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1. INTRODUCAO

O Dourado (Salminus brasiliensis) pertence ao género Salminus, familia
Characidae, Ordem dos Characiformes e classe Actinopterygii (MOREIRA et
al.,2002) é um peixe reofilico de grande porte, produz larvas nas estacfes
chuvosas e quentes do ano, época quando os alimentos sdo encontrados em
abundancia, permitindo assim um rapido crescimento de sua prole. O interesse
pela sua criacdo tem crescido continuamente, pois € uma espécie de alto valor na
ictiofauna brasileira, ndo sO para os pescadores esportivos, como para 0S
pescadores profissionais. Sua pesca possui grande importancia devido ao
elevado valor que atinge no mercado devido a qualidade da sua carne (FLORA et
al.,2010) incrementando o interesse dos produtores pela producao desta espécie.
Porém, o Dourado vigora na lista das espécies da fauna ameacadas de extingao
no Rio Grande do Sul (MARQUES et al.,2002) devido a intensa degradacédo do
seu habitat pelo excessivo esfor¢o de pesca, construgdes de barragens e poluicéo
dos rios (FLORA et al.,2010). Isso ressalta a importancia de conhecer aspectos
relacionados a biologia do dourado para estabelecer alternativas sobre o manejo
das populacdes desta espécie.

Um dos aspectos mais relevantes é manter um controle genético das populacdes,
a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO)
recomenda a caracterizacdo genética das populacdes cultivadas utilizadas em
programas de melhoramento e das populagbes na vida selvagem, pelo que
qualquer cambio genético pode ser monitorado para a posterior gestao
sustentavel do cultivo de peixes com os objetivos de conservar a diversidade e
minimizar a endogamia (AN et al.,2013).

As estratégias recentes no analises genéticos e metodologias de genotipificagdo
tem dado lugar a expansdo do potencial dos marcadores moleculares para
resolver questdes bioldgicas, os microssatélites sdo o tipo de marcador mais
utilizado neste tipo de aplicagcoes (SELKOE et al.,2006).

Os microssatélites séo repeticoes em tandem de 1-6 nucleotideos encontrados
com alta frequéncia nos genomas nucleares dos taxons. Um loci microssatélite
normalmente tém de 5 a 40 repeticbes, mas cadeias com mais repeticdes sao
possiveis. As repeticdes de dinucledtideos, trinucleotideos e tetranucleotideos sao
as opcdes mais usadas nos estudos de genética molecular (SELKOE et al.,
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2006). Estes microssatélites podem proporcionar informacéo sobre a diversidade
genética das populagbes cultivadas e selvagens (RODRIGUES et al., 2009).
Portanto o objetivo deste trabalho € identificar loci microssatélites no Dourado
(Salminus brasilensis) utilizando o sequenciamento de nova geracao.

2. METODOLOGIA

O material biolégico (nadadeira caudal) para realizar a extracdo de DNA foi obtido
de peixes coletados de pisciculturas da regido sul do pais. A extracao foi realizada
pelo protocolo de Cloreto de sédio (NaCl), utilizando 20 mg de nadadeira
colocados em tampéao de lise contendo proteinase K e deixadas até digestédo
completa. Posteriormente, a fase organica foi precipitada utilizando solugéo salina
(NaCl 5M) e centrifugada, sendo o DNA precipitado por centrifugacao e etanol. A
qualidade do DNA foi avaliada utilizando gel de agarose 1%, corado com Gel
Green (Biotium, USA) e visualizado em transluminador de luz branca (Clare
chemical, USA).

A biblioteca lllumina paired-end shotgun foi preparada seguindo o protocolo
padrao do kit da biblioteca de DNA llumina Nextera (www.epicentre.com).

Na consideracdo de uma leitura como microssatélites foi necesséario que as
repeticbes apresentarem pelo menos um tamanho de 12pb para dimeros,
trimeros, tetrameros, pentameros e hexametros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os loci microssatélites que maior nimero apresentou corresponde aos trimeros
(Tabela 1). Os motivos com maior numero de repeticdbes foram apresentados
pelos Dimeros (Tabela 2). O sequenciamento além de gerar o numero de
repeticbes dos microssatélites, gera o0s possiveis cebadores (primers) para a
amplificac@o destes microssatélites no dourado.

Tamafo do Total Loci com
mondmero loci primer.
Dimero 1715 764
Trimero 3861 2801
Tetramero 3233 2207
Pentamero 485 288
Hexamero 537 354

Tabela 1. Quantidade de loci microssatélites identificados.



Tama}no do Motivo Total de Loci LOQ' com
mondémero primer.
Dimero AC 906 424

TC 679 260

Trimero TGC 888 703
ACC 568 464

Tetramero AAAT 649 453
AATC 260 189

Pentamero AACAC 68 19
ATTTT 38 25

Hexamero AACCCT 32 12
ATAGAG 18 10

Tabela 2: Motivos mais repetidos dos loci microssatélites identificados.

Para continuar com o trabalho de pesquisa serdo escolhidos aleatoriamente dos
possiveis locis amplificaveis (PALS), os microssatélites que irdo ser amplificados
em individuos selvagens e cultivados de Salminus maxillosus.

Os primers identificados serdo processados pelo programa Primer3 (CALABUING
et al.,, 2012). Para evitar as amplificacdes inespecificas os primers serdo
escolhidos segundo os critérios utilizados por Castoe et.al;2012; Estes critérios
sdo, conteudo de CG superior ao 30%, temperatura de anelamento em um
intervalo de 58 a 66°C com no maximo 2°C de diferenca entre primers pareados,
presenca de C ou G nos ultimos nucleotideos do extremo 3" (CASTOE et al.,
2012).

Esta amplificacdo sera realizada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
PCR. Todos os produtos serdo verificados por eletroforeses em gel de Agarose
1% corado com Gel Green (Biotium, USA) e visualizado em transluminador de luz
branca (Clare chemical, USA) e fotografado para registro.

4. CONCLUSOES

A identificacdo e caracterizacdo de loci microssatélites em Dourado pode aportar
infformacdo importante para posteriores estudos sobre biologia das espécies,
histéria natural, relagdes filogenéticas, genética de populacées, ecologia
molecular, filogenética entre outros. Além disso, a utilizacdo de informacao
genética em programas de reproducdo pode levar a estabelecer estratégias de
manejo das populacdes cultivadas e selvagens, permitindo ter um equilibrio com
relacdo a producao e a conservacao das espécies.
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