade de nomeé-las, é fundamental para o
estudo da ecologia, comportamento, evolucdo e todas as outras disciplinas relacionadas
aos organismos (SAVAGE, 1995).

1.2 MARCADOR MOLECULAR (RAPD)

Muitos estudos vém comprovando a importancia da variabilidade genética na
elucidacdo dos mecanismos evolutivos, na definicdo de estrutura e distribuicdo
populacional e no manejo e conservacdo de espécies. Como consequéncia, marcadores
moleculares tém sido empregados de forma bastante eficiente na avaliacdo da
variabilidade genética de vérios organismos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998;
SOLE-CAVA, 2001).

Devido a sua grande aplicabilidade, desenvolveram-se dezenas de estratégias de
marcacdo molecular, inclusive no estudo de organismos aquaticos, permitindo um maior
delineamento das pesquisas desenvolvidas com tipo de seres vivos (MEYER, 1993).

A utilizagdo de marcadores moleculares em peixes vem sendo realizada com os
mais variados propdésitos que passam desde a determinacdo da variabilidade genética
entre e dentro populagdes, manejo, conservacdo de estoques pesqueiros (NORMAN et
al., 1994) e, até, no estudo das relacdes filogenéticas, que antes eram estritamente
desenvolvidas com base em caracteres de natureza morfolégica (FARIAS et al., 1998;
1999; 2001).

Atualmente em estudo genético populacional, marcadores de microssatélites tém
sido amplamente utilizados por apresentarem resultados confiaveis, permitindo
estimativas precisas quanto ao nivel de parentesco entre individuos e identificacdo de
estruturas populacionais e fluxo génico. No entanto, esse marcador molecular, baseado
também na PCR, exige iniciadores (primers) especificos para o estudo de uma dada

espécie, sendo necessario do conhecimento genémico prévio do organismo alvo,
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tornando o procedimento de desenvolvimento de primers de loci de microssatélite
laborioso e dispendioso financeiramente, quando ndo se tem um loco previamente
caracterizado e disponivel (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), sem contar outros
custos associados aos microssatélites relacionados ao procedimento de genotipagem,
portanto seu uso deve ser ponderado dependendo do caso.

Uma boa alternativa de marcacdo genético molecular para estudos
populacionais, onde ndo se tem informacdo genémica a priori, ¢ o RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA — Amplificacdo Randémica de DNA Polimorfico),
uma vez que os primers de RAPD sdo generalistas e arbitrarios, 0 que ndo demanda o
conhecimento prévio do conjunto gendmico, fazendo com que estes iniciadores
arbitrarios se anelem aleatoriamente em diversas regiGes do genoma em questdo e
gerando fragmentos de DNA de diferentes tamanhos e pesos moleculares, garantindo
polimorfismo, podendo ser visualizado em um perfil eletroforético, sendo um método
mais rapido e barato.

De maneira geral, individuos com divergéncias em seus genomas produzem
fragmentos de tamanho e peso molecular diferentes, podendo ser comparados e
posteriormente calculados os niveis de relacionamento genético entre os individuos, de
maneira similar ao que é feito com os marcadores microssatélites (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; SOLE-CAVA, 2001).

O RAPD (Polimorfismos de DNA amplificados ao Acaso) € um marcador
molecular amplamente utilizado em analise populacional porque possui algumas
vantagens como: facil aplicacdo, baixo custo, producdo resultados de maneira rapida,
requer poucas quantidades de DNA molde, dispensa qualquer conhecimento prévio
sobre 0 genoma do organismo de estudo, polimorfismo, além de facilitar o acesso de
muitos loci génicos ao mesmo tempo (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).

O principio da técnica é simples: o primer (arbitrarios de sequéncias curtas) se
ligam as sequéncias complementares em fitas opostas do DNA alvo e ocorre a
amplificacdo in vitro do segmento de DNA entre dois primers adjacentes com o auxilio
da enzima Taqg polimerase (DNA polimerase). Os sitios de ligagdo dos primers devem
estar separados por no maximo 3 a 4 mil pares de bases, uma vez que a DNA
polimerase ndo e capaz de percorrer segmentos maiores nas condi¢cbes normalmente
usadas durante a amplificacdo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; FRITSCH &
RIESEBERG, 1996).
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Por utilizar primers de sequéncia arbitraria, pequenos e de facil amplificacdo, a
técnica de RAPD permite a realizacdo de analises genéticas diretamente ao nivel de
DNA sem a necessidade de nenhum conhecimento prévio sobre a genética da espécie a
ser estudada (NASON et al., 1997).

Os marcadores de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD, Random
Amplified Polymorphic DNA) séo altamente eficazes na identificagdo de variagbes no
DNA gendmico entre subespécies ou populacfes de varias espécies; na identificacdo de
linhagens distintas, na determinacdo do impacto genético da introducdo de espécies
cultivadas em populacdes naturais (FREITAS et al, 2007) entre outras aplicacdes
voltadas para o entendimento da variabilidade genética . Este marcador genético tem
sido utilizado com muito sucesso para a estimacdo do valor de diversidade genética em

populacdes, espécies e linhagens de peixes (Povh et al., 2005).

2. JUSTIFICATIVA

Considerando: (1) o pequeno porte corpéreo, associado ictiofauna de igarapé, o
que pressupdem capacidade de migracdo limitada, que pode resultar em estrutura
populacional; (2) a falta de estudos genético populacionais em espécies representantes
dos igarapés; (3) ampla aplicabilidade de marcadores moleculares para estudos
genético-populacionais, com destaque o0 RAPD; (4) a variacdo de nichos e estruturas
que compBem os igarapés, que podem alterar a estrutura € o0 comportamento
populacional das espécies; (5) a ampla distribuicdo entre habitats distintos e
relacionados aos igarapés das espécies do género Pyrrhulina, o presente projeto propde
um estudo genético populacional das espécies deste género nos igarapés da reserva
Adolpho Ducke/Manaus/AM, utilizando este grupo de peixe como modelo
representativo para os possiveis processos de distribuicdo e estruturacdo populacional
das espécies da ictiofauna de igarapés e ambiente associados, por meio do marcador
molecular de RAPD, fazendo parte de um projeto maior financiado pela FAPEAM
intitulado “Levantamento genético de peixes de igarapé da reserva experimental
Adolpho Ducke (Manaus/AM), por meio do DNA Barcoding” (021/2011).

Este estudo trds sua importancia nas analises genéticas, no qual representam

informacdes importantes para a compreensdo, manejo e manutencao da biodiversidade
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tanto em Coari- AM, quanto em outros lugares com estruturas ambientais de igarapes
similares e de espécies compartilhadas, possibilitando desdobramentos futuros de
estudos voltados as espécies, comunidades e diversidade de peixes compartilhados entre
ambientes, como, por exemplo, os riachos que margeiam a regido da cidade de
Coari/AM, que assim como a Reserva Adolfo Ducke da cidade de Manaus possui, uma
unidade experimental e em implementacdo do PPBio, representado pela area
CapMedSol — ISB/UFAM.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar estudos referentes a variabilidade e a estrutura genética de populacées
das espécies de peixe do género Pyrrulyna spp, coletados em diferentes ordens e sub-
bacias de igarapés da Reserva Experimental Adolpho/Ducke/Manaus, AM (unidade
PPBIio), por meio do marcador molecular polimorfico de RAPD, visando comparar 0s
padrdes de distribuicdo genético-populacional entre os diferentes locais e ambientes
amostrados dentro de cada espécie, utilizando este grupo como modelo para estudar os
padrGes de estruturacdo genética populacional da ictiofauna de igarapés e ambientes

relacionados.

3.2 ESPECIFICOS

e Extracdo de DNA dos individuos coletados da espécie Pyrrhulina sp
e Testar marcadores distintos (primers) para uma melhor analise molecular através
de RAPD.

e Obter os dados moleculares do marcador de RAPD, no Laboratério de Biologia
Molecular - UFAM/Coari.

e Confeccionar relatorio e artigo.
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4. METODOLOGIA

4.1 ORGANISMOS MODELO

O género Pyrrhulina (Characiformes: Lebiasinidae) é representado na Reserva
Adolpho Ducke por duas espécies: Pyrrhulina brevis e Pyrrhulina laeta, sendo P.
brevis entre as espécies mais abundante, frequente e distribuida em estudos de varia¢es
sazonal, sendo encontrada tanto em pocas quanto nos cursos d’agua (ESPIRITO-
SANTO, 2009). A género Pyrrhulina possui pequeno porte corporeo (comprimento
méaximo = 7,0 cm), e dieta relativamente generalista, sendo frequentemente encontrados
em remansos e nas proximidades das margens, ocupando quase que exclusivamente a
lamina superficial da agua utilizando o oxigénio ai presente e utilizando alimentos tanto
de origem autdctone quanto aloctone (CARDOSO, 2005).

Por possuirem ampla distribuicdo, frequéncia, abundancia e caracteristicos da
ictiofauna de igarapés, incluindo os da area de estudo, as espécies deste género (P.
brevis e P. laeta), existentes na Reserva Adolpho Ducke, foram selecionadas como
modelo para o entendimento de dindmica e de distribuicdo genético/populacional dos

peixes de igarapés.

4.2 AREAS DE ESTUDO

O estudo foi realizado na reserva Adolpho Ducke (Figura 1), pertencente ao
INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia), que se localiza a noroeste da
cidade de Manaus-AM, estando situada na regido central da Amazbnia em uma area
platd, compreendendo um sistema de cinco sub-bacias de igarapés, que distribuem entre
as regides Leste e Oeste em relacdo ao platd central. Um sistema de trilhas foi instalado
na Reserva Ducke, formando uma malha de 64 km? que cobre toda a reserva, exceto
uma borda externa de 1 km de largura. Este sistema de trilhas d& acesso a 38 pontos
permanentes de amostragem em igarapés e pocas associadas, para amostragem de

organismos aquaticos. Quase todos o0s igarapés da Reserva Ducke nascem dentro da
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area protegida, sendo que alguns correm em direcdo ao rio Amazonas e outros em
direcéo ao rio Negro (ZUANON, 2010).

Figura 1: Area da reserva Adolpho Ducke

Reserva
Elorestal
Adolpho

r

Fonte: Livro Reserva Ducke, 2008.

4.3 METODOS DA COLETA

As coletas das amostras foram desenvolvidas, seguindo a metodologia proposta
por Mendonga e Zuanon (2007), com algumas modificagdes. Em diferentes pontos
escolhidos dos 38 existentes, as extremidades de um transecto de 50 metros dos
igarapés foram bloqueadas com redes de malha fina para posterior coleta de individuos
das espécies de Pyrrhulina.

Ap0s a coleta das amostras, estas foram colocadas em sacos plésticos com alcool
90% e identificados por sua respectiva localidade. Retirou-se uma mostra de tecido
muscular da regido dorsal de cada um, tentando conservar a0 maximo as caracteristicas
externas de cada individuo, sendo estes tecidos armazenados individualmente em
microtubos de 1,5mL contendo alcool 95%. Os individuos de menor porte que ndo
possibilitaram a retirada de tecido sem danificar o exemplar, foram armazenados
diretamente em microtubos de 2 mL com alcool 95% e postos em freezer —10 ou - 80°C.

Uma aliquota dos tecidos obtidos e acondicionados em alcool serdo depositados
em freezer -80°C na Colecdo de Tecidos de Genética Animal da UFAM
(CTGA/ICB/UFAM, Fiel Depositario, CGEN, Deliberacdo No. 75, de 26 de agosto de
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2004) e os exemplares fixados serdo depositados na Colecao de Peixes do INPA. Todos
0s pontos amostrados serdo georeferenciados por GPS e pelo menos 1 individuo de cada
espécie sera fotografado vivo e posteriormente fixado. A identificagdo taxonémica das
espécies sera realizada com uso de chaves dicotdmicas, literatura especializada, e
comparacdo com exemplares depositados em museus e colec@es cientificas.

Ressalta-se que esta etapa metodoldgica j& foi efetuada em 2011 e durante o
PIBIC anterior 2013/2014.

4.4. METODOLOGIA LABORATORIAL

As atividades laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Genética
Molecular — ISB/Coari/AM, sendo que o procedimento para obtencdo do DNA total dos
tecidos, acondicionados em alcool 95%, foi feito seguindo o protocolo de extragdo por
Fenol-Cloroférmio conforme estabelecido por Sambrook e colaboradores (1989), com
algumas modificacdes. Nesse processo as amostras de tecido passaram por uma série de
fases de exposicdo a reagentes quimicos com a finalidade de eliminar todas as estruturas
e moléculas ndo desejadas, restando somente o DNA isolado e purificado, sendo estes
quantificados posteriormente.

Apds a extracdo do material genético, realizou-se a reacdo de PCR-RAPD, que
num primeiro momento teve como finalidade uma selecdo de primers, buscando isolar
regidbes moleculares que apresentem melhor padrdo e sucesso de aplicagdo para o
genoma do género. Os testes de amplificagdo para a selecdo de marcadores de locos de
RAPD foram desenvolvidos com 14 sequéncias de primers distintos, respeitando a
temperatura de melting de cada primer (Tabela 1). Os reagentes utilizados na reacéo de
PCR-RAPD com suas respectivas quantidades e concentracdes estdo representados na
Tabela 2. As reagdes de PCR-RAPD foram amplificadas num termociclador “Bio-Rad
MyCycler”, programado para 40 ciclos, em que cada ciclo compreende uma
desnaturacdo de 92°C por 40 segundos, anelamento a 30°C-42°C por 90 segundos e
extensdo a 72°C por 120 segundos. Precedendo e apos os 40 ciclos houve uma pré-
desnaturacdo de 92°C por 5 minutos e extensdo final a 72°C por cinco minutos,
respectivamente. Os produtos da amplificagdo foram aplicados em agarose 1,5%,
misturados a um intercalante de DNA e corante para visualizagdo da corrida

eletroforética (Gel Red - Biotum e azul de bromofenol, respectivamente). Em cada
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corrida de eletroforese, foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pares de
base (pb) como pardmetro para avaliar os perfis eletroforéticos diferentes obtidos para
cada oligonucleotideo testado.

Tabelal: Sequéncias de nucleotideos, temperatura média de desnaturagéo (melting temperature
— TM) e porcentagem G+C dos primers testados.

Primer Sequéncia de ™ %
nucleotideos (G+C)
W01 5’CCTGTGACTC3’ 30.6 °C 60
W02 S’AAGCGCCCAY 429 °C 60
W03 5’GTGAGGCCTG3’ 36.6 °C 70
wo04 5S’AGGCGAAGAY’ 34.6 °C 50
W08 5’ TCTCCGTCG3’ 32.8°C 60
WQ09 5’GTGACCGAGT3’ 33.9°C 60
W10 5’TCGCATCCCT3’ 36.5°C 60
W11 5S’CTGATGCGTG3’ 33.7°C 60
W13 5S’CACAGCGACA3’ 35.9°C 60
W19 5’CTGGCGAAC3’ 34.4°C 60
X03 5’GTGACGCGGT3’ 41.3°C 70
X06 5’ACGCCAGAGGY 39.3°C 70
X09 5S’GGTCTGGTTG3’ 31.6°C 60
PC-01 S’TTCGAGCCAT3’ 32.2°C 50

Tabela 2: Reagentes e medidas utilizados na PCR-RAPD

Reagentes Medidas
Tampao (10X) 1.5 uL
dNTP (10mM) 15 puL
MgCl, (25mM) 15 puL
Primer (2 uM) 1.5 uL
Taq DNA Polimerase (5u/uL) 0,3 uL
H.0 7,7 uL
DNA (10-15ng/pul) 1puL
TOTAL 15 uL




20

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AMOSTRAGEM

Os igarapés em que foram realizadas as coletas sdo pertencentes as microbacias:
Ipiranga (12, 22 e 32 ordem), Tinga (12, 22 e 32 ordem) e Uberé (1° ordem), da bacia Leste
de Reserva, totalizando sete pontos de coleta e 88 amostras. O projeto ja continha 41
amostras prévias de Pyrrhulina brevis anteriormente coletadas na bacia Oeste, que no
total resulta em 129 amostras. Na regido Leste foram obtidas 70 amostras de Pyrrhulina
brevis coletadas em igarapés de 1° ordem (26 Ipiranga; 26 Uberé e 18 Tinga); 10
coletadas em igarapés de 2° ordem (2 Ipiranga e 8 Tinga) e 8 coletadas em igarapés de
3° ordem (1 Ipiranga e 7 Tinga). Vale ressaltar que ndo foram coletados espécimes de
Pyrrhulina laeta, no periodo realizado das amostragens de 2011 e 2013
(P1B/0124/2013), apesar de haver relatos de coleta desta espécie em igarapés na regiao
Leste da reserva (MENDONCA et al., 2008; ZUANON, 2010) e nas areas de
concentragdo das coletas. Dessa forma, todas as analises seguintes desenvolvidas desse
projeto serdo focadas somente na espécie P. brevis.

A Pyrrhulina brevis é caracteristica desse tipo de habitat, sendo a terceira
espécie mais amplamente distribuida pelos igarapés da Reserva Ducke e uma das seis
mais abundantes entre a ictiofauna dos igarapés desta regido (MENDONCA et al.,
2008).

5.2 DADOS GENETICOS MOLECULARES DE RAPD

Num primeiro momento encontrou-se dificuldade para selecdo dos primers, pois
alguns reagentes da PCR encontravam-se contaminados. ApOs 0 processo de
rastreamento dos reagentes contaminantes, foi desenvolvido e etapa de selecdo de
primers. Dos 14 primers testados; apenas quatro ndo amplificaram (W01, W04, W08 e
W19) (figura 2) e dez primes apresentaram sucesso de amplificacdo (W02, W03, W09,
W10, W11, W13, X03, X06, X09 e PCO1), apresentando no total 41 locos, com o
namero médio de locos encontrado de 4,1, sendo no minimo 1 (WQ09) e o0 maximo 8

(WO02) locos por primer observados (Tabela 3).
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Telles et al.(2001) em seu estudo com marcadores RAPD na anédlise da
divergéncia genética entre racas de bovinos, testaram 40 primers, 16 deles ndo
amplificaram ou ndo apresentaram um bom padrdo de amplificacdo e os 24 primers
restantes, que mostraram padrdo de amplificacdo adequado, apresentaram um total de
133 locos e 0 numero médio de locos encontrado foi 5,5, sendo 0 minimo 2 e 0 méximo

10 locos por primer analisado.

Figura 2: Ensaio de sele¢do de primers

™
o

100

Fonte: Zaguri, 2015

Tabela 3: Relagéo do nimero de locos por primer selecionados.

Primer N° de Locos Tamanho dos
fragmentos
amplicados (pb)
W02 8 100~900
W03 3 400~600
W09 1 ~200
W10 3 ~600~800
W11 3 ~200~400
W13 5 ~500~800
X03 5 ~100~1500
X06 3 ~300~600
X09 5 ~600~1500
PCO1 5 ~300~1100
TOTAL 41 -
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O Tm dos primers utilizados variou de 30, 6° C até 42,9° C (Tabela 1). A
temperatura de melting (Tm) é uma propriedade dos &cidos nucleicos em dupla fita e é
definida como a temperatura na qual metade dos fragmentos de DNA esta na forma
desnaturada, ou seja, ndo pareados, e a outra metade esta pareada. Esta propriedade €
influenciada pela quantidade relativa das bases Citosina (C) e Guanina (G) de uma dada
dupla fita de DNA, basicamente pelo fato do pareamento destas bases ocorrerem
mediante a formacao de trés pontes de hidrogénio, trazendo maior estabilidade a dupla
fita (SNUSTAD & SIMMONS, 2008).

Este fato também pode interferir na temperatura de hibridacdo de um primer e
sua cinética de trabalho durante uma reacdo de PCR, pois quanto maior o nimero de
bases C e G, mais facilmente havera “ligacao” do primer a sua regido complementar,
porém mais dificil sera sua desnaturacdo (JUNIOR, 2010). Isto significa que durante o
processo de selecdo de locos de RAPD este fator deve ser levado em conta, pois este
fendmeno pode comprometer o desenvolvimento adequado da reagcdo em cadeia da
polimerase.

Segundo Gomes et al., (1998) o procedimento de amplificacio PCR-RAPD ¢
particularmente sensivel as mudancas nas condicGes de reacdo, que podem afetar a
reprodutibilidade dos produtos de amplificagdo e também influenciar no sucesso de
amplificacdo dos quatro primers que ndo apresentaram resultado positivo na PCR e
também na quantidade de locos observada.

Existem muitas varidveis na reacdo que contribuem para isso, entre as quais o
termociclador, a DNA polimerase, a concentracdo de DNA e primers e a composi¢do do
tampé&o séo as mais freqlientemente citadas (QUESADA & CENIS, 1995).

Contudo, mesmo contendo certas limitacbes, o RAPD-PCR ndo exige o
conhecimento prévio da sequéncia de DNA, uma vez que as variacBes gendmicas
detectadas pelo método se baseiam apenas na diferenca de tamanho genético-molecular
entre individuos, relacionada a distribuicdo dos sitios complementares a um primer
curto especifico (07 até 10 bases), mas de sequéncia aleatdria e, ainda, apresenta baixo
custo operacional, quando comparados com outros marcadores de polimorfismo
genético (SOLE-CAVA et al., 2001; FREITAS et al., 2007).

A partir de um Udnico primer por reacdo, verifica-se um grande nimero de
segmentos amplificados, de sequéncias desconhecidas e de tamanhos variaveis,
resultando em variagdo de polimorfismos e numeros de locos. Assim, diferentes

individuos produzem distintos padrBes de fragmentos amplificados com base nas
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variacdes de diferentes localizaces dos sitios de hibridizacdo dos primers ao longo da
fita de DNA (FREITAS et al, 2007).

Por todas as caracteristica demonstradas, anteriormente, 0 RAPD é um marcador
interessante em estudos prévios e amplos de variabilidade genética de organismos,
sendo muito utilizado em estudos de distribuicdo e caracterizacdo de variabilidade
genética de peixes, tanto in natura (FREITAS et al, 2007 ), como de cultivo (GOMES et
al, 2008).
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CONCLUSAO

Os primers estudados apresentaram padrdo adequado de amplificacéo e variagédo
de locos, quando comparados com outros trabalhos. Para reacdo de PCR-RAPD é
preciso observar a temperatura de anelamento de cada primer, a porcentagem de
citosina e guanina, concentracfes dos reagentes e 0s equipamentos utilizados na reacéo,
pois estes podem influenciar no resultado. Porém com os devidos cuidados € possivel
selecionar uma variedade de primers marcadores de RAPD com grande nimero de
locos e, consequentemente mais informativos, capazes de distinguir variagdes genéticos
populacionais, que podem refletir o comportamento reprodutivo de uma espécie e,
portanto, Uteis como marcadores de estruturacdo genética, uma alternativa mais barata e
rapida para levantamentos de diversidade genética e entendimento do comportamento
genético e evolutivo de espécies biologicamente pouco compreendidas, como é 0 caso
dos organismos de igarapés que apresentam sua dinamica populacional praticamente

desconhecida.
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