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INTRODUCAO

O género Astyanax (Baird & Girrard, 1854) encontra-se em “incertae sedis” na familia
Characidae (LIMA et al., 2003), devido a sistematica confusa. (MARCENIUK e
HILSDORF, 2010). E um dos géneros de peixes mais ricos em especiosidade e de
ampla distribuicdo geogréafica. Neste tdxon encontra-se o Astyanax cf. fasciatus (Cuvier,
1819), popularmente conhecido como "Lambari-do-rabo-vermelho™ ou "Lambari
Guacu", sendo considerado por Marceniuk e Hilsdorf (2010) como uma espécie muito
ativa que ocorre por toda América Central e Sul, atingindo aproximadamente 10,0 cm
de comprimento total.

Apesar de ndo existirem programas de melhoramento para os lambaris, muitos
produtores vém utilizando-os na aquicultura devido a caracteristicas evidenciadas por
Almeida (2007), como a féacil reproducdo, habito alimentar onivoro e crescente
demanda comercial. Muitos programas de melhoramento genético tém empregado
marcadores microssatélites, por serem informativos, possuirem expressao codominante
e elevado polimorfismo (MATIOLI, 2001). Estes marcadores s&o utilizados para o
estabelecimento de relacdes filogenéticas, construcdo de mapas genéticos e definicédo de
estratégias de melhoramento (FERGUSON et al., 1995). Desta forma este trabalho tem
por objetivo o desenvolvimento de um painel de lI6cus microssatélites, sendo de extrema
importancia na caracterizacdo dos recursos genéticos selvagens da espécie para sua
utilizacdo em programas de melhoramento genético e conservacgao.

OBJETIVOS

Geral:

Desenvolvimento de marcadores microssatélites para a espécie Astyanax cf. fasciatus -
citétipo (2N=46).

Especificos:

Fase 1: Andlises in silico das sequéncias geradas por meio sequenciamento de proxima
geracao;

Fase 2. Desenvolvimento dos primers, utilizando o software PRIMER 3
(QDDGalaxy_VM);

Fase 3: Padronizacdo dos primers;

Fase 4: Sele¢do dos I6cus polimérficos.



METODOLOGIA

Inicialmente foram coletadas no periodo de 2013 a 2014, 114 peixes lambari-do-rabo
vermelho provenientes do estado de S&o Paulo, sendo (30 individuos da Represa de
Ponte Nova, 30 da Represa Jundiai, 30 da Represa Cachoeira de Emas e 24 do Rio
Preto) e dos 78 individuos de Minas Gerais (54 da Represa de Furnas e 24 da Represa
Camargo). Com base na morfologia, 0 Astyanax cf. fasciatius teve identidade
reconhecida, fragmentos da nadadeira caudal foram retirados e conservados em alcool
95%. A extracdo do &cido desoxirribonucleico gendmico (JDNA) ocorreu pela técnica
de extracao salina modificada (ALJANABI e MARTINEZ, 1997). O DNA extraido fora
quantificado por espectrofotometria, sendo sua qualidade verificada por eletroforese em
gel de agarose 1,5%, e armazenado em freezer - 20°C para conservagdo do mesmo.
Confirmou-se a identidade dos individuos pelo método DNA Barcoding, combinando-
se quatro primers da regido Citocromo ¢ Oxidase Subunidade I (COI), dois Foward (F1,
F2) e dois Reverse (R1, R2) com gradiente de temperatura de anelamento e
concentracdo de cloreto de magnésio (MgClz). Os resultados de amplificacdo foram
purificados utilizando-se o protocolo de purificacdo EXoSAP e enviados para
sequenciamento pelo Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) da Universidade
de Séo Paulo (USP). No programa CodonCode Aligner 5.1.5 e MEGAG6.0 as sequéncias
foram analisadas e feito o consenso.

Um pool de quatro amostras foi submetido ao sequenciamento de préxima geracéao pela
Plataforma llumina 1.9 (HiSeq 2500) para a constru¢do de uma biblioteca gendmica.
Apos a limpeza e filtragem pelo CLCsio, foram gerados primers das regides que
flanqueiam os motifs microssatélites pelo pacote QDD Galaxy VM, sendo reavaliadas
quanto a qualidade no OligoAnalyzer 3.1 (IDT DNA). Apos gradiente de temperatura
de anelamento e concentracdo de cloreto de magnésio (MgClz) foram escolhidas as
melhores condi¢bes de amplificacdo para cada locus.

As PCR foram desempenhadas no termociclador Veriti™ Dx (Applied Biosystems®)
para uma reacdo final de 20 uL, contendo: 20 ng/uL de DNA, 0,5 Ul de Taqg DNA
Polimerase (Sinapse), 10x PCR Buffer Mg2+ Free, gradiente de (1,0 a 3,5 mM) de
[MgCI2], 100 mM de dNTP, 10 uM de cada primer (Forward, Reverse) e Forward
oligo-M13 de DNA desenvolvido por Schuelke (2000), marcado com o fluor6foro:
IRDye 700 (5- /5IRD700/TGTAAAACGACGGCCAGT -3) e agua destilada
deionizada. As amplificacBes dos l6cus STR procederam sob as seguintes condi¢des:
Etapa 1 - 1x (aguecimento inicial (95°C/5 minutos); Etapa 2 - 35x [desnaturacdo
{95°C/40 segundos (s)}; anelamento (variando de acordo com o I6cus / 60 s); extensao
(72 °C /40 s)] e etapa 3 - 1x extensdo final (72 °C / 420 s).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As extracdes de gDNA por meio da utilizagcdo do método salino modificado, forneceram
material suficiente para o desenvolvimento deste trabalho. Na analise do (COIl), os
primers F2 e R2 obtiveram melhor resultado de amplificacdo com temperatura de 60° C
e MgCl2 de 2,5 mM, gerando amplicons com média de 620 pb. A partir da anélise das
sequéncias no CodonCode Aligner e alinhamento no MEGA6.0 (Takamura et al.,
2013), foram observados 12 sitios varidveis, com distancia média de divergéncia
evolucionéria entre lambari Guagu e Peva de 0,0156 a 0,0215, e apds avaliacdo no Blast
separam se com 100% de identidade. Apds a analises das amplificagbes em gel de
agarose 2,0 %, pela da técnica de eletroforese, os valores de temperatura e concentragao
de cloreto de magnésio foram padronizados para os 22 l6cus microssatélites (17 di- 2
tri- e 3 tetranucleotideo) e encontram-se categorizados na (Tabela3).



Tabela 3: Primers desenvolvidos para Astyanax cf. fasciatus - citotipo (2N=46)

Loci Sequéncia do Primer (5'- 3") ('II’EEZ) [MgCL:] Mr NR T (pb)
oo [IGSSICTINICRONS o 2o A0 7w
oz LASICTINICASAMOACS e zomm A0 8 2
s FISATOMISISTATONS  soc 20mi o 6 7
i LACCTAMCICOTOCTONSS 5o 25w o1 1 o
s [ SCASTISTOACTEATINS e zsmu o 7w
i LIOSTSATISCITINS e some oA 1 o
o ASCICAMCACSCACAS  soc somw T 7 o
s LTATACOACCTICATACS  arc zsmM ot 1w
w0 FSTISTOAATCIONACASS e some a0
win FACTACICSOOATIONS e snw a7 o
iz FANCATICIOATOONES e zsmu Ao 7w
s ESTOAICTONIAAE 570 2ome a0 8 2
s [ANTONCCATATITIERS e o ToT 6 s
i [ OCTAMGCACASOMCE e asnu Ao 7 o
Asfl19 E C(:ZgﬁcT::rF—gLiTGC(?FAC\Z%?I’-(E%E%%C 60°C 35mM TCTA 13 210
o ASCTTCIAIONTIACSS  wc s Gror o o
win DASCTTIMIONMETTOSS e aome a0 1 e
wio [ ICTSTOSTINIASS e o A 7
s FUMAIOSCTCTONCAC s aome a0 1w
wow [ISTATASCAATIACASEASS o 2ome a0 1 s
s FANCTIACCIGMTIERS e 2o e T
Asf26 F: AACATATTCCGAATGGTTGC 61°C 2.0 mM AC 7 235

R: ATTCCATCCCACTCACTAGC

(Ta) Temperatura de anelamento; [MgCL_] Concentracédo de cloreto de magnésio; (Mr) Motivo de
repeticdo; (NR) NUmero de repeti¢des; (T) Tamanho do produto de PCR; (-) Lécus sem amplificacao.

CONCLUSAO

A metodologia de sequenciamento de proxima geracdo possibilitou a formacéo de uma
biblioteca gendmica de alta qualidade, permitindo o desenvolvimento de 22 pares de
primers microssatélites. Esses resultados permitirdo o desenvolvimento da proxima
etapa do trabalho, onde os 22 lécus serdo testados em quatro populag@es de Astyanax cf.
fasciatus coletadas para avaliacdo dos indices de variabilidade genética, tais como
heterozigosidade observada e esperada, bem como a frequéncia alélica. Os resultados a



serem publicados serdo fundamentais para os estudos genéticos populacionais desta
espécie, em trabalhos de conservacdo ou melhoramento genético.
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