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Resumo

O DNA ambiental ou eDNA permite a caracterizacdo e o monitoramento da composi¢ao
de espécies em ambientes de dificil coleta, como em ambiente aquaticos. Embora a técnica
seja potencialmente muito informativa, existem questdes relacionadas a quantidade e qualidade
de eDNA que pode ser recuperada, envolvendo fatores como a degradacdo do DNA, inibidores
da reacdo de PCR, captacdo de DNA, contaminacdo, etc. Esse trabalho tem como objetivo
estabelecer um protocolo em um ambiente tropical controlado: aquarios com espécimes da
espécie Prochilodus argenteus. Fragmentos da regido de controle D-loop do DNA mitocondrial
foram amplificados com primers desenhados especificamente para espécies de Prochilodus em
duas fases: uma primeira reagdo simples e uma segunda rea¢cdo com primers amplicando um
fragmento interno (Nested-PCR). As amostras foram extraidas com o kit QlAamp Stool Mini Kit
e DNA foi amplificado através da reacdo de PCR Nested com primers que amplificam DNA da
regido mitocondrial D-loop. Os protocolos utilizados visaram o teste com aguas de diferentes
origens para avaliar a acdo dos possiveis inibidores na reacdo de PCR, a eliminagdo de
inibidores da PCR através do uso de purificadores e o teste de filtragem para capturar eDNA de
agua de um aquario. As aguas de diferentes origens resultaram em diferentes interacdes com a
PCR. A PCR feita com 1ul de DNA com &gua ultrapura amplificou até 0,00015 ng/ pl de DNA
enquanto que as aguas dos aquarios amplificaram até 0,015 ng/ul de DNA e agua da Lagoa da
Pampulha amplificou 15 ng/pl de DNA. Os purificadores usados foram carvéo ativado e Chelex
100, porém os resultados ndo foram consistentes ao longo do experimento. O facilitador de
PCR BSA 1% foi eficiente pois melhorou a amplificagdo da banda. Com base nesses
resultados, conclui-se que o kit de extracdo de DNA QIAamp Stool mini kit, desenvolvido para
extrair DNA de fezes, foi eficiente na recuperacdo de eDNA de P. argenteus em condicdes de
aquario e que os inibidores séo fatores importantes e devem ser eliminados para evitar uma
subdeteccdo de eDNA. A metodologia de captura de DNA por filtragem aliada a extragao feita
pelo QlAamp Stool Mini Kit e 0 uso de primers especificos da regido de D-loop de DNA

mitocondrial permitiram deteccéo especifica de eDNA da espécie de curimba P. argenteus.

Palavras-chave: eDNA, Prochilodus argenteus, aquario, D-loop
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Abstract

The environmental DNA or eDNA is a promising tool to detect species in environments
such as aquatic systems, where specimen capture can demand effort and time. Although eDNA
can be substantially informative, many factors may affect the quantity and quality of eDNA. Such
factors involve DNA degradation, DNA contamination, DNA collecting protocols, and PCR
inhibitors, etc. The purpose of this dissertation is to establish a protocol in a controlled tropical
environment: aquariums that contain the target fish Prochilodus argenteus. The water from the
aquarium was filtered and the DNA was extracted with the QIAamp DNA Stool Mini Kit and
Species-specific primers for P. argenteus were tested to amplify fragments of the D-loop region
of the mitochondrial DNA using two reactions: a direct or simple PCR and a Nested PCR with
internal primers, using products of the direct reaction as template. Other protocols involved
testing the effect of possible inhibitors from different water sources on the PCR, eliminating PCR
inhibitors through DNA purification protocols and testing DNA yield through filtration. Our results
suggest that the different types of water influence PCR results. The PCR using target DNA and
ultrapure water amplified from 1uL of 15 ng/uL of DNA to 0.00015 ng/uL of DNA while the
reactions tested with water from the tropical aquariums amplified from 15 ng/uL of DNA to 0.015
ng/uL of DNA, whereas water from Pampulha lake amplified successfully only using 15 ng/uL of
DNA. Protocols that included activated charcoal and Chelex 100 for DNA purification gave
inconsistent results and could not be replicated. Our results indicate that BSA is an efficient PCR
inhibitor blocker. We conclude that the water filtration protocol using GL filter allied to DNA
extraction through the QlAamp Stool Mini Kit was efficient to concentrate and eliminate inhibitors
that might cause under detection of eDNA.



1 Introducéo

A biodiversidade de aguas doces € de extrema importancia a nivel global, porém, pode ser
0 ecossistema que esteja correndo maior perigo dentre todos os ecossistemas do mundo. A
agua doce representa apenas 3% do volume total de agua na Terra, aproximadamente 40%
(10.000) das 25.000 espécies conhecidas habitam dguas doces em algum determinado periodo
da sua vida (Nelson, 1994). Ecossistemas de agua fresca sdo muito ricos e abrigam uma alta
diversidade de habitats, porém esses sistemas sao sensiveis e podem ser facilimente afetados
pela acdo antropogénica, por isso, a taxa de perda de biodiversidade destes ambientes é maior
guando comparada a ambientes terrestres (Sala et al, 2000; Naiman et al, 2005). As maiores
causas dessa perda de biodiversidade sao superexploracéo, poluicdo da agua, modificacdo no
curso da agua, destruicdo ou degradacgdo de habitat e invasdo de espécies exoticas (e.g. Allan
& Flecker, 1993, Revenga et al, 2005).

A coleta da maior quantidade de informagBes sobre esses ecossistemas é de extrema
importancia, porém, muitas vezes, as metodologias para captura de organismos aquaticos
podem ser laboriosas, demandar muito tempo e gerar estresse no animal. Muitos estudos estdo
sendo desenvolvidos para facilitar e agilizar essa demanda de informacdes, por exemplo,

estudos que envolvem a deteccdo de DNA na agua (Minamoto et al, 2012).

1.1 O DNA ambiental (¢eDNA)

Durante a vida dos animais, seus organismos passam por renovagdes celulares em
todos os sistemas, as células velhas que sofrem morte celular séo eliminadas pela urina, fezes,
descamacéo epidérmica, etc. Uma vez eliminadas, elas séo liberadas para o ambiente terrestre
ou aquético e podem ser uma fonte de informagbes sobre estes. O Aacido
desoxirribonucleico (ADN), ou em inglés: deoxyribonucleic acid (DNA) esta presente em alguns
virus, dentro das células de todos os organismos vivos (DNA intracelular) e também pode estar
presente fora das células, onde ndo esta protegido por uma membrana plasmética (DNA
extracelular) (Levy-Booth et al, 2007; Pietramellara et al, 2009; Taberlet et al, 2012), assim,
guando o DNA desses tecidos é liberado ao ambiente passa a ser conhecido como

environmental DNA ou eDNA .



O uso de técnica de analise do DNA ambiental tem como objetivo identificar espécies
presentes no ambiente através de amostras coletadas em meios como a agua, neve, solo ou
sedimentos. O primeiro estudo a referenciar o eDNA foi o de Ogram (1987) com o objetivo de
detectar DNA microbiano a partir de sedimentos. O termo “eDNA” passou a ser mais utilizado a
partir do século 21, ainda na area de microbiologia (Rondon et al, 2000; Handelsman, 2004).

Uma caracteristica do eDNA é a presenca de uma mistura de DNA de diferentes
organismos advindos de DNA celular (organismos vivos) e DNA extracelular (ap6s a morte
celular) (Levy-Booth et al, 2007; Petramellara et al, 2009), acredita-se que as principais fontes
de DNA sejam fezes, urina, gametas e células epidérmicas (Haile et al, 2009, Thomsen et al,
2012; Mahon et al, 2013). Uma vez que esse DNA extracelular é liberado no ambiente ele pode
ser degradado por DNases microbianas e usado como nutriente para plantas ou para o
crescimento microbiano (Bowman and Cole, 1978; Ceccherini et al, 2003); ser incorporado a um
genoma microbiano como uma fonte de informagédo (Khanna and Stotzky, 1992; de Vries and
Wackernagel, 2004) ou pode persistir no ambiente se ligando a minerais e substancias humicas
no solo (Greaves and Wilson, 1969; Crecchio and Stotzky, 1998).

Os dados obtidos através dessas andlises moleculares do eDNA podem ser usados
para responder questbes que envolvem diferentes areas de estudo como paleontologia,
ecologia e biologia da conservacao (Thomsen et al, 2015). As andlises moleculares permitem o
diagndstico de espécies de vida livre (Willerslev et al, 2003; Jane, 2014; Rees, 2014) terrestres
(Valiere & Taberlet, 2000; Andersen et al 2012, Nichols et al, 2012) e aquaticas (Ficetola et al,
2008; Jerde et al, 2011; Lodge et al, 2012; Mahon et al, 2013) com potenciais aplicacdes em
programas de conservacado (Rees, 2014), deteccdo de espécies criticamente ameacadas,
espécies invasoras (Jerde et al, 2011, 2013; Eichmiller et al, 2015), e a quantificacdo de
organismos aquaticos (Takahara et al, 2012; Thomsen et al, 2012; Pilliod et al, 2013)
principalmente quando métodos tradicionais de coleta sédo inadequados (Darling, 2011; Jerde,
2011). A promessa do uso do eDNA em detectar espécies aquaticas foi identificada como uma
das 15 perspectivas da conservagdo a nivel global no relatério anual de 2013 da Trends in

Ecology and Evolution (Sutherland, et al, 2013).

As tecnologias usadas para o estudo do eDNA evoluiram nos ultimos anos, aumentando
a capacidade de detectar pequenas quantidades de DNA e a capacidade de abranger uma
maior variedade de ambientes (Bohmann, 2014). Apesar desses avancos, alguns fatores ainda
limitam a quantidade de informacfes obtidas. Dentre esses fatores estdo os inibidores

enzimaticos, como os inibidores de DNAs polimerases, utilizadas em “Polymerase Chain



Reaction” (PCR), os quais interferem ou impedem a amplificacdo satisfatéria do DNA (Bessetti,
2007) levando a uma deteccao subestimada de DNA presente no ambiente, podendo reduzir a
sensibilidade da reacdo de PCR em até 1000 vezes (Johnson et al, 1995). Apesar de serem
chamados genericamente de “inibidores de PCR”, eles podem agir de trés maneiras distintas:
1 - interferindo na lise celular na extracdo de DNA (ou na ressuspenséao do precipitado de DNA);
2 - acelerando a degradacao ou dificultando a captura de &cido nucleico; 3 - inibindo a atividade
da DNA polimerase na amplificacdo do DNA-alvo. De acordo com Rossen (1992), apesar de
existirem muitos inibidores descritos na literatura, pouco se sabia sobre seus mecanismos de
acao; hoje, porém, a acao de alguns deles ja € conhecida e existem formas de se evitar suas
respectivas acdes (Al-Soud, 2000; Pandey et al,1996; Kim, 2000; Mathesen, 2010). Assim, a
selecdo e a otimizagdo de métodos de preparacdo das amostras é parte essencial dos
protocolos de eDNA (Lantz, 2000). Muitos protocolos sdo combinac¢des de diferentes métodos,
como por exemplo a combinagdo do método de pré-enriquecimento, como a extragdo
bioquimica (Dahlenborg, M., Borch, E., and Radstrom, P. 2001), e procedimentos que visam
concentrar o DNA alvo em quantidade detectavel para permitir a reagcdo de PCR e

procedimentos que visam a retirada de substancias que podem inibir a PCR (Sharma, 2000).

Além disso, degradacédo, a captura e a extracdo de DNA (e retirada de inibidores) séo
fatores importantes pois podem influenciar a capacidade de detectar e medir o eDNA com
confiabilidade. Dessa maneira, o0 tipo de captura, de purificacdo e extracdo mais eficiente

dependera da amostra em estudo (Deiner et al, 2006).

1.2 Fatores que influenciam na obtencédo de informacdes através de

amostras de eDNA

1.2.1 Principais Inibidores da PCR

Os principais inibidores da PCR séao:
e Hemin (heme):

Esta molécula é um derivado metabdlico e esta presente em fezes (bilirrubina conjugada,
formada por acido glicurénico e derivados da por¢cao heme da hemoglobina degradada), sangue
(hemoglobina), carne e urina (bilirrubina). Estudos sugerem que o composto heme limita a
atividade da DNA polimerase. Esse efeito é reversivel, pois 0 heme age inibindo as enzimas

(polimerase) e ndo diretamente no DNA (Byrnes et al, 1975). A adicdo de albumina sérica



bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) no mix pode reverter essa acao, ja que esta albumina se

liga ao composto heme (Al-Soud e Radstorm, 2000).
e Polissacarideos acidos

Estdo presentes em plantas e na &gua de rios e lagos. Existem dois tipos de
polissacarideos em plantas: neutros e acidos. Porém, Pandey et al, (1996) demonstraram que
apenas os polissacarideos acidos inibem a PCR. Os polissacarideos acidos se ligam as
enzimas, restringindo suas acdes. A retirada de polissacarideos foi possivel com o uso da
resina Elutip-d (Do N, et al, 1991) e através de um método mais econdmico descrito por Fang et
al, (1992) utilizando solu¢cdo de TE (10 mM Tris-HCIl, pH 7.4, 1 mM EDTA) e solucdo
concentrada de NaCl (0.5-3.0 M).

e Colageno

Esta proteina esta presente em tecidos (por exemplo, em sangue, musculo e pele) e age
restringindo a acdo da DNA polimerase. Esse efeito pode ser evitado aumentando a quantidade
de MgCl, na PCR e, principalmente, fazendo a extragdo com fenol cloroférmio, pois este age
como solvente organico degradando proteinas (Kim, 2000).

e Acidos hamicos e fllvicos

Sao considerados matéria organica dissolvida (MOD): compostos polifendlicos, produtos da
decomposi¢cdo quimica e biolégica de qualquer material vivo e geralmente estdo presentes em
solos. A extracdo direta do DNA total de amostras de solo resulta em uma co-extragdo dos
acidos humicos e fulvicos, os acidos humicos sao considerados os inibidores mais potentes
presentes em solos. Esses produtos agem diretamente na Tag DNA polimerase, inibindo-a na
concentracdo de menos de 1 ng em uma reacdo de PCR (Tebbe & Vahjen, 1993). Para evitar
ou diminuir a acao inibitéria, € recomendado usar uma Taq mais toleravel a enzimas. No
trabalho por Matheson et al (2010), foi demonstrado que as reagfes de PCR amplificam mais

DNA quando é usada uma Taq mais resistente.
e Eumelanina

A melanina estq presente em compostos poliméricos derivados da tirosina através da
pigmentacado da pele, dos olhos e dos pelos de mamiferos. A melanina pode ser classificada
em dois grupos: a eumelanina que déa a cor acastanhada ou preta, e a feomelanina, que confere
a cor avermelhada ou amarelada (Miot et al, 2007). No ambiente, sdo observadas eumelaninas

sollveis e insoliveis em 4gua; as formas solUveis tém a capacidade de se ligar a Taq DNA



polimerase e inibir a reacdo de PCR (Yoshii et al, 1993), porém, de acordo com Eckhart et al

(2000), essa ligagéao é reversivel com a adi¢cdo de BSA ou leite desidratado na PCR.
e Mioglobina

A mioglobina é uma proteina que se liga a ferro e oxigénio, e esta presente no tecido
muscular da maioria dos vertebrados. A mioglobina age como potente inibidora da Taq
polimerase, agindo pela liberacdo de ions de ferro na reagdo. O uso de uma DNA polimerase
estavel como a Tth polimerase evita que a liberacdo desses ions iniba a reacdo de PCR (Belec
et al, 1998).

e Proteinases

Enzimas presentes no leite, tecidos e fezes, e substancias usadas na extragdo como a
Proteinase K agem degradando a Tag DNA polimerase. A acao delas é evitada usando BSA e
gp32 na reacdo de PCR (Al-Soud e Radstorm, 2000; Bickley et al, 1996)

e Jons de célcio

Presentes no leite e derivados. Estes ions agem como competidores do magnésio, inibindo-
0 na reacdo. O aumento da quantidade de magnésio usado na rea¢do ajuda na otimizacdo da
PCR (Bickley et al, 1995).

e Uréia
Presente em maiores concentracdes na urina de mamiferos jovens e adultos, este
composto é o inibidor mais potente no meio aquatico. Ainda ndo se sabe se age diretamente na

DNA polimerase ou se impede o anelamento do primer na fita simples de DNA. E possivel

eliminar esse efeito inibidor através da dialise da urina.
e Lactoferrina e imunoglobulina

Sédo proteinas que estdo presentes em eritrécitos e leucdcitos e sdo consequentemente
encontradas em fluidos corporais como leite, suor, secre¢des nasais, lagrimas e sangue. Essa
substancia foi indicada como um dos inibidores de PCR mais potentes em sangue humano
(Rossen et al, 1992). A lactoferrina contém ferro, e inibe a reagdo de PCR porque a lactoferrina
e a imunoglobulina liberam ions de ferro no meio. Os ions de ferro interferem diretamente na
sintese de DNA. De acordo com o estudo feito por Al-Soud e Radstrom (2000), os facilitadores

usados para aliviar esses inibidores sdo BSA e gp32, sendo 0 BSA o mais €ficiente.



1.2.2 Degradacédo do eDNA

Amostras de eDNA apresentam, de forma caracteristica, uma significativa por¢do de DNA
degradado ou fragmentado, faltam estudos que se propfem a explicar como acontece a
degradacdo do eDNA, quais as taxas de degradacdo e como os fatores ambientais influenciam
nesse processo. Se ndo soubermos explicar como a degradacdo do eDNA acontece quando
exposto ao ambiente, sera impossivel afirmar se o DNA detectado no ambiente representa
material genético fresco de um organismo que ocupou uma area recentemente ou se o0 DNA
pertence a outro organismo que esteve na mesma area ha mais tempo (Eichmiller et al, 2016).
Estudos recentes foram conduzidos removendo o organismo alvo de um ambiente aquatico
controlado e logo apés a persisténcia do DNA alvo foi monitorado ao longo do tempo. As taxas
de degradacéo observadas dependeram em como o experimento foi conduzido. Por exemplo,
eDNA de peixes manteve uma probabilidade de deteccdo acima de 5% por 17 dias em
pequenos reservatorios (Dejean, 2011), de acordo com Thomsen et al (2012) em um
experimento feito com peixes marinhos colocados em um aquario de agua salgado, a
guantidade de eDNA caiu exponencialmente e foi reduzido abaixo do limite de deteccdo do
gPCR (PCR quantitativa) em menos de 24 horas para a espécie Platichthys flesus e para a
espécie Gasterosteus aculeatus o DNA foi abaixo do detectavel apds aproximadamente 7 dias.

Em outro experimento com caramujos (Potamopyrgus antipodarum) na Nova Zelandia, o
eDNA foi detectavel durante 21 dias (Goldberg et al, 2013). De acordo com Dejean et al, (2011)
apos a remocgdo do organismo alvo do meio aquatico, a concentracdo de DNA comeca a
declinar depois de um dia ou dois e se mantém estabilizado por seis dias. Outro estudo feito por
Takahara (2012) com DNA alvo viral e o alvo de amplificagdo com o tamanho do fragmento de
78bp mostrou queda de 70% da concentracdo de DNA por dia a uma temperatura de 25°C
(Thomsen et al, 2012). Diante desses estudos, pesquisadores especulam que fatores
ambientais como temperatura, ph, condutibilidade, diferentes tipos de agua, fungos e
composic¢ao microbiana do ambiente podem influenciar a degradacéo de eDNA (Shapiro, 2008).
De acordo com Eichmiller et al, (2016) a temperatura e o tempo afetam significativamente a
degradacdo de DNA ambiental, para evitar essa degradacdo, a maneira mais eficiente é filtrar a
agua a ser estudada e logo apos a filtragem o filtro deve ser estocado a -20°C. Portanto, a

filtragem da agua deve ser feita 0 mais rapido possivel apds a coleta.

Diversos estudos mostram que fragmentos entre 300 a 400bp podem ser detectados por

filtragem e gPCR em ambientes controlados até uma semana. Fragmentos maiores geralmente



correm maiores riscos de sofrerem degradacdo devido ao seu comprimento por isso,

recomenda-se o uso de fragmentos de até 150bp para detectar eDNA (Deagle, 2006).

Recentemente, Eichmiller et al, (2016) publicaram um estudo que contempla dois
experimentos: o primeiro avaliou a interferéncia da temperatura em aguas coletadas em zonas
limnéticas de um lago eutréfico e o segundo estudo avaliou o efeito dos estados troficos na
degradacdo do eDNA. Foram selecionados quatro locais onde nédo existiam carpas (Cyprinus
carpio): um lago eutréfico (lago com alta concentracdo de nutrientes, principalmente
polissacarideos), um lago oligotréfico (lago com baixa concentracdo de nutrientes) um lago
distréfico (lago com alta concentracdo de nutrientes, principalmente acidos hiumicos) e um poco
artesiano como controle negativo. Testaram essas aguas previamente para garantirem a
auséncia de DNA do organismo alvo. Retiraram 50 litros de cada lago, condicionaram as
amostras de agua em aquarios aerados e entdo introduziram 10 carpas de aproximadamente

25 gramas cada durante 1 a 2 horas.

A 4gua do experimento 1 (Figura 1) (lago eutrdéfico) foi separada em “microcosmos” de
50mL cada, os microcosmos foram colocados em ambientes com temperaturas diferentes e
protegidos da luz. As aguas do experimento 2 foram todas mantidas a temperatura de 15°C. Foi
retirada uma aliquota da amostra por dia até que nao houvesse mais DNA detectavel na agua.
Eles constataram que o DNA presente nas amostras de agua eutréfica mantidas a 5°C era
detectavel até o 24¢ dia apls a coleta, e as amostras mantidas as temperaturas 15°C, 25°C e

35°C eram detectaveis somente até o 32 dia.

Experimento 1 (agua eutrofica):
Dias
Temperatura
01369121518 |21|24 |27

o°C
15°C
25°C
35°C

Figura 1. Degradacdo do eDNA em diferentes temperaturas. Resultados do trabalho feito

por Eichmiller et al, (2016), (primeiro experimento). Os quadrados preenchidos pela cor verde



mostram até qual dia o DNA foi detectavel na a dgua do lago eutréfico a 5°C, 15°C, 25°C e
35°C.

No segundo experimento (Figura 2), onde as aguas ficaram todas a 15° C, a persisténcia
do DNA na agua do pocgo artesiano foi mais de 27 dias, assim como no lago eutrofico. J& no
lago oligotréfico, o DNA foi detectado até cerca de 10 dias.

Experimento 2:

Tipos de Dias
aguas

Poco

Eutrofico

Distréfico

Oligotrofico

Figura 2. Degradacdo do eDNA em diferentes tipos de ambientes aquéticos. Resultados do
trabalho feito por Eichmiller et al, (2016), (segundo experimento). Os quadrados preenchidos
pela cor roxa mostram até qual dia o DNA foi detectavel na a agua do pogo artesiano, lago

eutrofico, lago distroéfico, oligotroéfico.

O estudo conclui que a temperatura influencia significativamente na degradacdo do
eDNA mas é preciso mais estudos que caracterizem a acao dos acidos humicos (produto da
degradacdo de matéria organica) na estabilidade do DNA. Os resultados indicam que a

temperatura e o tempo sao fatores relevantes na preservacao do eDNA ao longo do tempo.



1.2.3 Captura de DNA na agua

Para que o eDNA seja detectavel, as estratégias descritas na literatura visam a
concentracao do DNA presente na agua. Existem dois métodos de captura de DNA, o primeiro,
descrito por Ficetola et al (2008) é através da precipitacdo usando etanol e acetato de sodio e
logo em seguida a centrifugacdo da amostra, o segundo método desenvolvido por Wilcox et al
(2013), é através da filtragem da agua. Recentemente, estes métodos foram comparados por
Eichmiller et al, (2015) usando como espécie alvo a carpa comum, além de avaliarem o método
de captura, também avaliaram qual tamanho de poro de filtracdo € mais Util para estimar a
biomassa ou para detectar DNA, e qual material retém mais DNA no poro (policarbonato ou
fibra de vidro). Os resultados demonstraram que o método de captura mais eficiente € por
filtracdo usando fibra de vidro e os tamanhos de poros mais eficientes foram 1.5 um; seguido
pela fibra de policarbonato com poro de 1.0 um e 0.6 um de tamanho, provavelmente por

conseguirem filtrar maior quantidade de agua do que filtros com poros menores.

1.2.4 Alguns purificadores de DNA e seu sistema de acao

A purificagdo do DNA é feita durante ou ap0s a extracdo de DNA, ela consiste em remover
substancias que podem agir como inibidores e é feita através de precipitagbes com 0 uso

compostos organicos ou resinas. Podemos citar como purificadores:

- Carvao Ativado: Carvbes ativados estdo entre os adsorventes mais antigos usados na
indUstria. Eles sdo usados nos tratamentos de agua residencial e de efluentes industriais e
também servem como catalisadores e suporte de catalisadores (Rodriguez-Reinoso, 1995).
Industrialmente, s&o aplicados em diversos casos, como no tratamento de poluentes
atmosféricos e adsorcdo de compostos organicos. Além disso, podem ser utilizados na
remocao de pesticidas e compostos organicos dissolvidos, e metais pesados (Legrouri et al,
2005).

- Chelex 100: E uma resina quelante de troca idnica, se liga preferencialmente a cobre, ferro e
outros metais pesados e cations monovalentes como sddio e potassio. Sua seletividade por
ions divalentes comparado a ions monovalentes é de aproximadamente 5.000 para 1. Tem uma
atracdo muito forte por metais de transicdo, mesmo em solu¢gdes muito concentradas de sal
(BioRad Manual).
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1.2.5 Alguns facilitadores da PCR e seus mecanismos de acao

Os facilitadores
- Bovine Serum Albumin (BSA):

E uma das proteinas mais usadas como facilitadores da reacéo de PCR; sua eficiéncia
foi demonstrada na amplificacdo de DNA presente em sangue, carne, fezes (Al-Soud, 2000),
compostos contendo a substancia heme (Akane et al, 1994) e compostos fendlicos (Kreader,
1996). Na presenca de proteinases e de compostos fendlicos o BSA atua como alvo e também

age como estabilizador da DNA polimerase (Jordan et al, 1992).
- Gp32

Proteina codificada pelo gene 32 do bacteriéfago T4 (Kreader, 1996; Al-Soud 2000).
Sua acao é semelhante a BSA, portanto, na presenca de proteinases, o gp32 atua como alvo
preferencial; na presenca de compostos fendlicos, ele se liga a estes e também age como
estabilizador da DNA polimerase (Jordan et al, 1992). Além da acdo semelhante ao BSA, o
gp32 também age em fita simples de DNA, protegendo-o contra a digestdo de possiveis
nucleases (Wu, 1973). Panaccio (1993) sugere ainda, que o gp32 pode melhorar a
acessibilidade da DNA polimerase quando ha grande quantidade de sangue coagulado na

amostra.
- Dimetilsuféxido (DMSO)

O DMSO é um composto organico com elevada capacidade higroscopica (capacidade de
absorver agua) devido a sua intensa afinidade pelo hidrogénio, formando pontes mais fortes
gue as que ocorrem entre moléculas e agua. Esse composto é um agente desnaturante, ou
seja, ajuda na separacéo das fitas de DNA, na especificidade da reacdo e na amplificacdo da
regido desejada (Hiller, 1996); A concentracdo usada desse composto pode variar de 0,1 a
10%. Concentracdes acima de 10% da reacado inibem drasticamente a atividade da Taq DNA
Polimerase, pois o DMSO é um solvente organico que em altas concentragfes destréi as

ligacGes desta enzima (Frackman et al , 1998).
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1.3 Aquario da Bacia do Rio Sao Francisco - FZB-BH

Em 2010, Belo Horizonte foi inaugurou uma série de aquarios com o objetivo de simular
0 ambiente natural da bacia do rio Sdo Francisco. Esse projeto é resultado de uma parceria
entre a Prefeitura de Belo Horizonte e o Ministério do Meio Ambiente, o Aquério ocupa uma
area de aproximadamente 3000m2, composta por 22 recintos. Nestes recintos estao presentes
espécimes da ictiofauna como surubins, dourados, curimatds, matrinxas, piaus, pacamas,
cascudos, lambaris, mandis, piranhas, pacus, curimbas, piabas e pirambebas, dentre outros,
essas espécies foram selecionadas a partir de critérios como interesse popular e cientifico,

facilidade de aquisicdo da espécie, respresentatividade na ictiofauna, entre outros (Katta, 2010).

Os aquérios foram feitos estratégicamente pensando no bem estar dos animais como
oferecer um ambiente com o minimo de estresse, com areas de escape (esconderijos), boa

gualidade da agua e espécies que podem conviver pacificamente (Katta, 2010).

O rio S&@o Francisco é o terceiro maior rio do Brasil, com 2.780 km de cumprimento em
uma area de 645 mil km? (7,6% do territério nacional), faz a drenagem de 450 municipios
pertencentes a sete estados (Franco de Camargo & Petrere 2001; Godinho & Godinho 2003),
estd localizado em uma area habitada por aproximadamente 13 milhdes de pessoas (Cappio et
al, 1995). Aproximadamente 70% da sua agua € proveniente dos rios de Minas Gerais
(PLANVASF 1989).

1.4 Prochilodus argenteus.

A familia Prochilodontidae é amplamente distribuida pelas principais bacias hidrograficas
na regido neotropical e constitui uma das familias mais importantes para o recurso pesqueiro
local tanto para a modalidade comercial como para a recreativa (Castro et al,, 2003). O género
mais representativo dessa familia é Prochilodus, que tem como caracteristica a presenca de
dentes, labios, maxilas altamente estruturados (Castro e Vari, 2003), alta taxa migratoria a
longas distancias (Godoy, 1967; Godinho et al, 2006) e hé&bitos detritivoros por isso &
considerada espécie-chave nos ecossistemas aquéticos onde ocorrem (Flecker, 1996). Esse
género € composto por 13 espécies: P. brevis, P. britskii, P. hartii, P. lacustris, P. lineatus, P.
magdalenae, P. mariae, P. nigricans, P. reticulatus, P. rubrotaeniatus, P. vimboides, P. costatus

e P. argenteus (Figura 3); sendo a ultima é objeto de estudo desta dissertagéao.
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A curimba-verdadeira, Prochilodus argenteus (Agassiz, 1829) é endémica do Rio S&o
Francisco (Castro et al,, 2003) e possivelmente € uma das espécies de maior porte dentro da
familia Prochilodontidae, podendo alcancar mais de 15kg (Sato & Godinho, 2003) além disso,
devido ao seu alto grau de fecundidade, valor de mercado e por responder facilmente & desova
induzida, esta espécie tem grande potencial para a aquicultura (Sato et al,, 1987). P. argenteus
e P. costatus (curimaté-pioa) sédo simpétricas e representam aproximadamente 50% do total da
captura de pescado na regido de Trés Marias (Sato e Godinho 2003) Essas espécies podem
ser diferenciadas pela quantidade de fileiras transversais de escamas, contadas a partir da
base da nadadeira dorsal até a lateral. A espécie P. argenteus possui de 10 a 11 fileiras

enguanto que a espécie P. costatus (Castro e Vari 2003) tem de 8 a 9 fileiras de escamas.

Figura 3: Espécime de P. argenteus. Os pontos vermelhos indicam a quantidade de

linhas transversais de escamas entre a origem da nadadeira dorsal e a linha lateral no
espécime coletado. Foto cedida pelo biélogo Tobias A. Barroso.

1.5 DNA mitocontrial e Marcadores moleculares

As mitocbndrias sdo estruturas presentes em células que tranformam energia advinda
de nutrientes (acUcares e oxigénio) em energia (ATP) através da fosforilagdo oxidativa para a
célula utilizar em seus processos metabolicos. Cada célula contém centenas de mitocondrias e
estdo presentes no citoplasma das células. Cada DNA mitocondrial (mtDNA) contém 37 genes,

todos essenciais para o funcionamento normal das células. Treze genes sado responsaveis pela
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fosforilagdo oxidativa (codificam proteinas) e os outros sdo RNAs estruturais, 22 RNAs
transportadores e 2 RNAs ribossomais.

O DNA mitocondrial € uma pequena molécula circular e composta por aproximadamente
16 a 20 kilobases (Figura 4). De acordo com Avise (1998) e Rubinoff (2006), esta molécula
possui caracteristicas (heranga materna, alta taxa de mutacao de alguns genes e a auséncia de
recombinacdo) que permitem que mesmo espeécies geneticamente muito similares, sejam
discriminadas. O DNA presente na mitocondria acumula mudangas nas suas bases a uma taxa
de 5 a 10 vezes mais alta do que a do DNA presente no nucleo das células (Brown et al,, 1979;
Ferris et al,, 1981).

A regido do mtDNA que sofre alteragbes mais rapidamente é a regido controle (D-loop)
(Aquadro & Greenberg, 1983)(Figura 4). Como descrito por Avise e Nelson (1988), sistemas de

identificacdo molecular se aprimoram com os avangos e desenvolvimento de novas ferramentas
moleculares.
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Figura 4: DNA mitocondrial de P. argenteus

. Os genes codificadores de proteinas estdo
representados em preto, os genes de rRNA estdo em bege, os genes de tRNA estéo vermelho e a regido

D-loop estd em marrom. O anel externo mostra 0os genes, 0s genes codificados na fita pesada sao
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representados em posicdo mais externa em relagdo aos genes codificados na fita leve. O comprimento
do genoma mitocondrial esta representado pela linha pontilhada. O anel interno mostra o contetdo GC
para cada 5 pb, sendo que linhas mais escuras denotam maior contetdo GC. (Figura retirada do trabalho
de Chagas et al, 2015).

Um marcador molecular é definido como qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Milach
(1998a) descreve que marcadores moleculares sédo caracteres no DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdados geneticamente. Os marcadores moleculares apresentam
vantagens quando comparados aos marcadores morfoldégicos convencionais pois exibem
neutralidade fenotipica, geralmente sdo herdados co-dominantemente, raramente exibem
interacdes epistaticas ou pleiotrépicas e podem ser detectados tanto em tecidos jovens como
em adultos.

Marcadores moleculares tém se mostrado bastante efetivos na diagnose de espécies,
principalmente genes do DNA mitocondrial. Por isso, essa regido € muito utilizada em estudos
populacionais e evolutivos, assim como estudos forenses onde € necessario usar uma
sequéncia nucleotidica Unica para identificar uma determinada espécie (Teletchea 2009, Tobe e

Linacre 2010).

2 Justificativa

O projeto intitulado “Desenvolvimento de tecnologia aplicada a manutencdo do estoque
pesqueiro de populacbes nativas de espécies migradoras na regido de influéncia da UHE Trés
Marias: estudo genético e de migracbes reprodutivas” no qual se insere a justificativa desta
dissertacdo, foi criado para atender as necessidades do setor elétrico, da politica ambiental e
da CEMIG, a fim de gerar dados ambientais com relacdo a conservacao da ictiofauna afetada
pela UHE de Trés Marias. O aumento da populacdo mundial e o crescimento industrial
demandam maior producdo de energia elétrica, consequentemente, ha um aumento na
construcao de hidrelétricas no mundo. Devido ao aumento da quantidade de rios represados, a
necessidade de levantar dados sobre a ictiofauna é de extrema importancia, pois as represas
causam impacto negativo sobre as populacdes de peixes locais, como por exemplo, alteracdes
nas caracteristicas fisico-quimicas da &gua, reducdo na oferta de alimentos, isolamento dos

sitios de desova (que interrompe o processo reprodutivo) e reducdo da diversidade genética
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(Godinho e Godinho 1994). Consequentemente, a implantacéo de barragens nos rios tem sido
uma das principais causas da diminuicdo de peixes em diversas partes do mundo (Godinho &
Godinho, 1994).

A coleta de grande quantidade de informacdes sobre esses ecossistemas € extremamente
importante pois muitas vezes as metodologias para captura de organismos aquaticos podem
ser laboriosas, demandar muito tempo e gerar estresse no animal (Minamoto et al, 2012). Este
estudo foi desenvolvido para facilitar e agilizar essa demanda de informacgfes através da coleta

de DNA na agua de ambientes controlados para depois serem aplicados em rios e lagos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral otimizar as formas de deteccdo de eDNA
proveniente da espécie Prochilodus argenteus a partir de amostras de agua do Aquario 18 da
Fundacéo Zoobotanica de Belo Horizonte (FZB-BH), desenvolvendo um método que possa se

tornar um modelo para ser aplicado em amostras de aguas coletadas em rios.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Testar a presenca de inibidores de PCR em aguas de diferentes origens;

3.2.2 Testar os efeitos de reagentes purificadores e de um facilitador de PCR em aguas de

diferentes origens;
3.2.3 Determinar a especificidade e sensibilidade dos primers disponiveis para P. argenteus;

3.2.4 Testar outros métodos de extracdo de DNA mais econémicos do que os kits comerciais

de extracao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Padronizacdo da PCR

Foram usadas duas amostras de DNA de Prochilodus argenteus: a amostra nimero 1
(um) foi usada no inicio dos experimentos e foi adquirida nos estoques do Laboratério de
Marcadores Moleculares (LBMM) da Universidade Federal de Minas Gerais e 5 ng de DNA a
amostra numero 2 (dois) foi usada no final dos experimentos e foi extraida no mesmo
laborat6rio porém contém 150 ng de DNA ambos foram extraidos do mesmo individuo e as
amostras de tecidos estdo depositadas no banco UFMG-BDT da UFMG (voucher UFMG-BDT-
PP000001 para P. argenteus). A quantificagdo das amostras 1 (um) e 2 (dois) foram com o
fluorimetro Qubit 2.0 (Life). Com as concentracgdo iniciais de 5 ng/pL e 150 ng/uL foi diluido em
uma série de 8 diluicbes seriadas de 1:10 (até 80 vezes a concentracao inicial, chegando a
0.00000005 e 0,00000015 ng/uL). De acordo com os testes feitos para sensibilidade e
especificidade dos primers, selecionamos trés diluicbes do estoque 2 para dar continuagcédo aos
experimentos: 10™ (15 ng de DNA), 10* (0,0015 ng de DNA) e 10® (0,00015 de DNA) da

concentracao inicial.

Foram testados dois tipos de tampdes nas reacdes de PCR, estes se diferenciam entre
si pela quantidade de magnésio. O tamp&o IC (Phoneutria) que contém 20 MgCl, (mM)3de
magnésio e o tampao IVB (presente no Pré-mix IVB) (Phoneutria) que contém no maximo 3,5

mM de magnésio precipitado por reagao.

Os primers foram testados em reagfes de PCR simples (a partir do DNA gen6mico
extraido) e PCR Nested (utilizando uma amostra de DNA da PCR simples). As reagfes de PCR
foram preparadas com o volume final de 25 uL por tubo, contendo 12,5 pL de Pré-Mix IVB
(Phoneutria), 9,25 uL de agua ultrapura, 0,25 pL de DMSO (1%), 1 yL de Primer Forward, 1 pL
de Primer Reverse e 1 pl de DNA-molde. A amplificacdo do DNA nos primeiros experimentos foi
realizada com PCR simples e com o seguinte programa: 94 °C por 2 minutos, seguido de 45
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 53 °C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos e 5 minutos
de extensdo final a 72 °C, para as demais rea¢gfes de PCR Nested o mesmo programa foi

usado 2 vezes, todos no termociclador da Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler.

ApOs os testes nas reacdes de PCR, foram coletados 5 litros de agua do aquario 18 do
FZB-BH para ser filtrada com o filtro de fibra de vidro (GL).


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/veriti-thermal-cycler.html

18

4.2 Escolha dos primers espécie-especificos e teste de sensibilidade

das reacdes de PCR

Primers mitocondriais da regido controle ou D-loop especificos para espécies Prochilodus
argenteus, P. lineatus e P. costatus foram desenhados por Chagas et al (2015) através da
construcao da biblioteca genémica. Para cada espécie, sdo gerados mapas circulares com as
regides codificadoras e as tabelas de anotacdo. Os genomas mitocondriais das duas espécies
foram comparados entre si e também comparados com o mitogenoma de Prochilodus lineatus
(Carmo et al,. 2014) através da ferramenta CGView Comparison Tool. Essa ferramenta
compara as sequéncias circulares com uma sequéncia referéncia utilizando o BLAST e o
resultado é apresentado em forma de mapas onde as regides de alinhamento entre as
sequéncias sdo destacadas, dependendo dos diferentes graus de identidade entre as

sequéncias comparadas (Grant et al, 2012).

Foram desenhados primers utilizando a ferramenta primer-BLAST, que permite o
desenho de primers alvo-especificos (Ye et al,, 2012). Para o desenho de tais primers utiliza-se
0S seguintes parametros: temperatura de anelamento entre 57 e 63° C e tamanho 6timo de
amplicon entre 300 e 1000 pb. Os primers género-especificos desenhados para o género
Prochilodus sdo testados quanto a sua especificidade em outros géneros de peixes para
certificar que ndo ha amplificacdo em outros géneros que ndo Prochilodus. Ap6s o alinhamento
das sequéncias completas do DNA mitocondrial das espécies P. argenteus, P. costatus e P.
lineatus, Chagas et al (2015) selecionaram manualmente primers espécie-especificos e primers
gue gerassem amplicons de tamanhos diferentes que permitissem a identificacdo das diferentes

espécies em um gel de eletroforese.

ApOs a identificagdo e sele¢do dos primers, foram padronizadas as PCR considerando
as temperaturas de anelamento, nimero de ciclos, concentracdes de dimetilsulfoxido (DMSO) e
dois tipos de tampéo fornecidos pela empresa Phoneutria® (tampdes IC e o Pré-mix IVB). Os
primers espécie-especificos gerados por esse estudo foram os primers forward PcalO5F,
PcalO6F, Pcal07F, PcalO8F Pcal 09F, Pcall0F, PcalllF (feito a partir da substituicdo de uma
sequéncia de AAA por GGT a partir do primer Pcal09), Pcall2F, Pcal 13F, Pcall4F e Pcall5F e

os primers reverse género-especifico Pcal 04R 01 e Pcal 04 R0O2 (Anexo).
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4.3 Teste com agua do rio Pandeiros e do aquario 18 com PCR

simples.

Para fins comparativos de técnicas de captura de eDNA foram feitos testes de PCR com
a agua sem filtragem e sem extracdo do rio Pandeiros coletada previamente e com 4gua do

aquario 18.

4.4 Obtenc&o de amostras de 4gua

Foram coletadas amostras do Pandeiros (coletadas previamente na regido de
Felixlandia), da adgua da Lagoa da Pampulha de Belo Horizonte (cerca de 15 ml); 4gua da
torneira do ICB-UFMG e &gua dos aquarios 18 e 19 do Zooldgico de Belo Horizonte (FZB-BH)
(Figura 5) (o Aquério 18 tinha quatro espécimes de Prochilodus argenteus com cerca de 60 cm
de comprimento em 114.000 litros de agua; o Aquério 19 tinha 157 Prochilodus argenteus com
cerca de 15 cm de comprimento em 26.400 litros de agua(coletadas em galBes previamente
desinfectados com hipoclorito 15%). O DNA foi obtido por filtragem da agua com filtros GL

(filtros de fibra de vidro) (Whatman®) de trinta minutos a 3 horas apds a coleta.
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Figura 5: Coleta de eDNA no aquério 19 da
FZB-BH (MG). Foto: Camila Dergam.

4.5 Extrac&o da amostras controle numero 2 de P. argenteus.

A extracao do DNA de Prochilodus argenteus (amostra controle numero 2) foi realizada
com o método de proteinase K e fenol-cloroformio (Sambrook et al,,1989) que consiste na
digestdo enzimatica de células e tecidos (pela proteinase K), solubilizacdo de membranas e
desnaturacdo de proteinas com detergente SDS e a purificagdo dos acidos nucleicos utilizando

solventes orgéanicos (fenol-cloroférmio).

Com o uso de gral, pistilo e gelo seco, macerou-se trés gramas de tecido muscular. Em
um tubo de 15 mL adicionou-se o tecido macerado e 1,5 mL de TEN 9 (50 mM Tris-HCI, pH 9,
100 mM EDTA, 200 mM NaCl) agitou-se o tubo até formar uma mistura homogénea. Adicionou-
se 150 yL de SDS 20% e 150 pL de Proteinase K (10 mg/mL). Ap6s a homogeneizacgdo, a
solucao foi incubada a 56 °C durante 10 horas. O DNA extraido foi purificado pelo método fenol-
cloroférmio e alcool 70%. A primeira etapa da purificagéo foi feita utilizando um volume de 500
pL de fenol tamponado pH 7,4 — 8 (Phoneutria) agitando-o durante 15 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado a 16.000 x g e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A
segunda etapa da purificacdo foi feita num volume de 500 pL de cloroférmio e a solucéo foi
agitada durante 15 minutos. Apés centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para um novo

tubo. O DNA foi precipitado com solucéo de precipitacdo (Phoneutria), centrifugado a 16.000 x
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g por 15 minutos; finalmente, a solu¢do de precipitacéo foi descartada e a lavagem do pellet foi

realizada duas vezes com alcool 70% resfriado a -20 °C.

4.6 Teste da presenca de inibidores de PCR em aguas de diferentes

procedéncias.

Na reacdo de PCR, a presenca de possiveis inibidores foi testada substituindo a agua
ultrapura por agua de diferentes procedéncias (do rio Pandeiros, dos aquarios 18 e 19 do FZB-

BH, &gua da torneira, agua ultrapura e 4gua da lagoa da Pampulha).

4.7 Teste do efeito de purificadores de DNA e do facilitador de PCR
(BSA 1%) em trés tipos de aguas.

Com o objetivo de eliminar os efeitos dos inibidores de PCR, foram testados dois produtos
considerados de efeito purificador do DNA: carvéo ativado e Chelex 100°. O teste com carvéo
ativado foi realizado adicionando 5 pg de carvao ativado em 150 pl de uma solucdo contendo
15 ng/ul de DNA. Esta solucdo foi vortexada durante 2 minutos e centrifugada durante 10
minutos a 16.000g.

O protocolo com Chelex 100® foi baseado no método descrito por Coombs et al, (1999).
Em cada tubo foi adicionado 100 pl de Chelex 100®; os tubos foram aquecidos a 99°C durante
10 minutos e agitados suavemente apds o aquecimento. O facilitador de PCR foi adicionado ao

Mix de PCR na concentragéo de 1% do volume total final (20uL).

Para testar a acéo de purificadores e do facilitador BSA foi feito com o intuito de diminuir
0 custo da extracdo de DNA por amostra. Geralmente as extracdes de eDNA dos filtros sdo
feitas com kits (Eichmiller, 2015, 2016) porém o custo pode chegar a 30 reais por amostra
enguanto que outras substancias como carvao ativado custaria menos de 0,10 centavos por

amostra e o Chelex 100 custaria menos de 1,00 real por amostra.
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4.8 Padronizacdo de volume de amostra para a captura de DNA

ambiental.

O método de captura de DNA ambiental foi realizado conforme Eichmiller (2014). Foram
coletados 5 litros de agua do Aquario 18 e do Aquario 19. A padronizacdo da quantidade de
agua filtrada das duas amostras foi estabelecida a partir da quantidade necessaria para
promover o entupimento do filtro de fibra de vidro (GF), utilizando a amostra de agua com maior
turbidez. Os filtros utilizados foram condicionados dentro de uma placa de petri estéril e

armazenados a -20°C.

4.9 Extracdo do DNA ambiental

Os filtros com material obtido a partir da filtragem das amostras de aguas coletadas nos
aquarios 18 e 19 foram processados com o kit QlAamp DNA Stool (Qiagen, Hilden, Germany)
usando o protocolo para analise de DNA humano. Esse kit foi selecionado por conter resinas
gue promovem a remocao de inibidores, além de ser um protocolo eficiente na extracdo do
DNA de células eucariotas (Persson, 2010; Eichmiller, 2014). A extracao foi feita com 1cm? do

filtro congelado, cortado com estiletes previamente desinfetados com hipoclorito 15%.
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5 RESULTADOS

Todas as reacdes demonstradas nesse trabalho foram repetidas no minimo duas vezes,
com temperatura de anelamento a 53°C. A eletroforese foi feita em gel de agarose a 1,5% e
corado com brometo de etidio. O marcador molecular utilizado em todas as corridas foi o
Ladder 752 da Phoneutria que marca as bandas de tamanho 700 bp, 500 bp e 200 bp.

5.1 Padronizacao da PCR

Foram testados dois tipos de tampdo de PCR (IVB e IC) que se diferenciam pela
guantidade de magnésio. O tampao VB foi selecionado por ter amplificado a regido desejada
(Dloop) com maior sucesso, levando a um aparecimento de uma banda forte no gel de agarose,

portanto nossos experimentos foram conduzidos com o Tampéo IVB.

Ladder

Figura 6: Foto do gel de agarose. Eletroforese dos produtos de amplificacdo da regido
controle (Dloop) do DNA mitocondrial feita para testar a eficiéncia de duas reagfes com dois
diferentes tipos de tampfes. Foram testados o pré-mix IVB (Phoneutria) e o Tampéo IC
(Phoneutria) com o par de primers Pcal 09F(Forward) e Pcal04R02 (Reverse). “C-” sdo os
controles negativos, “Ladder” € o marcador molecular. Tamanho de banda esperado: 600bp a
700bp.



24

5.2 Testes de especificidade dos primers

A especificidade dos conjuntos de primers desenvolvidos por Chagas et al, (2015)
(Figura 7) para testar a especificidade de cada conjunto de primers. As figuras 8 e 9 mostram
os resultados dos testes. Foram eliminados os primers PcalO5F, PcalO6F, Pcal0O8F, PcalllF

devido a auséncia de amplificacdo nas amostras de P. argenteus e P. costatus.

Pcal 09F

Pcal 10F Pcal 12F Pcal 05F Pcal 07F Pcal 14F

Pcal 11F Pcal 13F Pcal06F Pcal 08F Pcal 15F Pcal 04R02
i A A A A A
A B c D E R

Figura 7: Posicdo dos primers que foram testados. De acordo com Chagas et al,
(2015) o comprimento dos amplicons de Aa R é de 793 bp, deBa R é de 643 bp,deCaR é
de 615 bp, Da R é de 606 bp e E a R € 511 bp. A linha destacada em verde representa a

regido D-loop do DNA mitocondrial.



Figura8: PCR para avaliacdo da especificidade dos primers.

Fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial
utilizando os primers Pcal O5F a Pcall5F(Forward e Pcal04R02
(Reverse). As reacdes foram realizadas utilizando “eDNAL”

“‘eDNA2” (duas amostras coletadas no rio Pandeiros);
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“P.arg”, (Prochilodus argenteus); “P.cos” (Prochilodus costatus); “P.lin” (Prochilodus lineatus);

[T

“Lep” (Leporinus elongatus), “-“ (controle negativo) e marcador molecular. Tamanho de banda
esperado: 500bp a 700bp.



Pcal 07

A
fo AT s e )

Pcal 07
A

- 8 9

Figura 9: Confirmacdo da especificidade dos primers.

Fragmentos da regido controle ( D-Loop) do DNA mitocondrial
utilizando os primers Pcal 05F a Pcall4F(Forward) e Pcal04R02
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(Reverse). As reacdes foram realizadas utilizando “eDNA1”, “eDNA2”, “eDNA3” (amostras
coletadas no rio Pandeiros); “P.arg”, “P.arg2” (dois DNAs controle diferentes do mesmo
espécime de Prochilodus argenteus); “P.cos”, “P.cos2” (dois DNAs controle diferentes do

mesmo espécime de Prochilodus costatus); “P.lin", “P.lin2” (dois DNA’s controle diferentes do

mesmo espécime de Prochilodus lineatus); “Lep” (Leporinus elongatus), “-“ (controle negativo) e

o ladder 752 (marcador molecular). Tamanho de banda esperado: 500bp a 700bp.

Os primers Pcal09F, Pcall2F, Pcall3F e Pcal 14F também foram novamente testados
em DNA de P.argenteus e P.costatus e com amostras coletadas diretamente da agua do rio
Pandeiros; a amostra proveniente do rio Pandeiros foi amplificada (Figura 10). Essas reacgdes
foram testadas quatro vezes com mais de quatro amostras diferentes do rio Pandeiros, porém
esse resultado se mostrou muito variavel e as amostras do rio Pandeiros nao foram incluidas
nas andlises posteriores. Percebe-se no gel que houve amplificacdo de uma das amostras do
Rio Pandeiros, porém esse resultado ndo se repetiu em outras reagbes, ndo mostrando

confiabilidade.

+ Pcal 04R02 Pcal 12+ Pcal 04R02 Pcal 13 + Pcal 04R02 + Pcal 04R02

9 10 3 Rl e 7 13 14 15 16

# 700bp
% 500bp

#9200 bp
Ladder

Figura 10: PCR simples de fragmento da regido controle (Dloop) do DNA
mitocondrial utilizando os primers Pcal 09F, Pcal 12, Pcal 13, Pcall4F(Forward) e

Pcal04R02 (Reverse). As reacbes foram realizadas utilizando “eDNA1” e “eDNA2” (duas



29

amostras coletadas no rio Pandeiros); “P.arg”, (P. argenteus); “P.cos” (P. costatus); “-“ (controle
negativo) e o ladder 752 (marcador molecular). As amostras sinalizadas no gel demonstram
DNA que foi amplificado a partir da 4gua do Rio Pandeiros. Tamanho de banda esperado: 600
bp a 700 bp.

5.3 Testes de sensibilidade dos primers

Apbs a fase de testes de especificidade, os ensaios foram restritos a espécie P.
argenteus. Diluimos o DNA controle de P.argenteus (5 ng/pL) em oito aliquotas com valores
decrescentes de diluicbes a 10, (diluicdo até 80x) para realizar o teste de sensibilidade dos
primers escolhidos. Ap6s os resultados demonstrados na Figura 11, eliminamos o primer
forward Pcall2F, por apresentar baixa especificidade, pois obtivemos uma banda somente no
controle positivo, com 5 ng de DNA.



Pcal 07+ Pcal 04R02

+ Pcal 04R02

8 9 10 111)\12
700bp
500bp
200bp

C- Ladder

Pcal 14 + Pcal 04R02
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9 + Pcal 04R02

+ Pcal 04R02

8 9 10 11\ 12
500bp

S Z00bp
200bp

C- Ladder

10 11\ 12

_ 700bp
% 500bp

200bp

Ladder

Figura 11: Teste de sensibilidade de alguns primers. Fragmento da regido controle

(Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal 07, Pcal 09, Pcal 12, Pcal 13,

Pcall4 e Pcal04R02 (Reverse). Cada gel representa um conjunto de primer diferente. As

amostras com 5 ng de DNA estdo representados nas colunas 1 e suas diluicdes nas colunas

2,3,4,5,6,7,8,9 e 10. “C-" controles negativo; “Ladder” representa os marcadores moleculares.

Tamanho de banda esperado: 600bp a 700bp.
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Os proximos testes foram feitos utilizando o produto da reagéo da figura 11 para fazer o
PCR Nested de cada primer (Figuras 12 a 15). Com base na amplificagdode cada par de
primers, foi selecionado o par de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na reacdo de PCR, enquanto
gue o par de primers Pcall4F e Pcal04r02 foi selecionado para a reacédo de PCR Nested.

Pcal 7 +Pcal 7 Pcal7 + Pcal 13

I

|\ B 1".
/\ VAN
[ 1 2 S5 e S By Umnd 11 .12 [1 253 R4S SNED SRR o 10 = 11112

ws 700bp
S 500bp

S 200bp

- Ladder

Pcal 7 +Pcal 14

/l‘.

-
FASN{ SO0 11 \12 67891011\12

Pcal 7 +Pcal 9

700bp
" 500bp

200bp

Ladder

Figura 12: Teste de sensibilidade dos primers na reacdo de PCR Nested.
Fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal
07F e Pcal0O4R02 (Reverse) na primeira reacdo e Pcal 07F, Pcal 09F, Pcal 12, Pcal 13,
Pcall4F(Forward) e Pcal0O4R02 (Reverse) na reacdo Nested. As letras “A”, “B”, “C” e “D”
representam primers diferentes usados na reagdo de PCR Nested. As amostras com 5 ng de
DNA estéo representados nas colunas 1 e suas diluicbes nas colunas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10,
“C-" controle negativo; “Ladder” representa o marcador molecular. Tamanho de banda
esperado: 600bp a 700bp.
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Pcal 9 + Pcal 7 Pcal 9 + Pcal 13

FENN2

.-
S 700bp S ¥
" 500bp

200bp

- - -9
C- Ladder 10 C- Ladder

e
500bp

S 200bp  C+

10
C- Ladder

Figura 13: Teste de sensibilidade 2 dos primers na reacdo de PCR Nested. PCR do
fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal
09F e Pcal04R02 na primeira reacdo e os primers Forward Pcal 07, Pcal 09, Pcal 12, Pcal 13,
Pcall4 com o primer reverse Pcal04R02 na reacdo Nested. Cada gel representa um primer
diferente na reacdo de PCR Nested. As amostras com 5ng de DNA estédo representados nas
colunas 1 e suas diluigbes nas colunas 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 e 10, “C-" controle negativo; “Ladder”
representa o marcadores moleculares. Tamanho de banda esperado: 600bp a 700bp.
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Figura 14: Teste de sensibilidade 3 dos primers na reacdo de PCR Nested. PCR do
fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal
13 e Pcal04R02 na primeira reacdo e os primers forward Pcal 07, Pcal 09, Pcal 12, Pcal 13,
Pcall4 e o primer reverse Pcal04R02 na reacdo Nested. Cada gel representa um conjunto de
primer diferente na reacdo de PCR Nested. As amostras com 5ng de DNA est&o representados
nas colunas 1 e suas diluicdes nas colunas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, “C-" sdo os controles
negativos e “Ladder” representa os marcadores moleculares. Tamanho de banda esperado:
600bp a 700bp.



34

Pcal‘14 7 B Pcal 1‘4 +13

A\
.

5 sbaalaeds 9 10 11) 12 (—/%
700bp BT 6 7 8 9 10 11\12

700
po 4 500}

200bp 200b
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Figura 15: Teste de sensibilidade 4 dos primers na reacdo de PCR Nested. PCR do
fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal
14 e Pcal04R02 na primeira reacdo e Pcal 07, Pcal 09, Pcal 12, Pcal 13, Pcall4 e Pcal04R02
na reacdo Nested. Cada gel representa um conjunto de primer diferente na reacdo de PCR
Nested. As amostras com 5ng de DNA estéo representados nas colunas 1 e suas diluicbes nas
colunas 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9 e 10, “C-” controle negativo; “Ladder” marcador molecular. Tamanho
de banda esperado: 600bp a 700bp.
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5.4 Extracao de DNA

Devido a inconstancia em nossos resultados até mesmo com 0s primers, tomou-se a
decisdo de extrair novamente o DNA do P. argenteus (150 ng) (figura 16). Foi aplicado 1ul do
produto da extracdo em uma canaleta e em outras duas canaletas foram aplicados 10 e 20u do
produto da extracdo para avaliarmos como a quantidade de DNA afeta a interpretacdo ao
visualizarmos no gel de agarose, percebe-se que se aplicarmos muito DNA ha aparecimento de

arraste na canaleta.

Figura 16: Eletroforese do DNA extraido. As amostras de DNA foram aplicadas no gel
em diferentes quantidades: 150 ng de DNA (1 pL) na canaleta de namero 1, 1500ng (10 L) na

canaleta de niumero 2, e 3000ng de DNA (20uL) na canaleta de nimero 4.

Repetimos o PCR com o par de primers Pcal07F/Pcal04R02 e Pcall4F/Pcal04R02
(figura 17 e o Nested figura 18). Percebemos duas bandas no resultado do Nested e para
termos certeza que ndo era contaminacao e provar que pode ser excesso de primer da primeira
reacao, foi feito um PCR Nested com os primers Pcall4F, Pcal04R02 e um Nested sem primers

(figura 19), provando dessa forma que a banda mais pesada foi produto carregado da primeira
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reagdo (com os primers Pcal07F, Pcal04R02). Essa interpretagdo € consistente, pois o tamanho

da sequéncia de DNA a ser replicada no primeiro PCR é maior do que no PCR Nested.

Pcal 07 + Pcal 04R02 Pcal 14 + Pcal 04R02

b a8 298y 10° 11

R 700bp = 700bp

WS 500bp 500bp

200bp 200bp

Ladder s Ladder

Figura 17: PCR teste com o DNA extraido. Fragmento da regido controle (Dloop) do
DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal 07F, Pcal04R02 e Pcal 14F, Pcal04R02 e
o DNA recém extraido de P. argenteus. A foto “A” representa os primers Pcal 07F e Pcal
04R02, a foto “B” representa os primers Pcal 14F e Pcal 04R02. As diluigbes do DNA (1: 10™
com 15 ng/uL de DNA; 2: 10%= 1,5 ng/uL e 3: 10°= 0,15 ng/uL), “C-” é o controle negativo e
“Ladder” representa o marcador molecular. Tamanho de banda esperado: 600 bp a 700 bp.
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Figura 18: PCR Nested do DNA extraido. Fragmento da regido controle (Dloop) do
DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo e
Pcall4F e Pcal04R02 na reacdo de PCR Nested. O gel “B” é replicata do gel “A”. As reacbes
foram realizadas utilizando “C+” (DNAs estoques com 150 ng), diluicbes do DNA estoque nas
canaletas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, “C-" (controles negativos) e “Ladder” (marcador molecular).

Tamanho de banda esperado: 600bp a 700bp.
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Pcal 07 + Nested com Pcal 14 Pcal 07 + Nested sem primer
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Figura 19: Produtos de amplificacdo da regido controle (Dloop) do DNA
mitocondrial de P. argenteus. Foram utilizados os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na
primeira reacéo e Pcall4F e Pcal04R02 na reacdo Nested os primers Pcal 07F e Pcal0O4R02 (1
a 8) na primeira reacdo de PCR e na reacdo Nested néo foi aplicado nenhum primer (9 a 16).
As reacOes foram realizadas utilizando “C+” (150ng de DNA), suas diluicdes nas colunas2 a7 e
9 a 15, “C-” (controle negativo) e “Ladder” (marcador molecular). Tamanho de banda esperado:
600 bp a 700 bp.
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5.5 Testes de inibidores

Com o intuito de caracterizar os possiveis efeitos da presenca de inibidores nas reacdes
de PCR, a agua ultrapura foi substituida por aguas de diferentes origens. Foram utilizadas a
agua ultrapura (mantida apenas como controle positivo) (Figura 20), agua da torneira do ICB
(Figura 21), agua do aquario 18 do FZB-BH (Figura 22), 4gua do aquario 19 do FZB-BH (Figura
23), agua do rio Pandeiros (Figura 24) e agua da Lagoa da Pampulha de Belo Horizonte (Figura
25).
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Figura 20: Teste de inibidores com &gua ultrapura. Produtos das reacdes de duas
PCRs do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de
primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo “A” e na sua duplicata “B” e Pcall4F e
Pcal04R02 na reacdo Nested “AN” e sua duplicata “BN’. As duas rea¢des foram conduzidas
utilizando os controles com 150 ng de DNA “C+”, suas diluicbes nas colunas 2, 3,4, 5,6, 7,8 e
9, os controles negativos “C+” e o marcador molecular “Ladder”. Tamanho de banda esperado:
500bp a 700bp.
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Figura 21: Teste de inibidores com agua da torneira do ICB. Produtos das reacdes
de duas PCRs do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares
de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reagcdo nomeada “A” e sua duplicata “B”. Pcall4F
e Pcal04R02 na reacdo Nested “AN" e sua duplicata “BN". As duas reagbes foram conduzidas
utilizando os controles com 150ng de DNA “C+”, suas diluicbes nas colunas 2, 3, 4,5,6,7,8 e
9, os controles negativos “C+” e o marcador molecular “Ladder”. Tamanho de banda esperado:
500bp a 700bp.
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Figura 22: Teste de inibidores com agua do aquério 18 da FZB-BH. Produtos das reacdes
de duas PCRs do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares
de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reagcdo nomeada “A” e sua duplicata “B”. Pcall4F
e Pcal04R02 na reagdo Nested nomeada “A\” e sua duplicata “By”. As duas reagbes foram
conduzidas utilizando os controles com 150ng de DNA “C+”, suas diluigdes nas colunas 2, 3, 4,

5,6, 7,8 e9, os controles negativos “C+” € o marcador molecular “Ladder”’. Tamanho de banda
esperado: 500bp a 700bp.
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Figura 23: Teste de inibidores com agua do aquério 19 da FZB-BH. Produtos das
reacoes de duas PCRs do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando
os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo nomeada “A” e sua duplicata “B”.
Pcall4F e Pcal04R02 na reacdo Nested nomeada “Ay” e sua duplicata “By”. As duas reagbes
foram conduzidas utilizando os controles com 150ng de DNA “C+”, suas diluicdes nas colunas
2,3,4,5,6,7,8e9, os controles negativos “C+” e o marcador molecular “Ladder”. Tamanho de
banda esperado: 500bp a 700bp.
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Figura 24: Teste de inibidores com agua do rio Pandeiros. Produtos das reacdes de
duas PCRs do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de
primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo nomeada “A” e sua duplicata “B”. Pcall4F e
Pcal04R02 na reacdo Nested nomeada “A\” e sua duplicata “By”. As duas reagdes foram
conduzidas utilizando os controles com 150ng de DNA “C+”, suas diluigdes nas colunas 2, 3, 4,
5,6, 7, 8 e9, os controles negativos “C+” e o marcador molecular “Ladder”’. Tamanho de banda
esperado: 500bp a 700bp.
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Figura 25: Teste de inibidores com agua da Lagoa da Pampulha. Produtos das
reagOes de duas PCRs do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando
os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reagdo nomeada “A” e sua duplicata “B”.
Pcall4F e Pcal04R02 na reacdo Nested nomeada “Ay” e sua duplicata “By”. As duas reagdes
foram conduzidas utilizando os controles com 150ng de DNA “C+”, suas diluigbes nas colunas
2,3,4,5,6,7,8e9, os controles negativos “C+” e o marcador molecular “Ladder”. Tamanho de
banda esperado: 500bp a 700bp.
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A Tabela 1 e a Figura 26 mostram que a reacdo de PCR foi mais inibida em meios em
gue suspeita-se ter maior quantidade de matéria organica. Os resultados obtidos das diferentes
amplificag6es de agua deram origem a tabela 1.

Tabela 1: Quantidade minima de DNA detectada nas duas reacGes de PCR

testando amostras de dgua de diferentes origens.

e de dE v Concen?rggéo mipima Concen?rggéo miPima
necessaria (reacao 1) necessaria (reacao 2)
Agua ultrapura 10® = 0,0015 ng de DNA 10®° = 0,0015 ng de DNA
Agua da torneira 10%=0,15 ng de DNA 10* = 0,015 ng de DNA
Agua do Aquario 18 10% = 1,5 ng de DNA 10® = 0,15 ng de DNA
Agua do Aquario 19 10® = 0,15 ng de DNA 10° = 0,15 ng de DNA
Agua do Rio Pandeiros 10* = 0,015 ng de DNA 10® = 0,15 ng de DNA
Agua da Lagoa da Pampulha 10" = 15 ng de DNA Sem amplificacdo
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Figura 26: Relacdo entre a quantidade de DNA e amplificagdo visivel em gel de
agarose. No eixo x, “U” representa agua ultrapura, “T” agua da torneira, “R” agua do rio

Pandeiros, “18” agua do aquario 18, "19” agua do aquario 19 e "P” agua da lagoa da Pampulha.

5.6 Testes com alguns purificadores

Apos os resultados das reacdes inibitorias de PCR, foram selecionados 3 amostras de
aguas que obtiveram diferentes resultados nos testes com inibidores para submeté-las a
tratamentos de purificagdo e de um facilitador. As amostras selecionadas foram: aquario 18 do
FZB-BH (0.15 ng) (Figura 26 e 27) agua do rio Pandeiros (0.015 ng) (Figura 28 e 29), agua da
lagoa da Pampulha (15 ng) (Figura 30 e 31). Observou-se que o BSA (1%) aliado ao carvao
ativado obteve resultados melhores comparados com a 4gua sem tratamento. Devido ao
grande numero de ciclagens, foi identificado um grande nimero de amplicons levando a um

arrasto no gel de agarose.

Como pode-se ver na figura 26, nas reacGes C,D e E a amplificacdo de DNA variou
significativamente, amplificando com 15ng de DNA e 0,0015ng de DNA ou 15ng e 0,015ng de
DNA ou ainda somente 0,0015ng de DNA, mostrando ndo ser um resultado confiavel. Porém,

com o uso do BSA houve uma significativa melhora das bandas que apareceram.
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Figura 27: Tratamento da agua do aquario 18 da FZB-BH com carvéo ativado.

Produtos das reacdes de PCR do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial de
P. argenteus utilizando os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacéo (A-F) e
Pcall4F e Pcal04R02 na reacdo Nested (An-Fn). As canaletas 1, 2 e 3 representam amostras
com 15 ng, 0,015ng e 0,0015ng de DNA respectivamente. A/An PCR controle com &gua
ultrapura e sem tratamento; B/Bn PCR com agua do aquério 18, sem tratamento; C/Cn, D/Dn e
E/En, PCR com amostras de agua do aquério 18 tratadas com carvao ativado; F/Fy PCR com

agua do aquario 18 tratada com carvao ativado e adicdo de BSA (1%) ao mix de PCR.
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Na figura 27, pode-se ver que as reacdes C,D e E ndo obtiveram melhoras significativas na

amplificacdo de DNA quando comparadas com as reac¢des amplificando somente com 15ng de
DNA.

Figura 28: Tratamento da agua do aquario 18 da FZB-BH com Chelex 100. Produtos
das reacbes de PCR do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial de P.
argenteus utilizando os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo (A-F) e
Pcall4F e Pcal04R02 na reacdo Nested (An-Fn) usando dgua do aquario 18 do FZB-BH antes e
apos tratamento com Chelex 100 e BSA(1%). As canaletas 1, 2 e 3 representam amostras com
15 ng, 0,015ng e 0,0015ng de DNA respectivamente. A/An PCR controle com 4gua ultrapura e
sem tratamento; B/Bn PCR com &gua do aquério 18, sem tratamento; C/Cn, D/Dn e E/Ey, PCR
com amostras de 4gua do aquério 18 tratadas com Chelex 100; F/Fy PCR com &gua do aquério
18 tratada com Chelex 100 e adicdo de BSA (1%) ao mix de PCR.
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As figuras 29 e 30 demonstram os resultados das amostras de agua do rio Pandeiros
gue passaram pelos tratamentos com purificadores e facilitador BSA (1%), percebe-se que um
dos tratamentos com Chelex 100 obteve resultado melhor do que a dgua do rio Pandeiros sem

tratamento, porém esse resultado ndo se manteve nas PCRs 1,3 e 4.

Figura 29: Agua do rio Pandeiros tratada com Carvéo ativado. Produtos das reacdes
de PCR do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial de P. argenteus
utilizando os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo (A-F) e Pcall4F e
Pcal04R02 na reacao Nested (Ay-Fy) usando 4gua do rio Pandeiros antes e apos tratamento
com Carvao ativado e BSA(1%). As canaletas 1, 2 e 3 representam amostras com 15 ng,
0,015ng e 0,0015ng de DNA respectivamente. A/An PCR controle com agua ultrapura e sem

tratamento; B/Bn PCR com agua do rio Pandeiros, sem tratamento; C/Cn, D/Dn e E/Ey, PCR
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com amostras de agua do rio Pandeiros tratadas com carvao ativado; F/Fy PCR com agua do

rio Pandeiros tratada com carvao ativado e adicdo de BSA (1%) ao mix de PCR.

Figura 30: Agua do rio Pandeiros tratada com Chelex 100. Produtos das reacdes de

PCR do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial de P. argenteus utilizando
os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo (A-F) e Pcall4F e Pcal04R02 na
reacdo Nested (Ay-Fn) usando agua do rio Pandeiros antes e apds tratamento com Chelex 100
e BSA(1%). As canaletas 1, 2 e 3 representam amostras com 15 ng, 0,015ng e 0,0015ng de
DNA respectivamente. A/An PCR controle com agua ultrapura e sem tratamento; B/Bn PCR com
agua do rio Pandeiros, sem tratamento; C/Cn, D/Dn e E/Ey, PCR com amostras de agua do rio
Pandeiros tratadas com Chelex 100; F/Fy PCR com agua do rio Pandeiros tratada com Chelex
100 e adigédo de BSA (1%) ao mix de PCR.
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As figuras 31 e 32 mostram os resultados das amostras de 4gua da lagoa da Pampulha
gue passaram pelos tratamentos com purificadores e facilitador BSA(1%), percebe-se houve
uma melhora nas bandas no tratamento com carvao ativado (Letras D e E) mas este resultado

nao se repetiu nas PCRs C e F.

Figura 31: Agua da lagoa da Pampulha tratada com carvdo ativado. Produtos das

reacoes de PCR do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial de P. argenteus
utilizando os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo (A-F) e Pcall4F e
Pcal04R02 na reacdo Nested (An-Fn) usando dgua da lagoa da Pampulha antes e apos
tratamento com carvéo ativado e BSA (1%). As canaletas 1, 2 e 3 representam amostras com
15 ng, 0,015 ng e 0,0015 ng de DNA respectivamente. A/An PCR controle com &gua ultrapura e
sem tratamento; B/Bn PCR com 4gua da lagoa da Pampulha 18, sem tratamento; C/Cn, D/Dn e
E/En, PCR com amostras de dgua da lagoa da Pampulha tratadas com carvao ativado; F/Fy
PCR com agua da lagoa da Pampulha tratada com carvédo ativado e adicdo de BSA (1%) ao
mix de PCR.
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Figura 32: Agua da lagoa da Pampulha tratada com Chelex 100. Produtos das

reacoes de PCR do fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial de P. argenteus
utilizando os pares de primers Pcal 07F e Pcal04R02 na primeira reacdo (A-F) e Pcall4F e
Pcal04R02 na reacdo Nested (An-Fn) usando agua da agua da lagoa da Pampulha antes e
apos tratamento com Chelex 100 e BSA(1%). As canaletas 1, 2 e 3 representam amostras com
15 ng, 0,015ng e 0,0015ng de DNA respectivamente. A/An PCR controle com agua ultrapura e
sem tratamento; B/Bn PCR com agua da lagoa da Pampulha, sem tratamento; C/Cn, D/Dn e
E/En, PCR com amostras de agua do rio Pandeiros tratadas com Chelex 100; F/Fy PCR com

agua da lagoa da Pampulha tratada com Chelex 100 e adicdo de BSA (1%) ao mix de PCR.

No fim do experimento, foram filtrados 3,375 Litros do aquério 18 do FZB-BH e logo em

seguida realizado o PCR do filtro (GF), onde podemos ver na figura 33, as primeiras PCRs
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simples ndo apresentaram bandas do filtro como esperado mas na reagdo de PCR Nested

apareceram bandas fortes nas trés reagdes, o que demonstra ser um resultado confiavel.

C-

200bp

Ladder

Ladder

Figura 33: Resultado do PCR do filtro GL. Produtos das reacbes de 6 PCRs do
fragmento da regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial utilizando os pares de primers Pcal
07F e Pcal04R02 na primeira reacdo de PCR e Pcall4F e Pcal04R02 na reacédo Nested usando
DNA extraido do filtro (GF) do aquério 18 do FZB-BH. Os controles negativos estao
representados por “C-“ nas canaletas enumeradas 2, 5 e 8. Os controles positivos com 150ng
de DNA estdo nas canaletas 3,6 e 9 e 0 DNA extraido dos filtros (GF) estdo representados nas
canaletas 4,7 e 10. Houve adicdo de BSA (1%) ao mix de PCR como recomendado pelo
fabricante do Kit de extracdo. Para marcar as bandas foi utilizado o Ladder 752, representado

nos géis pelo numero 1. Tamanho de banda esperado: 500bp a 700bp.
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6 DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho foram muito interessantes, pois conseguiu-se demonstrar
que o efeito de inibidores é um fator que deve ser considerado, apesar de existirem kits de
extracdo capazes de reverter a agdo dos inibidores, seu custo € muito alto (cerca de 30 reais
por extracdo), sendo importante o estudo mais aprofundado de outras substdncias mais

econdbmicas.

O desempenho dos conjuntos de primers especificos com alta sensibilidade (até
0,00015 ng de DNA) foi satisfatério na PCR priméaria e Nested PCR. Também seria possivel
adotar o método de metabarcoding usando primers genéricos ou universais (Ward et al, 2005;
Taberlet et al, 2012), mas em condigbes em que procura-se identificar uma espécie rara ou
outras espécies presentes em baixa quantidade estas podem permanecer ndo detectaveis
(Taberlet et al, 2007; Jorgensen et al . 2012; Murray et al 2012). De acordo com Wilcox et al,
(2013) é de extrema importancia o uso de primers espécie-especificos em trabalhos envolvendo
eDNA para evitar falso-negativos, assim como foi feito em outros trabalhos com as espécies: ra-
touro (Rana catesbeiana) em lagos na Franca (Ficetola et al, 2008), carpa asiatica
(Hypophthalmichthys molitrix) e a carpa cabeguda (H. nobilis), que foram introduzidas no rio
Mississippi na América do Norte (Kolar et al, 2007) e a &gua-viva africana (Hemichromis

letourneuxi) (Moyer et al 2014).

O carvao ativado e o Chelex 100 foram escolhidos por serem purificadores de agua
conhecidos, porém existem outros que poderdo ser testados como PVP, DEEA, fenol
cloroférmio, etc. Nossos testes feitos com os purificadores carvdo ativado e Chelex 100 ndo
obtiveram resultados reprodutiveis que possam ser prontamente incorporados a protocolos
envolvendo eDNA. De fato, Diédhiou et al, (2014) demonstraram que ha perda de DNA quando
usa-se carvao ativado para purificar, embora o DNA purificado com carvdo ativado seja mais
puro. Nas condi¢ces do nosso experimento a quantidade de DNA era muito baixa e portanto, é
incompativel com o uso deste purificador. O BSA obteve resultados satisfatérios quando
comparado aos resultados sem o BSA. Um resultado curioso foi o aparecimento de uma banda
no tratamento da 4gua da Lagoa da Pampulha. Sabe-se que a a4gua da Lagoa da Pampulha é
rica em material organico (Lamas, 2007) isso inclui os maiores responsaveis por inibir a PCR,
0s acidos humicos e o BSA tem como propriedade a retirada de compostos fenélicos da reagéo

(Al-Soud e Radstrom, 2000), porém, mais testes sdo necessarios.
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Obtivemos sucesso em detectar eDNA de Prochilodus argenteus através da filtragem
com filtros GL, através do kit de extracdo da QlAamp Stool Mini Kit e da amplificacédo feita com
os primers Pcal0O7F, Pcal04R02 e Pcall4F, Pcal04R02. Os resultados com testes purificadores
ndo demonstraram resultados satisfatorios. Ao conseguirmos detectar DNA no aquério através
da filtragem de 3,375 litros de &gua, provamos que é possivel detectar o DNA de peixes mesmo
tendo apenas quatro P.argenteus adultos em 114.000 litros de agua.

De acordo com Turner et al, (2014) o DNA se acumula mais nos sedimentos dos rios do
gue na superficie da agua; assim, a maior parte do eDNA da carpa comum se acumula
rapidamente no fundo dos tanques, A coleta de agua do aquério 18 foi feita sem sedimentos, e
mesmo assim, a quantidade de DNA detectado foi satisfatério de acordo com a banda vista no
gel na Figura 33. Outro fator importante é o tempo entre coleta e filtragem da agua; nossos
resultados apontam que DNA esta presente na amostra se a agua for filtrada em menos de uma
hora apés a coleta. De acordo com Eichmiller et al (2016) coleta da agua deve ser feita com
utensilios estéreis e a agua deve ser filtrada 0 mais rapido possivel para ndo subestimar a
guantidade de eDNA pois a degradagédo do DNA é dependente da temperatura e como se trata
de um ambiente tropical, com temperaturas mais elevadas, a degradagdo pode ocorrer
rapidamente. A quantidade de &gua filtrada deve ser definida previamente como foi
demonstrado no estudo feito por Eichmiller (2015), filtrando primeiramente a amostra de agua
com maior quantidade visivel de matéria organica até o entupimento do filtro. A filtragem pode

ser feita em campo e estocada em alcool ou gelo (Thomsen et al, 2012).

Os resultados indicam que a quantidade de matéria organica (polissacarideos acidos,
acidos humicos e fllvicos) presente em uma solucao pode afetar a deteccdo de eDNA, como
analisado por Lamas (2007) a Lagoa da Pampulha apresenta niveis altos de matéria organica,
porém ainda faltam estudos para entendermos como esses acidos humicos presentes na
matéria organica interagem com o DNA. De acordo com Stotzky, G. (2000) e Saunders et al,
(2009) o DNA pode se ligar aos &cidos hamicos evitando a sua rapida degradacéo durando
mais tempo em &guas com mais matéria organica, por exemplo, em lagos distréficos 0 DNA
duraria mais tempo do que em 4guas eutréficas ou oligotroficas. Para que a reacdo de PCR néo
seja prejudicada pela quantidade de acidos humicos, existe a possibilidade da retirada dessa

matéria organica através de kits de extracdo que contém resinas que atuam como adsorventes.
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7 CONCLUSAO

Com o uso dos primers Pcal 07F, Pcal 04R02 e Pcal 14F, Pcal 04R02 é possivel
detectar até 0,00015 ng de DNA em agua ultrapura. A presenca de inibidores em aguas com
grande quantidade de matéria organica foi indicada como possivel causa da auséncia de
deteccdo com menos de 15 ng de DNA no ambiente rico em matéria organica. Atraves desses
primers, também € possivel detectar o eDNA da espécie Prochilodus argenteus em um aquario
com 110.000 litros de &gua contendo quatro espécimes adultos. N&o foi observado a retirada
eficiente de substancias inibidoras de PCR com o uso do carvéo ativado ou do Chelex 100. O
uso do BSA (1%) pode ajudar na obtencdo de uma banda visivel por atuar como alvo dos
inibidores principalmente heme e compostos fendlicos. Além disso, o kit QlAamp Stool mini kit

foi eficiente na retirada de inibidores do meio.

7.1 Perspectivas

Diante destes resultados, futuramente espera-se:

- Testar outros purificadores a fim de tornar o valor por reagdo mais econémico e assim,

ser possivel o teste de varios rios em diversos pontos de estudo.

- Filtrar &gua recém coletada do rio Pandeiros, a filtragem deve ser feita
preferencialmente em um ambiente desinfetado com hipoclorito 15% para evitar contaminacao.
A coleta dessa agua deve ser feita em utensilios estéreis e a agua deve ser filtrada o mais
rapido possivel até a quantidade padrédo definida previamente como foi demonstrado no estudo
feito por Eichmiller et al (2015, 2016). A filtragem pode ser feita a campo e estocadas em alcool
ou gelo (Goldberg, 2011; Thomsen 2012).

- Testar outros métodos de extracdo para futuras comparacgoes.
- Investigar a relacdo do DNA com os &cidos humicos em futuros projetos.

E importante salientar que cada espécie interage com o ambiente de uma forma
diferente, portanto os métodos de captura de eDNA e extracdo de eDNA devem ser testados
antes em ambientes controlados e especifico para a espécie alvo. Assim, os estudos de eDNA

podem se tornar mais eficientes e com menor custo.
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Anexo 1: Regides do D-Loop no DNA mitocondrial para as quais foram desenhados os
primers espécie-especificos. As regibes destacadas em amarelo indicam as sequéncias dos
primers (feito pelo programa MEGA 6.0), onde “B” é continuagéo de “A” e “C” é continuacéo de
“B”.

Species/Abbrv b i bl b B e e |t| ltliitlﬂlﬂli|~| |1¥It|'4!~]|Iﬂti*t#ttﬁtiitﬂﬂﬁﬂﬂk*t*tttﬂi*ﬁtﬂit i b el e B Bl G B Bl O i B Gl B Rl i B Bl il e Bl il e B e B il B il B B B i B B e B
1. P. argenteus Dloop [¥ CTTAGTACATACAAACCC

2. P. costatus Dlocp |-BEEEEEEErrcacracaracanarTcifl
3. P. lineatus Dloop |-

10 pcal 09
Pcal 10

Specles/Abbrv Ilﬁ*ﬁiﬁﬂ*ﬁk!’iﬁﬁll’*ﬁﬂ*ﬁkkiﬁﬁ*t’*ﬁﬂ*ﬁ | % | * = || % S L R R i * | % * * R R i B £ 1 £ o B B £ B B £ £ e £ ™% | = > % | % ® b B B i B B B B £ £ £ B
1. P. argenteus Dloop TTAAATTAAGGTACACRTACCCATA]
2. P. costatus Dlocp |HENEEEEE BBEBrcatrTaccacTacTaccHNBRENEEERRr c2racT AR
3. P. lineatus Dloop mmm“m.““““lmm“mlmuml“ccmmucmmcrmc LR R
5 et
Peal 13 [Pcal 08|

Species/Abbrv

1. P. argenteus Dloop

3. P. lineatus Dloop
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Prochilodus argenteus— Primer Pcal 05 (Forward) /Primer Pcal 04 R02 (Reverse)

5’ -80
TCCTTAATGC
10
ACTTATATCT
90
TAGTACATTA
170
CTTATCAGTA

250
ACCTGATAAC

-70

CCAGAAAAGA
20

TAGTACATAC

100
TGGTATAGTA
180
CTATCAACCA

260
TTGAATATTC

-60
GAGATTTTAA

30
AAACCCTAGG

110
CATTATATGC

190
TCAACATTAA

-50
CTCCCACCAC
10
TGCATATATA
120
TTAATCTTAC

Pcal O5F 200
ATTAAGGTAC

-40
TAACTCCCAA
50
TGTATATAGT
130
ATTAATGGTT

210
ACATACCCAT

-30
AGCTAGTATT
60
ACATAATGAT
140
TAAAACATAC

220
AAAATTAGTT

-20
CTAAACTAAA
70
CTCAGTACAT
150
CATTAATAAT

230
CCTACAAATA

-10
CTATTTTCTG
80
TACATGTATA
160
ACTTAACCCA

240
TATTAGTTTA

270
CCTATACCTC

280
CATCACAAAT

290
TTTTCTATGC

300
AGAGATTCAA

310
CTAGAATAGG

320
ACCTCAGTAT

330
ATTAATGTAG

340
TAAGAGACCA

350
CCAACTGGTT

360
TATAACTTAA

370
TGTATAAAGT

380
CCTTGATAGG

390
TCAGGGACAA

400
CTATCGTGGG

410
GGTCGCACAA

420
TATGAACTAT

430
TACTGGCATC

440
TGGTTCCTAT

450
TTCAGGGCCA

460
TATTAGGTAA

470
ACCTTCCCCC

480
CCCGGATAAC

490
TATATCTGGC

500
ATTTGATTAT

510
TGAAGTGAGT

520
ATCGATTGTC

530
CATGACCCAC

540
CATGCCAAGG

550
CGTTCTTTTA

560
AATGCATAGG

570
GTTCTCTTTT

580
TTTTAGGTCT

590
CTTCCACTTG

600
ACATTTGGTC

610
ACTTTCAGGG

620
TAATAGTTGA

630
CAAGGTAGTA

640
CATTTCCTTG

650
ATATAAACGT

660
CCTAGATGTA

670
ATACTTTAAA

680
GACATTATCG

690
AAATAACCAC

700
ATACTTTTAT

710
ATCAGGTGCA

720
TACACTCTCG

730
TTTCACCTTC

740
ATTTGTATCT

750
AAGGTGTCCC

760
CCCCGTCTGC

770
CAAACACCGT

780
TTCTGCTCGA

790

CAAACCCCCC

800
TACCCCCCTA

810 Pcal 04R1

CGCCGGACAA

820
CTCATGTTTA

830
ATCCTGTCAA

840
ACCCCAAAAC

850
CAGGCAAGAC

860
TCGACCAGCG

870
TACTTCAACG

890
TGTGTTGATA

970

900
TATAGTAATG

980
TTAACATGTT CGACCCGGCT TTATTTAACA

910
CATATATAAC

990

920
ACTATCATTT

1000
AAACAGCTAT

930
TATATAACTG

1010
AATACTAACA

Anexo 2: Regido do DNA mitocondrial onde esta

940
TTAGTTATGT

1020
AAGATATACT

950
TAGGACAAAC

1030
GCACATTATA

880
AGTGGCTTTA

960
ATACCCATAT

1040
TAGTTGTGTA 3’

localizado o primer Pcal 05 F

especifico para a espécie Prochilodus argenteus. A sequéncia em negrito indica a regido

controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se refere ao primer reverse

Pcal 04R1 e em amarelo representa o primer Pcal 05 F.

57

-80

TCCTTAATGC

10
ACTTATATTT

920
TAGTACATTA

170
ATTTACCAGT

250
AACCTGATAA

Prochilodus costatus - Primer Pcal 06F/ /Primer Pcal 04 R02 (Reverse)

=70

CCAGAAAAGA

20
CAGTACATAC

100
TGGTATAGTA

180
ACTACCAACC

260
CTTGAATATT

-60

GAGATTTTAA

30
AAATTCTAGG

110
CATTATATGC

190
ATCAACATCA

=50

CTCCCACCAC

40
TGCATATATA

120
TTAATCTTAC

BCAL 06F 200
AACTAAAACA

-40

TAACTCCCAA

50
TGTATATAGT

130
ATTAATGGTT

210
TACATACCCA

-30

AGCTAGTATT

60
ACATAATGGT

140
TAAAACATAT

220
TAAAACTAGT

=20

CTAAACTAAA

70
CTTAGTACAT

150
CATTAATTAA

230
TCCTACAAAT

-10

CTATTTTCTG

80
TATATGTATA

160
CACTTAACTC

240
AAATTAGTTT

270
CCCTATACCT

280
CCATCACAAA

290
TTTTTCTATG

300
CAGGGACTCA

310
ACTAAAATAG

320
GACCTCAGTA

330
TATTAATGTA

340
GTAAGAGACC

350
ACCAACTGGT

360
TTATAACTTA

370
ATGTATACGG

380
TCCTTGATAG

390
GTCAGGGACA

400
ACTATCGTGG

410
GGGTCGCACA

420
ATATGAACTA

430
TTACTGGCAT

440
CTGGTTCCTA

450
TTTCAGGGCC

460
ATATTAGGTA

470
AACCTTCCCC

480
CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500
CATTTGATTA

510
TTGAAGTGAG

520
TATCGATTGT

530
CCATGACCCA

540
CCATGCCAAG

550
GCGTTCTTTT

560
AAATGCATAG

570

580

GGTTCTCTTT

TTTTTAGGTC

590
TCTTCCACTT

600
GACATTTGGT

610
CACTTTCAGA

620
GTAATAGTTA

630
ATAAGGTAGT

640
ACATTTCCTT

650
GATATAAATA

660
TTCTAGATGT

670
AATACTTTAA

680
AGACATTATT

690
TAAATAACCA

700
CATACTTCTA

710
TATCAGGTGC

720
ATACACTCTC

730
ATTTTACCCT

740
CATTTATATC

750
TAAGGTGTCC

760
CCCCCGTCTG

770

CCAAACACCG

780

TTTCTGCTCG

790
ACAAACCCCC

800
CTACCCCCCT




70

Pcal 04R1 810 820
ACGCCGGACA ATTCATGTTT

890 900

830 840 850 860 870 880
AATCCTGTCA AACCCCAAAA CCAGGCAAGA CTCGACCAGC GTACTTCAAC GAGTGGCTTT

910 920 930 940 950 960
ATGTGTTGAT ATATAGTAAT GCATGTATAA TACTAACATT TTATATAACT ATTAGTCATG TTAGGACAAA CATACCTATA

970 9280 990 1000 1010 1020 1030 1040
TTTAATATAT TCGACCCGGC TTTATCTAAC AAAACAGCTA TAATATTAAC AAAGATATAC TGCACATTAT ATAGTTGTGT 3’

Anexo 3. Regido do DNA mitocondrial onde esta localizado o primer Pcal 06F
(regido destacada em amarelo) especifico para a espécie Prochilodus costatus. A
sequéncia em negrito indica a regiao controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada

em azul se refere ao primer Pcal 04R02.

Prochilodus argenteus — Primer Pcal 07 (Forward) /Primer Pcal 04 R0O2 (Reverse)

57 -80
TCCTTAATGC
10
ACTTATATCT
90
TAGTACATTA
170
CTTATCAGTA

250
ACCTGATAAC

-70
CCAGAAAAGA
20
TAGTACATAC
100
TGGTATAGTA
180
CTATCAACCA

260
TTGAATATTC

-60
GAGATTTTAA
30
AAACCCTAGG
110
CATTATATGC
190
TCAACATTAA

270
CCTATACCTC

-50
CTCCCACCAC
40
TGCATATATA
120
TTAATCTTAC

200
ATTAAGGTAC

-40 -30
TAACTCCCAA AGCTAGTATT
50 60
TGTATATAGT ACATAATGAT
130 140
ATTAATGGTT TAAAACATAC

PCAL 07F 210 220
ACATACCCAT AAAATTAGTT

-20
CTAAACTAAA
70
CTCAGTACAT
150
CATTAATAAT

230
CCTACAAATA

-10
CTATTTTCTG
80
TACATGTATA
160
ACTTAACCCA

240
TATTAGTTTA

280
CATCACAAAT

290 300
TTTTCTATGC AGAGATTCAA

310
CTAGAATAGG

320
ACCTCAGTAT

330
ATTAATGTAG

340
TAAGAGACCA

350
CCAACTGGTT

360
TATAACTTAA

370 380
TGTATAAAGT CCTTGATAGG

390
TCAGGGACAA

400
CTATCGTGGG

410
GGTCGCACAA

420
TATGAACTAT

430
TACTGGCATC

440
TGGTTCCTAT

450 460
TTCAGGGCCA TATTAGGTAA

470
ACCTTCCCCC

480
CCCGGATAAC

490
TATATCTGGC

500
ATTTGATTAT

510
TGAAGTGAGT

520

530 540

550

ATCGATTGTC CATGACCCAC CATGCCAAGG CGTTCTTTTA

560
AATGCATAGG

570
GTTCTCTTTT

580
TTTTAGGTCT

590
CTTCCACTTG

600

610 620

630

ACATTTGGTC ACTTTCAGGG TAATAGTTGA CAAGGTAGTA

640
CATTTCCTTG

650
ATATAAACGT

660
CCTAGATGTA

670
ATACTTTAAA

680

690 700

710

GACATTATCG AAATAACCAC ATACTTTTAT ATCAGGTGCA

720
TACACTCTCG

730
TTTCACCTTC

740
ATTTGTATCT

750
AAGGTGTCCC

760

CCCCGTCTGC

770 780
CAAACACCGT TTCTGCTCGA

790

CAAACCCCCC

800
TACCCCCCTA

Pecal 04R2 810
CGCCGGACAA

820
CTCATGTTTA

830
ATCCTGTCAA

840
ACCCCAAAAC

850 860
CAGGCAAGAC TCGACCAGCG

870
TACTTCAACG

890
TGTGTTGATA

970
TTAACATGTT

900
TATAGTAATG

980
CGACCCGGCT

910
CATATATAAC

990
TTATTTAACA

920
ACTATCATTT

1000
AAACAGCTAT

930 940
TATATAACTG TTAGTTATGT

1010 1020
AATACTAACA AAGATATACT

950

TAGGACAAAC
1030

GCACATTATA

880
AGTGGCTTTA

260
ATACCCATAT

1040

TAGTTGTGTA 3’

Anexo 4: Regido do DNA mitocondrial onde esta localizado o primer Pcal 07F

(forward) (regido destacada em amarelo) especifico para a espécie Prochilodus argenteus.
A sequéncia em negrito indica a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial. A regido

destacada em azul se refere ao primer reverse Pcal 04R2.



Prochilodus costatus - Primer Pcal 08 (Forward) /Primer Pcal 04 RO2 (Reverse)

57

-80

TCCTTAATGC

10
ACTTATATTT

20
TAGTACATTA

170
ATTTACCAGT

250
AACCTGATAA

=70

CCAGAAAAGA

20
CAGTACATAC

100
TGGTATAGTA

180
ACTACCAACC

260
CTTGAATATT

-60

GAGATTTTAA

30
AAATTCTAGG
110
CATTATATGC

190
ATCAACATCA

270
CCCTATACCT

-50

CTCCCACCAC

40
TGCATATATA

120
TTAATCTTAC

200
AACTAAAACA

-40

TAACTCCCAA

50
TGTATATAGT
130
ATTAATGGTT

Pcal 08F 210
TACATACCCA

-30

AGCTAGTATT

60
ACATAATGGT
140
TAAAACATAT

220
TAAAACTAGT

-20

CTAAACTAAA
70
CTTAGTACAT
150

CATTAATTAA

230
TCCTACAAAT

-10

CTATTTTCTG

80
TATATGTATA
160
CACTTAACTC

240
AAATTAGTTT

280
CCATCACAAA

290
TTTTTCTATG

300
CAGGGACTCA

310
ACTAAAATAG

320
GACCTCAGTA

330
TATTAATGTA

340
GTAAGAGACC

350
ACCAACTGGT

360
TTATAACTTA

370
ATGTATACGG

380
TCCTTGATAG

390
GTCAGGGACA

400
ACTATCGTGG

410
GGGTCGCACA

420
ATATGAACTA

430
TTACTGGCAT

440
CTGGTTCCTA

450
TTTCAGGGCC

460
ATATTAGGTA

470
AACCTTCCCC

480
CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500
CATTTGATTA

510
TTGAAGTGAG

520
TATCGATTGT

530
CCATGACCCA

540
CCATGCCAAG

550
GCGTTCTTTT

560
AAATGCATAG

570
GGTTCTCTTT

580
TTTTTAGGTC

590
TCTTCCACTT

600
GACATTTGGT

610
CACTTTCAGA

620
GTAATAGTTA

630
ATAAGGTAGT

640
ACATTTCCTT

650
GATATAAATA

660
TTCTAGATGT

670
AATACTTTAA

680
AGACATTATT

690
TAAATAACCA

700
CATACTTCTA

710
TATCAGGTGC

720
ATACACTCTC

730
ATTTTACCCT

740
CATTTATATC

750
TAAGGTGTCC

760
CCCCCGTCTG

770

CCAAACACCG

780
TTTCTGCTCG

790
ACAAACCCCC

800
CTACCCCCCT

Pcal04R02 810

ACGCCGGACA

820
ATTCATGTTT

830
AATCCTGTCA

840
AACCCCAAAA

850
CCAGGCAAGA

860
CTCGACCAGC

870
GTACTTCAAC

890
ATGTGTTGAT

970
TTTAATATAT

900
ATATAGTAAT

980
TCGACCCGGC

910
GCATGTATAA

990
TTTATCTAAC

Anexo 5: Regido do DNA

920
TACTAACATT

1000
AAAACAGCTA

930
TTATATAACT

1010
TAATATTAAC

940
ATTAGTCATG

1020
AAAGATATAC

950
TTAGGACAAA

1030
TGCACATTAT

880
GAGTGGCTTT

960
CATACCTATA

1040
ATAGTTGTGT

71

mitocondrial onde esta localizado o primer PcalO8F

(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus costatus. A sequéncia em
negrito indica a regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se
refere ao primer Pcal 04R02.

Prochilodus argenteus — Primer Pcal 09F (Forward)/ Primer Pcal 04 R02 (Reverse)

57 -80
TCCTTAATGC

10

ACTTATATCT

=70

CCAGAAAAGA

PCAL 09F 20
TAGTACATAC

-60

GAGATTTTAA
30

AAACCCTAGG

=50

CTCCCACCAC

40

TGCATATATA

-40

TAACTCCCAA

50
TGTATATAGT

-30

AGCTAGTATT

60
ACATAATGAT

-20

CTAAACTAAA

70

CTCAGTACAT

-10

CTATTTTCTG

80
TACATGTATA

90
TAGTACATTA

100

TGGTATAGTA

110

CATTATATGC

120

TTAATCTTAC

130

ATTAATGGTT

140

TAAAACATAC

150

CATTAATAAT

160

ACTTAACCCA

170
CTTATCAGTA

180
CTATCAACCA

190
TCAACATTAA

200
ATTAAGGTAC

210
ACATACCCAT

220
AAAATTAGTT

230
CCTACAAATA

240
TATTAGTTTA

250
ACCTGATAAC

260
TTGAATATTC

270
CCTATACCTC

280
CATCACAAAT

290
TTTTCTATGC

300
AGAGATTCAA

310
CTAGAATAGG

320
ACCTCAGTAT

330
ATTAATGTAG

340
TAAGAGACCA

350
CCAACTGGTT

360
TATAACTTAA

370
TGTATAAAGT

380
CCTTGATAGG

390
TCAGGGACAA

400
CTATCGTGGG

410
GGTCGCACAA

420
TATGAACTAT

430
TACTGGCATC

440
TGGTTCCTAT

450
TTCAGGGCCA

460
TATTAGGTAA

470
ACCTTCCCCC

480
CCCGGATAAC

490
TATATCTGGC

500
ATTTGATTAT

510
TGAAGTGAGT

520
ATCGATTGTC

530
CATGACCCAC

540
CATGCCAAGG

550
CGTTCTTTTA

560
AATGCATAGG

570
GTTCTCTTTT

580
TTTTAGGTCT

590
CTTCCACTTG

600
ACATTTGGTC

610
ACTTTCAGGG

620
TAATAGTTGA

630
CAAGGTAGTA

640
CATTTCCTTG

650
ATATAAACGT

660
CCTAGATGTA

670
ATACTTTAAA

680
GACATTATCG

690
AAATAACCAC

700
ATACTTTTAT

710
ATCAGGTGCA

720
TACACTCTCG

730
TTTCACCTTC

740
ATTTGTATCT

750
AAGGTGTCCC

760
CCCCGTCTGC

770
CAAACACCGT

780
TTCTGCTCGA

790
CAAACCCCCC

800
TACCCCCCTA




810  Pcal0O4R02 820 830 840 850 860 870 880
CGCCGGACAA CTCATGTTTA ATCCTGTCAA ACCCCAAAAC CAGGCAAGAC TCGACCAGCG TACTTCAACG AGTGGCTTTA

890 900 910 920 930 940 950 960
TGTGTTGATA TATAGTAATG CATATATAAC ACTATCATTT TATATAACTG TTAGTTATGT TAGGACAAAC ATACCCATAT

970

980

990

1000

1010

1020

1030

1040

72

TTAACATGTT CGACCCGGCT TTATTTAACA AAACAGCTAT AATACTAACA AAGATATACT GCACATTATA TAGTTGTGTA 3’

Anexo 6: Regido do DNA mitocondrial onde esta localizado o primer Pcal 09F

(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus argenteus. A sequéncia em

negrito indica a regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se

refere ao primer reverse Pcal 04R2.

Prochilodus costatus - Primer Pcal 10 (Forward) /Primer Pcal 04 R02 (Reverse)

-80
TCCTTAATGC

10
ACTTATATTT

-70
CCAGAAAAGA

PCAL 10F 20
CAGTACATAC

-60 -50
GAGATTTTAA CTCCCACCAC

30 40
AAATTCTAGG TGCATATATA

-40
TAACTCCCAA

50
TGTATATAGT ACATAATGGT

-30
AGCTAGTATT
60

-20
CTAAACTAAA

70
CTTAGTACAT

-10

CTATTTTCTG
80

TATATGTATA

EY
TAGTACATTA

100
TGGTATAGTA

110 120
CATTATATGC TTAATCTTAC

130 140
ATTAATGGTT TAAAACATAT

150
CATTAATTAA

160
CACTTAACTC

170
ATTTACCAGT

180
ACTACCAACC

190 200
ATCAACATCA AACTAAAACA

210 220
TACATACCCA TAAAACTAGT

230
TCCTACAAAT

240
AAATTAGTTT

250
AACCTGATAA

260
CTTGAATATT

270 280
CCCTATACCT CCATCACAAA

290 300
TTTTTCTATG CAGGGACTCA

310
ACTAAAATAG

320
GACCTCAGTA

330
TATTAATGTA

340
GTAAGAGACC

350 360
ACCAACTGGT TTATAACTTA

370 380
ATGTATACGG TCCTTGATAG

390
GTCAGGGACA

400
ACTATCGTGG

10
GGGTCGCACA

420
ATATGAACTA

430 440
TTACTGGCAT CTGGTTCCTA

450 460
TTTCAGGGCC ATATTAGGTA

470

AACCTTCCCC

480
CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500
CATTTGATTA

510 520
TTGAAGTGAG TATCGATTGT

530 540
CCATGACCCA CCATGCCAAG

550
GCGTTCTTTT

560
AAATGCATAG

570
GGTTCTCTTT

580
TTTTTAGGTC

590 600
TCTTCCACTT GACATTTGGT

610 620

CACTTTCAGA GTAATAGTTA

630

ATAAGGTAGT

640
ACATTTCCTT

650
GATATAAATA

660
TTCTAGATGT

670 680
AATACTTTAA AGACATTATT

690 700
TAAATAACCA CATACTTCTA

710
TATCAGGTGC

720
ATACACTCTC

730
ATTTTACCCT

740
CATTTATATC

750 760

TAAGGTGTCC CCCCCGTCTG

770 780

CCAAACACCG TTTCTGCTCG

790

ACAAACCCCC

800
CTACCCCCCT

810

ACGCCGGACA

Pcal 04R2 820
ATTCATGTTT

890
ATGTGTTGAT

970
TTTAATATAT

900
ATATAGTAAT

980
TCGACCCGGC

830 840
AATCCTGTCA AACCCCAAAA

910 920
GCATGTATAA TACTAACATT

990 1000
TTTATCTAAC AAAACAGCTA

850 860
CCAGGCAAGA CTCGACCAGC

930 940
TTATATAACT ATTAGTCATG

1010 1020
TAATATTAAC AAAGATATAC

870
GTACTTCAAC

950

TTAGGACAAA

1030
TGCACATTAT

880
GAGTGGCTTT

960
CATACCTATA

1040

ATAGTTGTGT A 3’

Anexo 7: Regido do DNA mitocondrial onde esta localizado o primer Pcal 10F

(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus costatus. A sequéncia em

negrito indica a regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se

refere ao primer reverse Pcal04R02.



Prochilodus costatus Primer Pcal 12 (Forward) /Primer Pcal 04 R02 (Reverse)

57 -80
TCCTTAATGC
10
ACTTATATTT
20
TAGTACATTA

PCAL 12F 170
ATTTACCAGT

-70
CCAGAAAAGA

20
CAGTACATAC

100
TGGTATAGTA

180
ACTACCAACC

-60 -50 -40
GAGATTTTAA CTCCCACCAC TAACTCCCAA

30 40 50
AAATTCTAGG TGCATATATA TGTATATAGT

110 120 130
CATTATATGC TTAATCTTAC ATTAATGGTT

190 200 210
ATCAACATCA AACTAAAACA TACATACCCA

-30
AGCTAGTATT

60
ACATAATGGT
140
TAAAACATAT

220
TAAAACTAGT

-20
CTAAACTAAA
70
CTTAGTACAT
150
CATTAATTAA

230
TCCTACAAAT

-10
CTATTTTCTG

80
TATATGTATA

160
CACTTAACTC

240
AAATTAGTTT

250
AACCTGATAA

260
CTTGAATATT

270 280 290
CCCTATACCT CCATCACAAA TTTTTCTATG

300
CAGGGACTCA

310
ACTAAAATAG

320
GACCTCAGTA

330
TATTAATGTA

340
GTAAGAGACC

350 360 370
ACCAACTGGT TTATAACTTA ATGTATACGG

380
TCCTTGATAG

390
GTCAGGGACA

400
ACTATCGTGG

410
GGGTCGCACA

420
ATATGAACTA

430 440 450
TTACTGGCAT CTGGTTCCTA TTTCAGGGCC

460
ATATTAGGTA

470
AACCTTCCCC

480
CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500
CATTTGATTA

510 520 530
TTGAAGTGAG TATCGATTGT CCATGACCCA

540
CCATGCCAAG

550
GCGTTCTTTT

560
AAATGCATAG

570
GGTTCTCTTT

580
TTTTTAGGTC

590 600 610
TCTTCCACTT GACATTTGGT CACTTTCAGA

620
GTAATAGTTA

630
ATAAGGTAGT

640
ACATTTCCTT

650
GATATAAATA

660
TTCTAGATGT

670 680 690
AATACTTTAA AGACATTATT TAAATAACCA

700
CATACTTCTA

710
TATCAGGTGC

720
ATACACTCTC

730
ATTTTACCCT

740
CATTTATATC

750 760 770
TAAGGTGTCC CCCCCGTCTG CCAAACACCG

780
TTTCTGCTCG

790
ACAAACCCCC

800
CTACCCCCCT

Pcal 04R2 810
ACGCCGGACA

820
ATTCATGTTT

830 840 850
AATCCTGTCA AACCCCAAAA CCAGGCAAGA

860
CTCGACCAGC

870
GTACTTCAAC

890
ATGTGTTGAT

970

900
ATATAGTAAT

980

910 920 930

940

950

GCATGTATAA TACTAACATT TTATATAACT ATTAGTCATG TTAGGACAAA

990 1000 1010

1020

1030

880
GAGTGGCTTT

960
CATACCTATA

1040
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TTTAATATAT TCGACCCGGC TTTATCTAAC AAAACAGCTA TAATATTAAC AAAGATATAC TGCACATTAT ATAGTTGTGT 3’

Anexo 8: Regido do DNA mitocondrial onde esta localizado o primer Pcal 12F
(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus costatus. A sequéncia em
negrito indica a regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se

refere ao primer reverse Pcal 04R02.



Prochilodus lineatus - Primer Pcal 13 (Forward) /Primer Pcal 04 R0O2 (Reverse)

5’ -80
TCCTTAATGC
10
ACTTATATTT
%0
TAGTACATTA

Pcal 13 170

ACTCATCAGT

-70

CCAGAAAAGA
20

CAGTACATGC

100
TGGTATAGTA

180
ACTATCAACC

-60
GAGATTTTAA

30
AAATTCTAGG

110
CATTATATGC

190

ATCAACATTA

-50
CTCCCACCAC

40
TGCATATATA

120
TTAATCTTAC

200
AACTAAAACA

-40
TAACTCCCAA
50
TGTATATAGT
130
ATTAATGGTT
210

CACATACCCA

-30 -20 -10
AGCTAGTATT CTAAACTAAA CTATTTTCTG
60 70 80
ACATAATGAT CCTAGTACAT TACATGTATA

140 150 160
TAAAACATAT CATTGATTAA TACTTAACCC

220 230 240
TAAAATTAGC TCCTACAAAT AAATTAGTTT

250
GACCTGATAA

260

CTTGAATATC

270
CCCCATACCT

280
CCATCACAGA

290
TTTTTCTATG

300 310 320
CAAAGATCCA ACTAAAATAG GACCTCAGTA

330
TATTAATGTA

340
GTAAGAGACC

350

ACCAACTGAT

360
TTATAACTTA

370
ATGCATACGG

380 390 400
TCCTTGATAG GTCAGGGACA ACTATTGTGG

410

GGGTCGCACA

420
ATATGAACTA

430
TTACTGGCAT

440

CTGGTTCCTA

450
TTTCAGGGCC

460 470 480
ATATTAGGTA AACTTTCCCC CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500
CATTTGATTA

510

TTGAAGTGAG

520
TATCGATTGT

530
CCATGACCCA

540 550 560
CCATGCCAAG GCGTTCTTTT AAATGCATAG

570

GGTTCTCTTT

580

TTTTAGGTCT

590
CTTCCATTTG

600

ACATTGGTCA

610
CTTTCAGAGT

620 630 640
AATAGCTAAC AAGGTGGTAC ATTTCCTTGA

650
ATATAAATAT

660
TTTAAATGTA

670
ATACTTTAAG

680
GACATTATTT

690
AAATAACCAC

700 710 720
ATACTTTTAT ATCAGGTGCA TACACTCTCA

730
TTTTACCTTC

740

ATTTATATCT

750

AAGGTGTCCC

760

CCCCGTCTAG

770

CCAAACACCG

780 790 800
TTTCTGCTCG ACAAACCCCC CTACCCCCCT

810

ACGCCGGACA

Pcal 04R02 820

ATTCATGTTT

890
ATGTGTTGAT

970

TTTAATATAT

900
ATATAGTAAT
980

TCGACCCGGC

830
AATCCTGTCA

910

GCATATATAA
990
CTTACCTAAC

840
AACCCCAAAA

920
TACTAACATT

1000

850
CCAGGCAAGA

930
TTATATAACT

1010

860 870 880
CTCGACCAGC GTACTTCAAC GAGTGGCTTT

940 950 960

ATTAGTCATG TTAGGACAAA CATACCTATA

1020 1030 1040
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AAAACAGCTA TAATGTTAAC AAAGATATAC TGCACATTAT ATAGTTGTGT 3’

Anexo 9: Regido do DNA mitocondrial onde esta localizado o primer Pcal 13F
(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus lineatus. A sequéncia em
negrito indica a regido controle (Dloop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se

refere ao primer reverse Pcal 04R02.



Prochilodus costatus - Primer Pcal 14 (Forward) /Primer Pcal 04 RO2 (Reverse)

5’ -80
TCCTTAATGC
10
ACTTATATTT
20
TAGTACATTA
170
ATTTACCAGT
250
AACCTGATAA

330
TATTAATGTA

=70

CCAGAAAAGA

20
CAGTACATAC

100
TGGTATAGTA
180
ACTACCAACC
260
CTTGAATATT
340
GTAAGAGACC

-60 -50 -40 -30 -20 -10
GAGATTTTAA CTCCCACCAC TAACTCCCAA AGCTAGTATT CTAAACTAAA CTATTTTCTG

30 40 50 60 70 80
AAATTCTAGG TGCATATATA TGTATATAGT ACATAATGGT CTTAGTACAT TATATGTATA

110 120 130 140 150 160

CATTATATGC TTAATCTTAC ATTAATGGTT TAAAACATAT CATTAATTAA CACTTAACTC

190 200 210 220 230 240
ATCAACATCA AACTAAAACA TACATACCCA TAAAACTAGT TCCTACAAAT AAATTAGTTT

270 280 290 Pcal 14 300 310 320

CCCTATACCT CCATCACAAA TTTTTCTATG CAGGGACTCA ACTAAAATAG GACCTCAGTA

350 360 370 380 390 400
ACCAACTGGT TTATAACTTA ATGTATACGG TCCTTGATAG GTCAGGGACA ACTATCGTGG

410
GGGTCGCACA

420
ATATGAACTA

430 440 450 460 470 480
TTACTGGCAT CTGGTTCCTA TTTCAGGGCC ATATTAGGTA AACCTTCCCC CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500
CATTTGATTA

510 520 530 540 550 560
TTGAAGTGAG TATCGATTGT CCATGACCCA CCATGCCAAG GCGTTCTTTT AAATGCATAG

570
GGTTCTCTTT

580
TTTTTAGGTC

590 600 610 620 630 640
TCTTCCACTT GACATTTGGT CACTTTCAGA GTAATAGTTA ATAAGGTAGT ACATTTCCTT

650
GATATAAATA

660
TTCTAGATGT

670 680 690 700 710 720
AATACTTTAA AGACATTATT TAAATAACCA CATACTTCTA TATCAGGTGC ATACACTCTC

730
ATTTTACCCT

740
CATTTATATC

750 760 770 780 790 800
TAAGGTGTCC CCCCCGTCTG CCAAACACCG TTTCTGCTCG ACAAACCCCC CTACCCCCCT

Pcal 04R02 810
ACGCCGGACA

820
ATTCATGTTT

830 840 850 860 870 880
AATCCTGTCA AACCCCAAAA CCAGGCAAGA CTCGACCAGC GTACTTCAAC GAGTGGCTTT

890
ATGTGTTGAT

900
ATATAGTAAT

910 920 930 940 950 960
GCATGTATAA TACTAACATT TTATATAACT ATTAGTCATG TTAGGACAAA CATACCTATA
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970
TTTAATATAT

980 990 1000 1010 1020 1030 1040
TCGACCCGGC TTTATCTAAC AAAACAGCTA TAATATTAAC AAAGATATAC TGCACATTAT ATAGTTGTGT 3’

Anexo 10: Regido do DNA mitocondrial onde esté localizado o primer Pcal 14F
(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus costatus. A sequéncia em
negrito indica a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se
refere ao primer reverse Pcal 04R02.

Prochilodus lineatus - Primer Pcal 15 (Forward) /Primer Pcal 04 R0O2 (Reverse)

5’ -80
TCCTTAATGC
10
ACTTATATTT
90
TAGTACATTA
170
ACTCATCAGT
250
GACCTGATAA

330
TATTAATGTA

-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10
CCAGAAAAGA GAGATTTTAA CTCCCACCAC TAACTCCCAA AGCTAGTATT CTAAACTAAA CTATTTTCTG
20 30 40 50 60 70 80
CAGTACATGC AAATTCTAGG TGCATATATA TGTATATAGT ACATAATGAT CCTAGTACAT TACATGTATA
100 110 120 130 140 150 160
TGGTATAGTA CATTATATGC TTAATCTTAC ATTAATGGTT TAAAACATAT CATTGATTAA TACTTAACCC
180 190 200 210 220 230 240
ACTATCAACC ATCAACATTA AACTAAAACA CACATACCCA TAAAATTAGC TCCTACAAAT AAATTAGTTT
260 270 280 290  Pecal 15 300 310 320
CTTGAATATC CCCCATACCT CCATCACAGA TTTTTCTATG CAAAGATCCA ACTAAAATAG GACCTCAGTA

340 350 360 370 380 390 400
GTAAGAGACC ACCAACTGAT TTATAACTTA ATGCATACGG TCCTTGATAG GTCAGGGACA ACTATTGTGG

410
GGGTCGCACA

420 430 440 450 460 470 480
ATATGAACTA TTACTGGCAT CTGGTTCCTA TTTCAGGGCC ATATTAGGTA AACTTTCCCC CCCCGGATAA

490
CTATATCTGG

500 510 520 530 540 550 560
CATTTGATTA TTGAAGTGAG TATCGATTGT CCATGACCCA CCATGCCAAG GCGTTCTTTT AAATGCATAG

570
GGTTCTCTTT

580 590 600 610 620 630 640
TTTTAGGTCT CTTCCATTTG ACATTTGGTC ACTTTCAGAG TAATAGCTAA CAAGGTGGTA CATTTCCTTG

650

660 670 680 690 700 710 720
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ATATAAATAT TTTAAATGTA ATACTTTAAG GACATTATTT AAATAACCAC ATACTTTTAT ATCAGGTGCA TACACTCTCA
730 740 750 760 770 780 790 800
TTTTACCTTC ATTTATATCT AAGGTGTCCC CCCCGTCTAG CCAAACACCG TTTCTGCTCG ACAAACCCCC CTACCCCCCT
Pcal 04R02 810 820 830 840 850 860 870 880
ACGCCGGACA ATTCATGTTT AATCCTGTCA AACCCCAAAA CCAGGCAAGA CTCGACCAGC GTACTTCAAC GAGTGGCTTT
890 9200 910 920 930 940 950 960
ATGTGTTGAT ATATAGTAAT GCATATATAA TACTAACATT TTATATAACT ATTAGTCATG TTAGGACAAA CATACCTATA
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
TTTAATATAT TCGACCCGGC CTTACCTAAC AAAACAGCTA TAATGTTAAC AAAGATATAC TGCACATTAT ATAGTTGTGT 3’

Anexo 11: Regido do DNA mitocondrial onde est& localizado o primer Pcal 14F
(regido destacada em amarelo) especifico para Prochilodus lineatus. A sequéncia em
negrito indica a regido controle (D-loop) do DNA mitocondrial. A regido destacada em azul se
refere ao primer reverse Pcal 04R02.



