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RESUMO

No intuito de avaliar a distribuicdo da variabilidade genética existente nas populacfes
das especies de Pyrrhulina sp. (Characiformes: Lebiasinidae), grupo de organismos de
pequeno porte e ampla distribuicdo entre ambientes relacionados aos igarapés, optou-se
por utilizar marcadores tipo RAPD, pois sdo marcadores arbitrarios, polimdrficos,
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, possibilitando anlises
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 igarapés, servindo na elucidacdo da
dindmica e comportamento biolégico de espécies associados as condi¢Bes inerentes
destes ambientes. Com o intuito de caracterizar a variabilidade genética dessas espécies
foram realizadas coletas (com N=10-15) nos igarapés de 1°, 2° e 3° ordens das espécies
de Pyrrhulina sp., através de instrumentos de coleta ativa e passiva na Reserva Adolpho
Ducke/INPA-Manaus-AM e identificados morfologicamente. Posteriormente, houve a
extracdo, purificacdo e quantificacdo dos DNA para andlise laboratorial, que se deu pelo
teste de otimizacdo e selecdo de primers/loci para realizacdo do marcador RAPD. Uma
vez obtido a padronizagdo, os loci selecionados, seriam utilizados nas analises
genético/populacionais. Foram coletadas 361 amostras, sendo 27 espécies diferentes,
sendo 88 espécies de Pyrrhulina brevis apenas, ndao encontrando Pyrrhulina laeta,
mesmo existindo relatos de sua ocorréncia na regido amostrada. Os individuos da
espécie Pyrrhulinas brevis, coletados ocorreu principalmente em igarapés de 1° ordem
com 70 individuos. Dos trés primers testados o Unico que apresentou caracteristicas
adequadas como marcador de RAPD foi o OPKO04, porém este estava contaminado, em
relacdo ao controle negativo. Em certos casos, para se trabalhar em andlises
genético/moleculares sdo necessarios testes de padronizacdo do marcador molecular
selacionado, para a obtencdo de uma ferramenta analitica confiavel em relacdo aos
resultados almejados.

Palavras-chave: Genética de populac@es; Pyrrhulina sp; lIgarapés; 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 as 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 = 10-15) 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 88 specimens were exclusively Pyrrhulina brevis, not
having any Pyrrhulina laeta, even though are reports of its occurrence in the surveyed
area. Individuals of Pyrrhulina brevis were collected mainly in streams of 1st order,
representing 70 individuals. Of the three tested primers, the only one that showed
appropriate characteristics as RAPD marker was OPKO04, however this was
contaminated, revealed by the negative control. 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
igarapes é a principal responsavel pela formacdo dos grandes rios amazobnicos e
configuram a maior e mais densa rede hidrica do mundo (JUNK, 1983; WALKER,
1991).

De maneira geral, os igarapés podem ser classificados com base na estrutura e
contribuicao de cursos d’agua, de maneira que a uniao de dois igarapés de 1* ordem, isto
é, que ndo tem contribuicdo 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).

Suas aguas acidas sdo consequéncia da decomposicdo de folhas no solo das
florestas, que resultam na producdo de acidos humico e fulvico que sdo transportados
aos cursos d’agua por chuvas locais (JUNK & FURCH, 1985, WALKER, 1991,
MENDONCA et al., 2007).

Além de &cidas, a agua dos igarapes de terra-firme geralmente sdo bem
oxigenadas, com baixa condutividade e temperatura relativamente estavel, néo
apresentando variagdes significativas de profundidade, largura, velocidade e vazéo ao
longo do ano (ESPIRITO-SANTO et al., 2009) e apesar de considerados ambientes
relativamente pobres em diversidade bioldgica, 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 rigueza, abundancia, diversidade e aumento de espécies de peixes, observadas
nestes locais, estdo muito relacionadas as caracteristicas ambientais que compdem cada
igarapé (ZUANON, 2010). J& as caracteristicas fisico-quimicas dos igarapés estdo
intimamente relacionadas a0 meio que o0s circundam e isso acaba estruturando a
comunidade e populagbes de organismos habitantes (BUSSING & LOPEZ, 1977;
ANGERMEIER & KARR, 1984).

Ao longo das ordens, que compde cada igarapé, as caracteristicas de
produtividade ambiental que circundam as diferentes ordens influenciam a riqueza e

distribuicdo 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 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 polens, flores, frutas, folhas e
artropodes (WALKER, 1991; SANTOS & FERREIRA, 1999). Com a contribuicdo de
outros riachos (0 que caracteriza igarapes de 2 2 e 32 ordens) e consequente aumento do
volume de &gua, distancia entre as margens, 0 que acarreta na abertura no dossel, ha um
aumento na producdo primaria, possibilitando a criacdo e ocupacdo de diferentes nichos
(VANNOTE et al., 1980).

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 depressoes
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-se subsidiar uma diversa colecdo de espécies de peixes que buscam alimento,
abrigo e local de procriacdo (PAZIN et al., 2006).

Uma das principais causas da ictiofauna em pequenos riachos, além da
alimentacdo generalista, é que estes estdo distribuidos em areas submetidas a diferentes
condigBes geoldgicas, hidrolégicas e ambientais, criando uma grande variedade de
microhabitats (JACKSON, PERES-NETO & OLDEN, 2001; MEYER et al., 2007).

Desta forma verifica-se que os igarapes sao 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, bercério 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 estogues 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 s&o restritas a esses habitas o



que configura uma estruturacdo de comunidade ecoldgica Unica e diferenciada de outros
cursos de &gua, fazendo com que estas comunidades possam, também, ser utilizadas
como bioindicadoras de filtro ambiental.

Contudo, por serem pequenos e numerosos estes ambientes ainda sao
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 como as pogas e cursos de rios e igarapeés, o
que permite avaliar a estrutura populacional, a capacidade de locomocao e transposi¢do
de supostas barreiras biologicas de espécies de peixe com pequeno porte, que € 0
bidtipo da maioria das espécies de peixes de igarapés e que facilmente podem ser
influenciadas pela estrutura a composi¢do ambiental.

Desta forma, pretendeu-se através de marcadores moleculares de RAPD analisar
e comparar a variabilidade genética e estrutura populacional das espécies de peixes de
distribuicdo ampla do género de Pyrrhulina sp entre os ambientes de igarapés
localizados na Reserva Florestal Adolpho Ducke/Manaus/AM, utilizando como modelo
na elucidacdo sobre habitos e capacidades biologicas dessa espécies de igarapés, uma
vez que este género apresenta pequeno porte e ampla distribuicdo entre habitats
distintos.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ICTIOFAUNA DOS IGARAPES DA AMAZONIA

A bacia amazonica apresenta a maior biodiversidade de espécies de peixes
continentais existentes, representando 85% de toda biodiversidade de &gua doce no
continente (FALABELLA, 1994).

Além de seus grandes rios e lagos, a bacia amazénica & constituida por
incontaveis canais de agua 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 d'agua (conhecidos como igarapés), que
drenam as &reas de floresta, constituindo a maior e mais densa rede hidrica do mundo
(JUNK, 1983; WALKER, 1991; SANTOS E FERREIRA, 1999).
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Os igarapés, denominacgdo regional dada aos riachos amazo6nicos, sdo cursos
d’4gua de pequeno porte, caracterizados pelo leito delimitado, correnteza relativamente
acentuada e baixa temperatura da dgua. Sua por¢cdo média e superior é quase totalmente
encobertas pelo dossel da floresta riparia e seu leito tipicamente contém actmulo de
troncos e galhos caidos. Possuem aguas cristalinas, acidas e com temperatura baixa e
pouco varidvel ao longo do ano (GOULDING et al., 1988).

Os igarapés possuem como uma das caracteristicas fisicas a subida do nivel da
agua devido as fortes chuvas em suas bacias de drenagem. Desta forma, o nivel da dgua
alcanca ou até mesmo ultrapassa os limites das margens, disponibilizando a sua fauna
novos recursos alimentares, favorecendo populagdes de peixes em grande escala.

Em decorréncia da reducéo da luz incidente produzido pela sombra das espécies
florestais e a correnteza relativamente acentuada, os igarapés sao sistemas aquaticos
com baixa produtividade bioldgica e bastante dependente da floresta. Esta atua como
fonte de recursos alimentares para o sistema Iético, 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).

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 aquéaticos
disponiveis nos igarapés, desde as aguas abertas dos canais, até 0S pequenos espagos
entre as folhas mortas da floresta que se depositam no fundo. De forma geral, a
caracteristica ecologica 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 espécies 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 0s igarapés
(CASTRO, 1999). Ainda estudos realizados em igarapés tém mostrado que ha uma alta
riqueza de pequenos peixes 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).
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Todas estas observacgdes indicam que a biodiversidade da ictiofauna amazonica
ainda estd pouco compreendida e significantemente subestimada. Isso é marcante nas
areas de igarapés. O conhecimento acerca da diversidade biologica é o ponto de partida
para todos os estudos béasicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida e 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, de estrutura 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 varios
organismos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; SOLE-CAVA, 2001). Devido a
sua grande aplicabilidade, desenvolveram-se dezenas de estratégias de marcagdo
molecular, inclusive no estudo de organismos aquéaticos, permitindo um maior
delineamento das pesquisas desenvolvidas com tipo de grupo (MEYER, 1993).

A utilizacdo de marcadores moleculares em peixes vem sendo realizada com 0s
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 morfoldgica (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. No entanto, esse marcador molecular, baseado na PCR, exige
iniciadores (primers) especificos para o estudo de uma dada espécie, sendo necessario
do conhecimento gendmico prévio do organismo alvo, 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).
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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 — Amplificagdo Randémica de DNA polimdrfico),
uma vez que os primers de RAPD sdo generalistas e arbitrarios, o que ndo demanda o
conhecimento prévio do conjunto genémico, fazendo que estes iniciadores arbitrarios se
anelem aleatoriamente em diversas regides 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. 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.

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 (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).

O principio da técnica € muito 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 ligacdo dos primers devem
estar separados por no maximo 3 a 4 mil pares de bases, uma vez que a DNA
polimerase ndo é capaz de percorrer segmentos maiores nas condigdes normalmente
usadas durante a amplificacdo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; FRITSCH &
RIESEBERG, 1996).

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).
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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
genéticos populacionais, com destaque 0 RAPD; (4) a variacdo de nichos e estruturas
que compBGem os igarapes, que podem alterar a estrutura e 0 comportamento
populacional das espécies; (5) a ampla distribuicdo entre habitats distintos e
relacionados aos igarapés das espécies do género Pyrrhulina, presente tanto nos
igarapés quanto em pocas, esta Ultima utilizada como bercarios por vérias espécies, 0
presente projeto propds um estudo genético populacional das espécies deste género nos
igarapes da reserva Adolpho Ducke/Manaus/AM/PPBIio-INPA, utilizando este grupo de
peixe como modelo representativo para 0s 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
informacBes importantes para a compreensdo, manejo e manutencao da biodiversidade
tanto em Coari- AM, quanto em outros lugares com estruturas ambientais de igarapés
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 érea
CapMedSol - ISB/UFAM.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar estudos referentes a variabilidade e a estrutura genética de populacgdes
das espécies de peixe do género Pyrrhulyna sp, dos diferentes ambientes associados aos
igarapés da Reserva Experimental Adolpho/Ducke/Manaus, AM, por meio do marcador
molecular polimdrfico de RAPD, visando comparar os padrfes de distribui¢cdo genético
populacional entre os diferentes locais e ambientes amostrados dentro de cada espécie,
utilizando este grupo como modelo para estudar os padrdes de estruturacdo genetica

populacional da ictiofauna de igarapés e ambientes relacionados.

3.2 ESPECIFICOS

e Amostrar, por meio de coletas, as espécies (Pyrrhulyna sp.) representantes do
género e existentes nos igarapés da Reserva Adolpho Ducke;

e Identificar morfologicamente os individuos coletados, com auxilio de chaves de
identificacdo, para confirmacdo das espécies de Pyrrhulyna sp;

e Testar marcadores distintos (primers) para uma melhor analise molecular através
de RAPD.

e Obter os dados moleculares do marcador de RAPD, no Laboratdrio de Biologia
Molecular - UFAM/Coari dos individuos ja coletados e identificados de
Pyrrhulina sp.

e Avaliar a relagdo genética de individuos da espécie Pyrrhulina sp em diferentes
pogas e ao igarapé adjacente a elas;

e Avaliar a relagdo genética de individuos da espécie Pyrrhulina sp encontradas
ao longo de diferentes ordens e de um mesmo curso d’agua e entre ambientes de
amostragem distintos;

e Confeccionar relatério.
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4. METODOLOGIA

4.1 ORGANISMO MODELO

O género Pyrrhulina (Characiformes: Lebiasinidae) é representado na Reserva
Adolpho Ducke por duas espécies: Pyrrhulina brevis e Pyrrhulina laeta, sendo P.
brevis a segunda espécie mais abundante em estudos de variagdes sazonal, sendo
encontrada tanto em pogas quanto nos cursos d’agua (ESPIRITO-SANTO, 2009). A
especies de Pyrrhulina, possui pequeno porte corpdreo (comprimento maximo = 7,0
cm), e dieta relativamente generalista, sendo frequentemente encontrados em remansos
e nas proximidades das margens, onde ha uma reducdo consideravel da correnteza e
ocorre 0 acumulo de folhico e gravetos no substrato, ocupando quase que
exclusivamente a lamina superficial da agua utilizando o oxigénio ai presente e

utilizando alimentos tanto de origem autédctone quanto aléctone (CARDOSO, 2005).

4.2 AREA 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 plato 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 da acesso a 38 pontos
permanentes de amostragem em igarapés e pocas associadas, para amostragem de
organismos aquaticos. Quase todos os igarapés da Reserva Ducke nascem dentro da
area protegida, sendo que alguns correm em direcdo ao rio Amazonas e outros em
direcdo ao rio Negro (ZUANON, 2010).
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Figura 1: Area da reserva Adolpho Ducke

Reserva
Florestal
Adolpho

Fonte: Livro Reserva Ducke, 2008.

As principais microbacias de igarapés da reserva sdo denominadas: Barro
Branco, Acara e Bolivia (compondo a porcdo Oeste) Tinga, Uberé e Ipiranga, na area
Leste (MENDONCA, 2002). Sendo esses riachos alvos das coletas realizadas na
Reserva Florestal Adolpho Ducke entre 0 més de Outubro de 2013 (nos periodos de
12/10 a 14/10 e 19/10 a 21/10 de 2013).

4.3 METODO DA COLETA

As coletas das amostras foram desenvolvidas, seguindo a metodologia proposta
por Mendonga e Zuanon (2007), com algumas modificacgoes.

As extremidades de um transecto de 50 metros dos igarapés foram bloqueadas
com redes de malha fina para coleta de individuos das espécies de Pyrrhulina. Para isso,
se utilizou instrumentos (Figura 2) de coleta passiva e ativa como armadilhas, pugas,
peneiras e rede de arrasto para a captura de individuos nos igarapés de primeira,
segunda e terceira ordens e pocas associadas, buscando o N amostral médio de 10 a 15

individuos, por ponto, que também foram georeferenciados.
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Figura 2: Instrumentos utilizados nas coletas. (A) Rede de malha fina; (B) Peneira; (C) Puca.

Fonte: Carmo, 2013.

Ap0s a coleta das amostras, estas foram colocados em sacos plésticos com alcool
90% e identificados por sua respectiva localidade. Posteriormente foram retiradas
fotografias das amostras com etiquetas de acordo com sua localidade coletadas e
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 1,5 mL contendo alcool 95% e o0s
individuos de menor porte que ndo possibilitaram a retirada de tecido, foram
armazenados diretamente em microtubos de 2 mL e postos em freezer — 10 a - 80°C.

A identificagdo taxonOmica das amostras coletadas foi realizada com uso de
chaves dicotdmicas, com especialistas da area, sendo comparados com exemplares

depositados em museus e colecdes cientificas.
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4.4 METODOLOGIA LABORATORIAL

As atividades laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Genética
Molecular — ISB/Coari/AM. Sendo que o procedimento para obtencdo do DNA total dos
tecidos acondicionados em alcool 90% foi feita seguindo o protocolo de extracdo por
Fenol-Cloroférmio conforme estabelecido por Sambrook e colaboradores (1989), com
modifica¢bes, no qual 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 0 DNA isolado e purificado, sendo estes
quantificados posteriormente.

Ap0s a extracdo do material genético, realizou-se a reacdo de PCR (Polymerase
Chain Reaction — Reagdo em Cadeia da Polimerase). Num primeiro momento foram
feitos testes de amplificacdo para marcadores de locos de RAPD utilizados kits de
primers distintos, visando a reprodutibilidade, qualidade e polimorfismo. Apos a
escolha de primers e a execucdo da PCR, os produtos da amplificacdo da mesma foram
aplicados em agarose 1% misturados a um intercalante de DNA e corante para
visualizacdo da corrida eletroforética (Gel Red - Biotum e azul de bromofenol,
respectivamente) (Figura 3). Em cada corrida de eletroforese, foi utilizado um marcador
de peso molecular de 100 pares de base (pb) como parametro para avaliar

polimorfismos entre os individuos de perfis eletroforéticos diferentes.

Figura 3: Procedimentos laboratoriais. (A) Teste de PCR; (B) Eletroforese para analisar se a

PCR funcionou.

Fonte: Carmo, 2013.
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4.5 ANALISES POPULACIONAIS

Os resultados obtidos do RAPD estavam previstos para serem analisados através
da comparacao do perfil eleforético obtido do DNA amplificado das amostras coletadas
entre cada ponto e dentro de cada espécie, com cada primer escolhido através dos testes.
Os dados iriam ser introduzidos nos programas computacionais na forma de variaveis
binarias, sendo o nimero 1 correspondente a presenca de banda e o0 nimero 0 a auséncia
de banda no gel. Apenas iriam ser contadas e incluidas nas analises as bandas que
pudessem ser visualizadas com certeza. Para a contagem, somente serdo considerados
locos polimdrficos cujos alelos mais raros tém freqiiéncia igual ou superior a 5%
(ALMEIDA; SODRE; CONTEL, 2003).

A variabilidade genética seria estimada com base na proporcdo de locos
polimérficos ( P) usando-se o critério de 95% de presenca na populacio, empregando o
programa computacional TFPGA 1.3 (MILLER, 1997). Além da variabilidade genética
o programa TFPGA 1.3 (MILLER, 1997) iria realizar o teste exato de Fisher, aplicado
para o célculo de diferencas significativas das freqliéncias dos marcadores nas
diferentes populacdes. Seria também calculado, pelo TFPGA 1.3 (MILLER, 1997), a
identidade e distancia genética de NEI (NEI, 1978) e ainda, a estimativa da divergéncia
da frequéncia génica entre as populacbes, calculada pelo teste theta, que é uma
estimativa de Fst, utilizando 1000 interagcGes para gerar o intervalo de confianca

(estimativa de Jackkniffe).

A significancia de theta (0) seria medida por meio de um teste de qui-quadrado
representado pela formula ¢?=2.N. 0.(x-1), com (k-1).(s-1) graus de liberdade, onde N é
o total de individuos amostrados, k € o numero de alelos e s é o nimero de

subpopulagdes analisadas para o loco génico (SOLE-CAVA, 2001).

A andlise da similaridade genética entre os individuos das é&reas seria
desenvolvida por meio do programa computacional NTSYS-PC (ROHLF, 1992),
empregando-se o coeficiente de Jaccard (J) e método de agrupamento UPGMA
(Unwreighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) que permite a construcao

do dendrograma de similaridade genética. O célculo do numero de migrantes por
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geracdo (Nm), que representa o fluxo génico entre as populagdes, seria estimado a partir

do valor de theta por meio da formula Nm = (1 — 06)/(4 6).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AMOSTRAGEM

Os igarapés nos quais se realizaram as coletas foram o0s pertencentes as
microbacias: Ipiranga (12, 22 e 32 ordem), Tinga ( 12 22 e 32 ordem) e Uberé (1° ordem),
da bacia leste, totalizando sete pontos amostrados, ndo havendo a coleta em pocgas
devido o dificil acesso e até mesmo a inexisténcias destas devido o periodo que

realizou-se as coletas.

O projeto ja continha 41 amostras prévias de Pyrrhulina brevis coletadas na
bacia oeste, sendo realizadas as coletas de amostras adicionais, no qual foram coletados
361 amostras de diversas espécies, no qual as 88 foram da espécie de Pyrrhulina brevis
apenas. Sendo 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) (Figura 4).

A Pyrrhulina brevis € a terceira espécie mais amplamente distribuidas pelos

igarapés da Reserva Ducke (Livro reserva Ducke, 2008)

Vale ressaltar que ndo Pyrrhulina laeta ndo foi coletada no periodo realizado,
apesar de haver relatos de coleta desta espécie em igarapés na regido leste (ZUANON,
2010), mesma area de concentracdo das coletas.
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Figura 4: Amostragem de Pyrrhulina brevis coletadas na Reserva Ducke/INPA.

Fonte: Carmo, 2013.

Observou-se que as maiores quantidades de individuos coletados de P. brevis
foram os igarapés de 12 e 22 ordem, como podemos observar na Figura 5, devido a
estrutura dos mesmos, ndo possuindo muitos espacos para o reflgio o que facilitou a
amostragem. Além disso, esses organismos sdo caracteristicos desse tipo de habitat e
que a espécie P. brevis é caracteristicamente abundante entre a ictiofauna de igarapés.

Caracteristicas estruturais dos ambientes aquaticos tropicais também podem
afetar a composicdo das comunidades de peixes e tém sido reconhecidas como fatores
decisivos na distribuicdo de espécies e na organizacdo das comunidades de peixes de
riachos (HYNES, 1970; VANNOTE et al., 1980).
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Figura 5: Distribuicdo de Pyrrhulina brevis coletas em diferentes ordens de igarapés.
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Fonte: Carmo, 2014.

5.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Foi extraido o DNA de 52 amostras da regido leste da Reserva, sendo estas
purificadas e quantificadas (Anexo 1). As quantificacdes apesar de estarem no valor de
concentracdo abaixo ou acima do estimado de 5ng/ul, foi possivel realizar a
amplificacdo através da PCR.

Através de testes de otimizacdo de primers distintos, foi verificados que dos 3
tipos de primers analisados: o primeiro OPE09 ndo apresentou um perfil adequado
eletroforético e ndo se apresentou como um marcador polimdrfico para analise de
variabilidade de loci de RAPD (Figura 6); o segundo OPKO04 apresentou polimorfismo e
qualidade no perfil eletroforético (Figura 7) e o terceiro o OPAQ9 ndo se apresentou
como um marcador polimoérfico, embora com o padréo eletroforético mostrado foi mais
adequado para a finalidade de molecular do RAPD (Figura 8).

O marcador polimdrfico e a qualidade de amplificacdo oferecida pelo mesmo é
de crucial importancia para que ocorra satisfatoriamente uma PCR e posteriormente as
analises de variabilidade genética. Quanto mais bandas forem geradas na eletroforese,
polimorfismo e qualidade de separacdo e visualizagcdo, mais informativo o locus €
considerado para ensaios de variabilidade genética e genético populacioansi, sendo que

idealmente um locus de RAPD deve gerar um nimero de bandas superior a 4 e estas
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bandas devem ser polimoérficas em conjunto populacional, para individuos diferentes e

entre grupos distintos.

Figura 6: Teste de otimizagdo com o primer OPEQ9 (baixa qualidade de eletroforese e baixo nimero de
polimorfismo e nimero de loci)

Fonte: Carmo, 2013.

Figura 7: Otimizagdo com o primer OPKO04 (Polimérfico e com nimero de loci satisfatorio)

Uberé (1° ordem) Tinga (1° ordem)

DCK183 DCKI84 DCKISS DCKIS6 DCKIST DCKI8$ DCKIS® DCKI9 DCKIS3 DCKIS4 DCK26] DCK262 DCK263 DCK264 DCK26S DCK266 DCK267 DCK268 DCK269 DCK270

Fonte: Carmo, 2014.
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Figura 8: Teste de otimizagdo com o primer OPAQ9
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Fonte: Carmo, 2014.

O primer OPKO04 se apresentou como o Unico locus apropriado para realizagdo
do RAPD, porque correspondeu aos pré-requisitos necessarios como: reprodutibilidade,
numero de bandas e polimorfismo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; SOLE-
CAVA, 2001), porém este e o primer OPAQ9 estavam contaminados, de acordo com o
padrdo do branco (Figura 9). Tal fato impossibilitou as analises populacionais. O
proximo passo seria rastrear o agente contaminante, para otimizar o marcador genético
molecular para o fim desejado, 0 que esta em processo de execucao.

LimitacGes técnicas frequentemente sdo relatadas, quando se utiliza marcadores
moleculares como 0 RAPD (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; SOLE-CAVA,
2001), sendo comum relatos da necessidade de otimizacdo laboratorial. A partir da
padronizacao seu uso é tranquilo.
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Figura 9: Teste de otimizacdo com o primer OPK04 e OPA09, respectivamente, padrdo branco. Note a
presenca de perfil de bandas, o que néo era esperado como controle branco/negativo.

Fonte: Carmo, 2014.

CONCLUSAO

Verifica-se que o0s igarapés possuem um emaranhado de informacoes,
principalmente no que diz respeito as populacfes de peixes existentes neles, a juncao de
varios fatores contribui nas suas peculiaridades. Cada espa¢o dos igarapés de 1°, 2° e 3°
ordens possuem suas caracteristicas, o que reflete na distribuicdo caracteristica de
ictiofauna. A espécie Pyrrhulina brevis foi mais abundante, principalmente em igarapés
de 1° ordem, devido a estrutura do mesmo, o que facilitou a amostragem. Esta espécie
caracteristicamente apresenta alta abundancia nas amostragens de igarapés, sendo um
bom modelo para estudos genético populacionais na ictiofauna de igarapés.

Todas as etapas do projeto trouxeram de certa forma contribuicdes apesar do
trabalho ndo ter chegado ao nivel das analises genético populacionais, em virtude de
obstaculos apresentados na selecdo de loci de RAPD em relacdo a otimizacgdo técnica,
fato frequente em procedimentos com marcadores moleculares. Os testes com diferentes
tipos de primers e condicdes para a técnica de RAPD, sdo de grande relevancia para que
ocorra sua padronizagdo, o que possibilita seu uso para as analises de variabilidade

genético/populacionais.
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ANEXO 1- Quantificacdo/Concentracdo das amostras de DNA extraido da regido leste

da Reserva Ducke.

AMOSTRA | DNA(ng/ul) A260/280 A260/230
DCKO001 6.9 1.28 0.211
DCKO002 6.4 1.641 0,233
DCKO003 3.5 1.97 0.173
DCKO004 12.3 1.447 0.188
DCKO005 84.0 1.2 0.493
DCKO006 88.5 1.670 0.507
DCKO007 9.5 1.919 0.302
DCKO008 10.3 1.898 0.325
DCKO057 10.8 1.870 0.247
DCKO058 6.1 2.017 0.189
DCKO059 9.8 1.9 0.255
DCKO060 5.0 1.818 0.227
DCKO061 25.5 1.875 0.607
DCKO062 9.8 1.912 0.336
DCKO063 15.2 1.826 0.449
DCKO064 90.5 1.631 0.554
DCKO065 4.8 1.667 0.210
DCKO066 8.8 1.944 0.350
DCKO067 26.0 1.926 0.712
DCKO068 9.1 2.068 0.243
DCKO069 5.5 1.279 0.134
DCKO070 6.0 1.818 0.197
DCKO071 8.7 1.673 0.335
DCK183 3.4 2.030 0.146
DCK184 2.8 3.235 0.120
DCK185 11.0 1.849 0.338
DCK186 6.5 2.115 0.253
DCK187 14.10 2.007 0.426
DCK188 13.3 2.00 0.403
DCK189 76.0 1.60 0.472
DCK190 13.0 1.640 0.416
DCK191 94.0 1.741 0.299
DCK192 12.2 2.085 0.414
DCK193 49 2.3 0.192
DCK194 7.3 1.802 0.256
DCK157 3.4 2.267 0.166
DCK158 3.9 2.053 0.177
DCK159 11.4 1.500 0.400
DCK160 3.10 2.103 0.149




DCK161 6.20 1.736 0.347
DCK265 5.4 2.23 0.233
DCK266 4.4 3.82 0.23
DCK267 4.1 2.48 0.19
DCK268 7.0 2.39 0.30
DCK269 13.1 1.77 0.54
DCK270 23.5 1.73 0.825
DCK308 12.5 1.55 0.56
DCK309 11.2 1.82 0.46
DCK310 12.5 1.50 0.729
DCK311 18.0 1.682 0.632
DCK312 10.1 1.933 0.402
DCK313 6.0 2.164 0.264

Fonte: Carmo, 2014.
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