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APRESENTACAO

A Segunda Campanha do Programa de Investigacdo Genética da Ictiofauna realizou-se no
periodo de 30 de outubro a 08 de novembro/2015. As coletas em campo foram realizadas pela
equipe do Programa de Monitoramento de Ictiofauna da UHE Sao Manoel.

As atividades deste Programa foram desenvolvidas de maneira a complementar os trabalhos
realizados pela UHE Teles Pires, buscando atender os interesses comuns aos dois
empreendimentos. Desta forma, em se tratando da definigdo de espécies-alvo levaram-se em
consideragéo os estudos ja realizados no ambito do Programa de Investigacdo Genética da UHE
Teles Pires, conforme propde o PBA. Além disso, as préximas campanhas de Monitoramento da
Ictiofauna e do Programa de Telemetria e Marcagdo da Ictiofauna seréo decisivas em relagao a

escolha definitiva das espécies.

Em anexo, é apresentado sugestdo de alteracdo na metodologia quanto aos marcadores
moleculares a serem utilizados ao longo deste trabalho, adequando a viabilidade do estudo com
a viabilidade econdmica (informagdes detalhadas em anexo).

Entre as espécies estudadas apenas Cichla pinima (tucunaré) foi amostrada na segunda
campanha, ainda assim em numero baixo de exemplares. Espera-se que a proxima campanha
de amostragens de ictiofauna seja mais representativa em relagéo a esta.

Outras espécies de grande importancia para a pesca amadora e de subsisténcia indigenas serédo
amostradas e mantidas vivas na ultima campanha e serao levadas ao Banco de Germoplasma
de Peixes Amazdnicos da Embrapa Pesca e Aquicultura, visando & manutengdo da diversidade

genética de populagdes locais.
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1 INTRODUCAO

Segundo Purdom (1993), o estudo da genética de peixes € relevante, sobretudo no aspecto da
“reproducéo”, que pode ser considerado sob dois contextos: a produgdo, onde se promove o
cultivo de peixes com a aplicagdo de processos envolvendo a selegdo de matrizes, ou a
exploragéo pela pesca e a conservagéo, onde se avalia o impacto determinado por mudancas

no ambiente natural sobre as populacdes de peixe.

De modo geral, tais enfoques estdo relacionados, uma vez que a produgdo depende
indiretamente da conservacgé@o dos estoques naturais que, além de forneceram suporte para a
pesca profissional, garantem a variabilidade genética necesséria para a selegdo de matrizes de
reprodutores. Dessa maneira, a conservagao genética de estoques de peixes no seu ambiente
natural (in situ) ou através de outras estratégias de conservagdo (ex situ), é de fundamental
importancia para a manutengao de variabilidade genética e para o estabelecimento de planos de

manejo e exploragdo racional destes organismos.

O Brasil é o pais com a maior diversidade e riqueza de espécies. Estima-se que ocorra no Brasil
21% da ictiofauna descritos no mundo (Agostinho et al., 2005), onde s&o conhecidas
2.300 espécies de peixes dulciaquicolas e 1.298 espécies marinhas, entretanto, estimativas
desses valores s&o flexiveis, pois 0 conhecimento sobre a ictiofauna brasileira ainda é incompleto
(Machado et al., 2008). O rapido e continuo crescimento da populagdo humana tem fomentado
a demando pela produgéo de alimentos em todo o mundo, e o consumo de pescado é um dos
setores que mais se destaca atualmente (Araki e Schmid, 2010). Neste sentido, as popula¢des
de peixes selvagens se tornam cada vez mais explorada, assim como desenvolvimento de

empresas de aquicultura.

A redugdo da variabilidade genética é a resposta a expanséo das atividades humanas e da
industrializagéo, que incluem sobrepesca, construgéo de barragens, exploragdo de mineragéo e
praticas agricolas, fatores que vem contribuindo para um declinio de varias populagdes devido a
perda de habitat e as redugGes na qualidade da 4gua (O’Reilly e Kozfkay, 2014). A introducao
de espécies ndo-nativas e a perda do habitat sdo consideradas as duas maiores ameacas a
biodiversidade (Carvalho et al., 2009). As espécies nao-nativas séo introduzidos de forma
acidental através de escapes de piscicultura ou de forma intencional, visando o repovoamento
de represas, lagos e rios, mas esses peixes tornam-se invasores causando sérios impactos sobre

0 ambiente aquatico e para as populagdes selvagens, incluindo perda de variabilidade genética
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ou até extingdo da espécie nativa (Oliveira et al., 2006). Os recursos genéticos sao as unidades
funcionais da hereditariedade (genes e cromossomos), sendo assim a matéria prima para a
manutengdo da biodiversidade (variabilidade entre todos os organismos vivos). Os recursos

genéticos sao preservados através de dois tipos de conservagao:

e in situ, conservagdo das populac¢des viaveis em seu habitat natural, protegendo as areas
onde o organismo ocorre;

e ex situ, que é a manutengcao de organismos inteiros, sementes, ovos, sémen ou embrides
fora de seu habitat natural, feita em programas de reprodugdo em cativeiro ou bancos de

genes (Carolsfeld e Harvey, 1999).

Programas de conservacéo de recursos genéticos e a atividade de pisciculturas sao os principais
utilizadores do banco de sémen de peixe, uma vez que evita os problemas relacionados com a
endogamia e a assincronia reprodutiva entre os machos e fémeas (Ribeiro e Godinho, 2003). A
piscicultura vem despertando interesse, por ser uma maneira econémica de se produzir alimento
de alto valor nutritivo em curto espaco, e o Brasil apresenta potencial crescimento no setor, pois

possui vasta area d’agua e apresenta muitas espécies potenciais para cultivo.

Recentemente, varios grupos de pesquisa tém voltado sua atengéo para o uso de sequéncias
de DNA mitocondrial para elucidar problemas relativos a genética de populagdes e a sistematica.
Entre os marcadores mais comumente utilizados em estudos populacionais estdo os genes ATP
sintetase unidades 6 e 8. Nessa perspectiva, o estudo de genética de peixes para o
empreendimento hidrelétrico UHE Sao Manoel, tem por principal objetivo avaliar se ha diferencas
geneticas entre populagdes de espécies migradoras e ndo migradoras, nos trechos a montante

e jusante do eixo da futura barragem da UHE.
2 CONSERVACAO DE RECURSOS GENETICOS

De acordo com Alves et al. (2013), as principais fungbes dos BAGs sdo o manejo e
monitoramento de cole¢des formadas ex situ, para a conservagao e uso do potencial genético
(variabilidade) das populagdes selvagens. Em geral, essas cole¢des sdo mantidas através da
criopreservagéo de sémen (in vitro), em nitrogénio liquido, que representa uma alternativa para
a conservagao do material genético em cativeiro (in vivo) que possui alto custo de manutengao,

e permite a otimizagdo dos reprodutores e seus gametas, assim como fornecimento do sémen
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de boa qualidade para a fertilizagao, até mesmo em periodos menos favoraveis (Leite et al.,
2011).

A criopreservagéo € uma técnica que utiliza temperaturas extremamente baixas (-196° C), para
que a estrutura e funcionalidade da célula ndo sejam comprometidas, conservando-a
geneticamente vidvel e temporariamente inativa por longos periodos (Carneiro et al., 2012). O
sucesso da criopreservagdo depende da coleta do sémen, composicao dos diluentes a serem
utilizados, concentragéo dos crioprotetores (intracelulares e extracelulares) e os métodos de
congelamento, armazenamento e descongelamento (Varela Junior et al., 2012; Leite et al.,
2011).

De acordo com Alves et al. (2013), os BAGs podem ser utilizados em programas de
repovoamento, que séo frequentes em rios impactados e prejudicados pela agao antrdpica, tais
como a construgéo de usinas hidrelétricas e pesca predatodria, que podem levar a diminuigao dos
estoques naturais e até mesmo a extingédo de algumas populacdes ou espécies. Ainda de acordo
com Alves et al (2013), para a formagdo de BAGs devemos levar em consideragao alguns
aspectos: as espécies e estoques de peixes que serao cultivados na forma de bancos genéticos;
a escolha dos tipos de bancos (ex situ e/ou in vitro); a coleta apropriada das matrizes na natureza
para evitar a reducao do potencial genético; os cruzamentos direcionados para gerar prole vidvel

ndo endogamica; e estratégias de manutengéo e monitoramento de diversidade genética.

Nesse contexto, a variabilidade genética é fundamental para a formag¢éo de um BAG efetivo,
uma vez que a baixa variabilidade genética dos individuos aliados a cruzamentos aleatérios pode
levar ao aumento da consanguinidade ou endogamia do estoque. A depressdo por
consanguinidade resulta do fato de individuos biologicamente aparentados terem maior chance
de possuirem genes recessivos deletérios (Alves et al., 2013). A probabilidade de anomalias
morfol6gicas e fisioldgicas € maior em pais aparentados. Os processos de domesticagdo de
peixes em sistemas de producéo levam a perda natural de variabilidade genética dos estoques,
em especial no Brasil onde ha uma tendéncia dos plantéis de matrizes serem formados por

peixes que possuem alto grau de parentesco (Alves et al., 2013; Barroso et al., 2014).

Varios sdo os problemas relacionados a endogamia, que, em geral, resultam em baixa
capacidade reprodutiva, que s&o caracteristicas indesejaveis para programas de conservagao
de-recursos-genéticos-ex-situ-(criopreservagao).-Nesse-sentido,-a-alta-variabilidade-genética-é

essencial na formagdo de BAG utilizados para programas de conservacao, principalmente
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porque permite que os individuos tenham diferentes capacidades de suportar as variacdes e

pressdes impostas pelo ambiente (Alves et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

O Programa de Investigagdo Genética da Ictiofauna da UHE S&o Manoel tem como objetivo

geral:

¢ Avaliar a variabilidade genética de peixes migratorios e ndo migradores no rio Teles Pires,
nas Areas de Influéncia Direta e Indireta da UHE S&o Manoel, visando identificar a

ocorréncia de estruturag@o genética populacional a montante e jusante da UHE.
Objetivos especificos:

o Definir espécies alvo para o Programa, priorizando a escolha de espécies migratérias, ndo
migratérias, de interesse comercial, endémicas, ameagadas de extingdo ou de importancia
alimentar, em consonancia com o Programa de Telemetria e Marcacao da Ictiofauna;

e Receber e processar amostras de tecido das espécies alvo, as quais deverdo ser aportadas
principalmente do Programa de Monitoramento da Ictiofauna e do Programa Telemetria e
Marcacao da Ictiofauna;

e Analisar a estrutura genética e o padrdo espacial da variabilidade genética utilizando
técnicas de andlises estatisticas apropriadas, bem como a relagéo entre a similaridade
genética e as distancias geograficas e ambientais;

o Utilizar a avaliagdo da estrutura genética para estimar o fluxo génico entre subpopulagdes.

4 METODOLOGIA/ ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

A Segunda Campanha do Programa de Investigacdo Genética da Ictiofauna foi realizada no

periodo de 30 de outubro a 08 de novembro/2015. .

A definigao de espécie-alvo esta diretamente relacionada as agdes desta equipe e da equipe de
radiotelemetria, aliado aos estudos ja realizados na UHE Teles Pires, assim, tem o objetivo de
avaliar a captura das espécies-alvo, definir com base em abundancia e relacionar com as
espécies definidas para monitoramento de migragao por telemetria, uma vez que associar estas
informagdes sao de extrema importancia para a melhor compreenséo dos processos genético-
ecolégicos que podem estabelecer prévia estruturagéo populacional na area de influéncia da
UHE Sao Manoel.

Nesta segunda campanha, foram coletadas amostras de apenas dois. individuos de tucunaré
Cichla pinima (Figura 4-1). As duas amostras de tecidos (nadadeira) foram acondicionados em
tubos com alcool (Figura 4-2) de acordo protocolo de Hashimoto et al. (2012). Este material foi
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recebido no laboratério de Genética e Biotecnologia da Embrapa Palmas/TO (Anexo), em
seguida, foi catalogado recebendo o nimero de tombo (704, 705) e armazenado na colegao para

posterior inicio dos preparos para as andlises de genética populacional.

Figura 4-1: Exemplar de tucunaré Cichla pinima similar ao amostrado (Fonte
FishBase).

1.5 cm

——=d

amostra 13 amostra /

é .f
v |

Loy 7

/%
@é/ ’

Tamanho padrao
da amostra

Figura 4-2: Coleta de material genético de peixes para analise de DNA (Hashimoto et al
2012).

4.1 EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo do DNA foi seguido o procedimento descrito a baixo:

e Coletar tecido da nadadeira caudal (2cm) e colocar em tubos eppendorfs com alcool (92,8%)

e identificar a amostra com numero definitivo da cole¢do para armazenamento;

12
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e Cortar o tecido em pequenos pedagos e colocar em microtubo (1,5ml) para secar em estufa a
40°C por 5 minutos para eliminar o alcool,

e Adicionar 180ul de Genomic Digestion Buffer, em seguida adicionar 20pl de proteinase K, e
deixar em Banho-maria por 1h para que inicie o processo de rompimento celular;

o Centrifugar 3 minutos a 13.000 RPM e retirar o sobrenadante (200pl), em seguida adicionar
20ul Rnase e passar no vortéx 5 segundos, deixar por 2 minutos a temperatura ambiente;

¢ Adicionar 200l Genomic Lysis/Binding Buffer e em seguida adicionar 200ul de etanol 100%
gelado para precipitagdo do DNA, passar no vortéx 5 segundos para homogeneizar e transferir
600ul da solucéo para o tubo contendo a coluna magnética;

e Centrifugar 1 minuto a 13.000 RPM e descartar o liquido sobrenadante, em seguida adicionar
500ul de tampao Wash Buffer 1 para lavagem e purificagdo do DNA, e centrifugar 1 minuto
13.000 RPM, em seguida descartar tampao 1;

e Adicionar 500pl de tampao Wash Buffer 2 e centrifugar 3 minutos a 13.000 RPM, descartar
tampao 2 e centrifugar 30 segundos a 13.000 RPM, em seguida trocar o tubo e adicionar 50l
Elution Buffer para eluir o DNA e esperar 1 minuto a temperatura ambiente;

e Centrifugar 3 minutos a 13.000 RPM e armazenar no freezer.

4.2 TESTE DE QUALIDADE DO DNA

e O DNA extraido foi avaliado em gel de agarose 1% para identificar a qualidade do DNA, se
esta integro ou fragmentado, e a presenca de RNAs. A avaliacdo ocorreu em eletroforese
sendo posteriormente visualizado em transluminador de luz UV com captagéo automatica de
imagem. Procedimento:

e A preparagdo do gel consiste em pesar 0,4g de agarose e adicionar 40ml| de tampé&o (TAE)
1X, em seguida aquecer no microondas até a homogeneizacao e esperar esfriar por 1minuto;

e Selar as laterais do suporte da cuba com fita crepe, em segida colocar a mistura de gel no
suporte sem formar bolhas e adicionar 2ul de corante de DNA Syber Safe;

¢ Inserir o pente de aplicagdo de amostras no gel e esperar o gel solidificar para em seguida
colocar o gel na cuba de eletroforese e adicionar tampéao (TAE) 1X até a superficie.

e Descongelar as amostras de DNA e em seguida dar “spin” (centrifugar 30 segundos);

¢ Pipetar aliquota de 3ul da amostra de DNA e homogeneizar com 1ul de tampao de corrida

BlueJuice Loading Buffer, em seguida aplicar as amostras nos pogos do gel e reservar um
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poco para o padrao de corrida (Ladder 1Kb);

e Ajustar a voltagem conforme o tempo de corrida desejado, em média 120V por 20 min, apés
a eletroforese, retirar o gel da cuba e colocar no translumindaor de luz UV para visualizar as
bandas de DNA e avaliar a qualidade;

e Registrar e salvar os resultados.

5 RESULTADOS PARCIAIS

No presente relatério, a extragdo do DNA das amostras recebidas foi feita utilizando-se kit
comercial, o protocolo da extragado deste kit pode ser sintetizado da seguinte forma: lise do tecido
com Genomic Digestion; digestdo das proteinas com Proteinase K; lise das células com Genomic
Lysis; degradagdo do RNA com RNase; lavagem e purificagdo do DNA com o PureLink Genomic
Wash Buffers 1 e 2; e hidratagdo do DNA com PureLink Genomic Elution Buffer.

O produto da extracdo de DNA é submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
1,5 pl de Syber Safe diluido conforme recomendagdes do fabricante, e visualizado no
transiluminador de luz ultravioleta, para serem avaliadas e estimadas a qualidade e a quantidade

do DNA resultante da extragéo (Figura 4-3).

Os resultados obtidos permitem observar que a qualidade de DNA total extraido pelos kits
comerciais esta alta, ou seja, 0 DNA extraido se apresenta integro e com peso molecular elevado
possibilitando a obtengao de amplicons (produtos de PCR) de excelente qualidade nas reacdes

de PCR dos microssatélites ou genes mitocondriais.

14
UHE SAO MANOEL



\(,? Sdo Manoel

& BIOLEX

CONBULTORIA AMEIENTAL

UHE Sao Manoel no rio Teles Pires
[Programa 21]

Figura 4-3: Gel de eletroforese de extracdo de DNA de tucunaré Cichla pinima.
6 CONSIDERACOES FINAIS

» Nesta Segunda Campanha, amostras de tecido relativas ao Programa de Investigacdo
Genética da Ictiofauna da UHE S&ao Manoel foram recebidas, acondicionadas e tombadas no
Banco de DNA. Estas amostras estao depositadas com os nimeros de acesso 704 e 705 no
Laboratorio de Recursos Genéticos da EMBRAPA/Tocantins.

e Dentre as espécies estudadas apenas Cichla pinima (tucunaré) foi amostrada, ainda assim
em numero baixo de exemplares. As andlises genéticas de Cichla pinima foram iniciadas com
a extragcao de DNA e checagem de qualidade do material genético extraido. Os resultados
foram positivos, a extragao de DNA foi realizada utilizando kits comerciais e o0 DNA resultante
possui alta qualidade, sem arrastos ou fragmentos de pequenos tamanhos, indicando que o
processo de coleta e acondicionamento em campo foi realizado de forma adequada. A
qualidade do DNA € fundamental para que os procedimentos de genotipagem sejam
realizados satisfatoriamente. Estas andlises devem ser iniciadas em conjunto com as demais
amostras que serdo entregues apds a terceira campanha.

e A proxima campanha de amostragens de ictiofauna a ser realizada pela equipe de

= T — e p—
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monitoramento da ictiofauna e de radiotelemetria sera fundamental para definicdo definitiva
das espécies a serem avaliadas geneticamente, com representantes de espécies migradoras
e nao migradoras.

e Outras espécies de grande importancia para a pesca amadora e de subsisténcia indigenas
serdao amostradas e mantidas vivas na Ultima campanha e serdo levadas ao Banco de
Germoplasma de Peixes Amazdnicos da Embrapa Pesca e Aquicultura visando & manutengéo
da diversidade genética de populagdes locais.

e Vale ressaltar que conforme previsto no PBA, deverdo ser envidados esforgos para a
execucdo integrada desse Programa com os demais no ambito da UHE Sio Manoel. Além
disso, a metodologia desse Programa podera ser flexibilizada para a adequagao a execugdo

conjunta com os demais empreendimentos hidrelétricos previstos para o rio Teles Pires.
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Em'zna

Pesca e Aquicultura

Palmas, 18 de fevereiro de 2016

Declaracao de Recebimento e tombament: terial biol6gi

Yenho por meio desta, informar que recebemos no Laboratério de Genética e
Biotecnologia duas amostras de tucunaré Cichia pinima (Pisces: Cichlidag) proveniente do
PROJETO BASICO AMBIENTAL UHE SAO MANOEL como parte do PROGRAMA DE
INVESTIGACAO GENETICA DA ICTIOFAUNA. As amostras foram recebidas e tombadas
&em sistema de controle e gestdo de material bioldgico do laboratdrio recebendo numero

espacifico de controle e foram armazenadas na colecéo do referido laboratdrio,

Cordialmente,

Ly
o
g

e

F—

Dr. Anderson Luis Alves
CPF: 0210228438-05
Pesguisador
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1 PROPOSTA DE ADEQUAGCAO DO PROGRAMA DE INVESTIGACAO GENETICA

1.1 JUSTIFICATIVA

A metodologia sugerida pelo PBA Sao Manoel para as andlises genéticas populacionais dos
peixes envolve a utilizagdo de marcadores microssatélites. No entanto, diversas espécies nao
possuem marcadores microssatélites descritos e a sugestdo do PBA/IBAMA seria de
desenvolver e validar estes marcadores no presente estudo, assim como o uso de
sequenciamento de nova geragdo (NGS - Next generation sequence). Porém, essa sugestdo &
inviavel devido ao alto custo de desenvolvimento de marcadores e também em rela¢éo ao tempo
necessario para desenvolvimento e validagdo dos marcadores, além do que, para validagao sao
necessarias ao menos 5 populagdes distintas geograficamente com alta variabilidade genética

para efetivamente identificar polimorfismos no marcador.

1.2 SUGESTOES DE ALTERACOES PARA O DESENVOLVIMENTO METODOLOGICO DO
PROJETO BASICO AMBIENTAL DA UHE SAO MANOEL

Sugerimos entdo que, para aquelas espécies que tenham marcadores microssatélites
disponiveis estes serdo realizados, porém, as espécies que n&do possuam marcadores
disponiveis o trabalho serd conduzida com outro marcador. Nesse sentido, definimos o uso de
genes do genoma mitocondrial, que sdo amplamente utilizados em diversos espécies animais e
em peixes, o ATPase 6 e 8 (ATP sintetase porgédo 6 e 8), que apresentam taxas de evolugéao
mais lentas, em torno de 1.3% de divergéncia por milhdo de ano. O gene ATPase 6/8 sera
utilizado nas analises populacionais de forma completa, com 842pb, e por ser um gene funcional
ndo ha a presenga de indels, reduzindo a chance de mutacGes falsas. Ou seja, a analise
populacional com o gene ATPase é mais robusta do que a regido controle do DNA mitocondrial
(sugerido pelo IBAMA em outros propostas similares) por possuir taxa de evolugdo menor e
adequada a estudos populacionais, por ter gene completo analisado e néo apenas uma regiao
parcial aumentando assim a possibilidade de observagéo de mutagdes (caracteres), e finalmente
o ATPase 6/8 possibilita identificar eventos populacionais histéricos ou a identificagdo de

espécies cripticas, onde o D-loop ndo teria acuracia suficiente.
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2 PLANO DE TRABALHO

Seréo coletadas amostras de nadadeiras e/ou musculo, que serdo armazenados em microtubos
de 2,0 ml contendo alcool absoluto, e posteriormente mantidos congelados em freezer a -20°C,

até o momento da extragéo do DNA.

Apés a identificacdo taxondmica e retirada de tecido para analise genética, vouchers
representativos dos tipos populacionais serdo depositados em cole¢gdo de museu. Assim como

as nadadeiras e DNA serdo catalogadas e mantidas registradas em colecao de material genético.

Os animais das espécies indicadas para composicdo do BAG terdo o DNA analisado com
objetivo de identificar o grau de parentesco visdo recomposicoes de ictiofauna no futuro na area

de abrangéncia da UHE Sao Manoel.
3 METODOLOGIA/ ATIVIDADES A SEREM DESENVOLVIDAS

3.1 EXTRACAO DE DNA

¢ Coletar tecido da nadadeira caudal (2cm) e colocar em tubos eppendorfs com alcool (92,8%)
e identificar a amostra com numero definitivo da colegcéao para armazenamento;

¢ Cortar o tecido em pequenos pedagos e colocar em microtubo (1,5ml) para secar em estufa a
40°C por 5 minutos para eliminar o alcool;

e Adicionar 180ul de Genomic Digestion Buffer, em seguida adicionar 20pl de proteinase K, e
deixar em Banho-maria por 1h para que inicie o processo de rompimento celular;

e Centrifugar 3 minutos a 13.000 RPM e retirar o sobrenadante (200ul), em seguida adicionar
20ul Rnase e passar no vortéx 5 segundos, deixar por 2 minutos a temperatura ambiente;

e Adicionar 200ul Genomic Lysis/Binding Buffer e em seguida adicionar 200ul de etanol 100%
gelado para precipitagao do DNA, passar no vortéx 5 segundos para homogeneizar e transferir
600ul da solugéo para o tubo contendo a coluna magneética;

e Centrifugar 1 minuto a 13.000 RPM e descartar o liquido sobrenadante, em seguida adicionar
500ul de tampao Wash Buffer 1 para lavagem e purificacdo do DNA, e centrifugar 1 minuto
13.000 RPM, em seguida descartar tampao 1;

¢ Adicionar 500ul de tampao Wash Buffer 2 e centrifugar 3 minutos a 13.000 RPM, descartar
tampao 2 e centrifugar 30 segundos a 13.000 RPM, em seguida trocar o tubo e adicionar 50l
Elution Buffer para eluir o DNA e esperar 1 minuto a temperatura ambiente;
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e Centrifugar 3 minutos a 13.000 RPM e armazenar no freezer.
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3.2 TESTE DE QUALIDADE DO DNA

O DNA extraido serd avaliado em gel de agarose 1% para identificar a qualidade do DNA, se
esta integro ou fragmentado, e a presenca de RNAs. A avaliagio ocorre em eletroforese sendo

posteriormente visualizado em transluminador de luz UV com captagéo automatica de imagem.

e A preparagdo do gel consiste em pesar 0,4g de agarose e adicionar 40ml de tamp&o (TAE)
1X, em seguida aquecer no microondas até a homogeneizagéo e esperar esfriar por 1minuto;

e Selar as laterais do suporte da cuba com fita crepe, em seguida colocar a mistura de gel no
suporte sem formar bolhas e adicionar 2ul de corante de DNA Syber Safe;

e Inserir o pente de aplicagdo de amostras no gel e esperar o gel solidificar para em seguida
colocar o gel na cuba de eletroforese e adicionar tampéao (TAE) 1X até a superficie.

¢ Descongelar as amostras de DNA e em seguida dar “spin” (centrifugar 30 segundos);

e Pipetar aliquota de 3ul da amostra de DNA e homogeneizar com 1ul de tampao de corrida
Blueduice Loading Buffer, em seguida aplicar as amostras nos pocos do gel e reservar um
pogo para o padrao de corrida (Ladder 1Kb);

e Ajustar a voltagem conforme o tempo de corrida desejado, em média 120V por 20 min, apds
a eletroforese, retirar o gel da cuba e colocar no translumindaor de luz UV para visualizar as
bandas de DNA e avaliar a qualidade;

e Registrar e salvar os resultados.
3.3 AMPLIFICACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES POR PCR

Os DNAs das amostras que obtiverem qualidade na extragé@o serdo submetidos a amplificagéo
de marcadores moleculares do tipo microssatélites via reagdo de polimerase em cadeia (PCR).
Seréao utilizados locus de microssatélites descritos como polimérficos para populagdes naturais
ja validados no laboratério em outros projetos.

A reacdo de PCR sera realizada em volumes de 13,5 pl contendo: 1,0ul de DNA; 0,5ul primer
Forward; 0,5ul primer Reverse; 11,5ul de MIX (10 mM Tris—HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCI2, 0,125 mM de dNTPs e 1 U de Tag DNA polimerase). Para a amplificacdo dos seis
microssatélites sera utilizado o mesmo programa de PCR: Um ciclo de 95°C por 5 min; 6 ciclos
a.94°C por.-1-min, 60°C por 30_segundos e 72°C por 1min; seguidos de 25 ciclos a 94°C por 1
min, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 min; e uma extensao final a 72°C por 30 min. Em
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seguida o produto de PCR sera visualizagao e avaliado em gel de agarose a 1% para confirmar

a amplificagdo e tamanho dos fragmentos.

3.4 GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITE

A genotipagem de polimorfismos dos microssatélites é realizada em gel de poliacrilamida para

identificar a separagéo dos fragmentos amplificados com maior resolugdo. Os procedimentos sdo

0s seguintes:

Lavar as placas e pentes com agua, detergente e alcool 70%, e secar as placas em
temperatura ambiente, em seguida unir uma placa com fenda junto a placa plana com
espagador soldado e colocar no suporte de placas com a fenda voltada para o interior.
Alinhar as placas com as barras de presséo e Apertar os pinos levemente dos superiores para
os inferiores, em seguida enroscar completamente os pinos do centro, superior € por ultimo
inferior, certificando que as placas estdo completamente alinhadas, para que o gel ndo vaze;
em seguida encaixar o suporte na base de montagem sobre a almofada de silicone e encaixar
0s pinos da base no suporte e cuidadosamente gira-los 180 graus em direcdes opostas;

Em seguida prerar o gel de acrilamida adicionando 7ml de TBE 10X, 28ml de Acrilamida a
30%, e 700ul de APS 10%, 38ml de agua destilada e 20ul de TEMED;

Injetar a solucdo nas placas com seringa de 20ml, evitando a formagao de bolhas e colocar
0s pentes, em seguida aguardar a polimerizagdo por 20 minutos e remover 0s pentes
cuidadosamente.

preparo das amostras para genotipagem deve seguir os seguintes procedimentos: pipetar
10pl do produto de PCR, misturar com 4l de Loading solution (Sacarose + Cianol), e adicionar
6ul da mistura nos pocos. Adiciona 4ul de 10pb e 25pb de Ladder a 45 ng/uL e ajustar a
condigbes de migragédo, 500V a 90mA (microamperes);

A coloragao do gel deve ser realizada com o corante Sybr Safe diretamente no prepararo do
gel sendo 200ml de TBE 1X contendo 10l de corante Sybr Safe; em seguida corar por 20
minutos e analisar o gel de acrilamida sob radiagéo ultravioleta (Transiluminador).

Capturar a imagem e registrar/salvar os resultados.
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3.5 ANALISE DE SEQUENCIAS

Os genes ATPase 6/8 serdo completamente sequenciados perfazendo 842pb. As reacbes de
PCR do gene ATPase 6/8 foram efetuadas em um termociclador (BioRad) utilizando-se 12,5 pl
de uma solugéo contendo 8,50 ul de agua ultrapura (milli-Q), 0,4 ul de dNTP (2 mM), 1,25 pl de
tampé&o 10X, 0,3 pl de cada primer (10 uM), 0,7 yl de MgCl: (50 mM), 0,05 ul de DNA polimerase
(5 unidades) e 1,0 ul de DNA molde.

As condigdes de amplificagdo consistem em um passo inicial de desnaturagdo a 95°C por 2
minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 54°C
por 30 segundos e extensao a 72°C por 1 minuto, seguido de um passo final de extensdo a 72°C

por 10 minutos.

Os segmentos de DNA amplificados nas reagdes de PCR seréo visualizados em gel de agarose
1%. Para as andlises de sequencias, 0 DNA amplificado sera purificado pelo tratamento com a
enzima EXOSAP. O DNA purificado sera sequenciado com o kit DYEnamic ET terminator reagent
premix para MEGABACE (Amersham Biociences). O DNA sera sequenciado num sequenciador
automatico de DNA modelo MEGABACE 1000 (GE HealthCare™), na empresa MacroGen na
Coréia.

4 ANALISE DE DADOS

Analises de microssatélites

Os alelos amplificados serao comparados com aqueles previamente caracterizados na literatura.
A amplitude alélica sera caracterizada de acordo com o tamanho e o numero de alelos das
amostras. Sera calculado o numero médio de alelos por locus o nimero de homozigotos e de

2Npp+Npq

heterozigotos. A frequéncia alélica sera calculada por p = N

onde N,, € o niimero de

homozigotos e N, , corresponde ao numero de heterozigotos, onde q pode ser qualquer outro

. , N° Heteroz. .
alelo. A heterozigosidade observada sera calculada por H, = ———— onde N é o numero total

de amostras. A Heterozigosidade segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg sera calculada por

0= 'n%i (1=3XK,p?), onde n é o nimero de copias génicas.

Apods as andlises de frequéncias alélicas sera estimado a endogamia individual e de grupos
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(populagdes ou estoques), com os dados serd possivel obter uma matriz de relacionamento entre

todos os animais genotipados identificando os cruzamentos possiveis (n&o endogamicos).

Anadlise de sequénicas

As sequéncias de mtDNA para os genes ATPase 6/8 serdo alinhadas usando o programa BioEdit
v. 7.1.9. No programa PAUP* v. 4.0b10 (Swofford, 2002) serdo realizadas as analises de
composigéo nucleotidica, examinada por variagdes de bases para todas as posigoes, e o teste
de homogeneidade de freqiiéncia de bases. As andlises filogenéticas para reconstruir as arvores
de relagdo entre as populagdes serdo conduzidas pelo softwear Paup 4.0 (Swofford, 2002)
usando o método de distancia genética de Neighbour-Joining (NJ). As filogenias obtidas serao
testadas utilizando o método de bootstrap com 1000 réplicas (Felsenstein, 1985).

A andlise de estrutura populacional sera realizada com o auxilio do programa ARLEQUIN ver.
2.0 (Excoffier et al., 2000) e expressada como diversidade de haplétipos (h) e diversidade
nucleotidica (). Para gerar estimativas da varidncia genética (AMOVA) entre as diferentes
populacdes foram calculados a distancia e os valores 6r, que fornecem informagdes a
estruturacao populacional, bem como estimar os padrées geograficos de subdivisao populacional
(Excoffier et al., 2000). Como grupo externo para as analises genéticas seréo usadas sequéncias

obtidas no Genbank.

Dr. Anderson Luis Alves

Doutor em Genética e pesquisador da Embrapa
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