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1. INTRODUCAO

Originario de aguas doces, marinhas, tropicais e temperadas de todo o mundo,
0S peixes-rei sao representantes da ordem atheriniforme. Dentro desta ordem,
sdo classificados como exemplares da subfamilia atherinopsinae, onde compde
seis géneros dispersos em dois grupos antitropicais: Atherinopsini na América do
Norte (Atherinops, Atherinopsis, Colpichtys, Leuresthes) e Sorgentinini na
América do Sul (Basilichthys, Odontesthes) (DYER, 2006).

O género Odontesthes detém elevada variedade de espécies, sendo
amplamente distribuido em &guas costeiras, marinhas e lagoas de 4gua doce da
América do Sul.

No Brasil esta presente principalmente nas lagoas Mirim e Mangueira, onde
foram descritas varias espécies, sendo a O. humensis uma das mais comumente
encontradas (DYER, 2006), definindo-a como um importante recurso pesqueiro e
espécie de grande potencial aquicola.

O conhecimento acerca da variabilidade genética e os padrdes de estrutura
das populacdes sédo prerrogativas para o desenvolvimento de estratégias para
aquicultura, por meio da insercdo de futuros programas de melhoramento
genético, embasados no uso de marcadores moleculares.

Dentre os marcadores disponiveis atualmente, os microssatélites (SSR-
Simple Sequence Repeats) sdo ferramentas satisfatoriamente utilizadas em
estudos de estrutura de populacbes, conservacdo de espécies e gestdo de
recursos genéticos.

O desenvolvimento de marcadores microssatélites exigia um dispendioso
esforco técnico, com procedimentos demorados e caros. Estes procedimentos
incluem técnicas como a criacdo de bibliotecas enriquecidas para loci SSRs,
clonagem, hibridizacdo para detectar clones positivos, isolamento de plasmideo e
sequenciamento (CASTOE et al., 2012). Entretanto avangcos na tecnologia de
sequenciamento de DNA vém proporcionando métodos mais eficientes e de baixo
custo para desenvolver marcadores moleculares para espécies que nao possuem
dados disponiveis, gerando os chamados loci potencialmente amplificaveis
(PALs) (LANCE et al., 2013), uma poderosa ferramenta para estudos genéticos.

Logo, este estudo objetiva o desenvolvimento de loci potencialmente
amplificaveis de microssatélites para O. humensis visando compreender a
genética desta espécie.

2. METODOLOGIA
O material biolégico utilizado neste estudo foi oriundo de coletas na lagoa

Mangueira, situada no municipio de Santa Vitoria do Palmar-Brasil (S 32°59'12” e
O 52°42’42”). O DNA gendmico total foi extraido a partir de nadadeira caudal


mailto:dionello@ufpel.edu.br

C-O2014

XXIICONGRESSODEINICIACAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

(200-300 mg) de O. humensis, com a utilizagcdo da separacdo organica pelo
protocolo modificado de NaCl (BARRERO et al., 2008).

Uma unica biblioteca gendmica foi preparada a partir de 20 ng de DNA
seguindo o protocolo padrao do Kit lllumina Nextera DNA Library (lllumina, San
Diego, USA). O sequenciamento da biblioteca foi conduzida em um sequenciador
GAllx (lllumina, San Diego, USA) com leituras de 150 pares de bases.
Posteriormente, as leituras pés sequenciamento foram avaliadas com o programa
PAL_FINDER _v.0.02.03 (CASTOE et al., 2012), identificando microssatélites com
dinucleotideos (2mer), trinucleotideos (3mer), tetranucleotideos (4mer),
pentanucleotideos (5mer) e hexanucleotideos (6mer). Determinou-se repeticdes
simples e de pelo menos 12 pb de comprimento para 2mer, 3mer e 4mers, e pelo
menos trés repeticdes para 5mers ou 6mers.

Apés a identificacdo, os loci SSRs foram agrupados para um subdiretério
local do programa Primer3 v.2 (LANCE et al., 2013) para o desenho dos primers.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram aferidos 1.265.204 leituras, contendo aproximadamente 0,184 Gpb. O
tamanho do genoma de O. humensis é desconhecido, embora genomas de
peixes que ja estdo sendo sequenciados apresentam em média 1,250 Gbp
(KATAGIRI et al., 2005; JIANG et al., 2013); logo usando este embasamento
como parametro, a cobertura total foi de aproximadamente 15% do genoma.

Do total de leituras obtidas, 75.347 continham SSRs, no entanto, 34%
apresentaram sequéncias flanqueantes bastantes adequadas para desenho de
primers, produzindo 25.806 PALs, sendo 21% de 2mers, 22% de 3mers, 37% de
4mers, 13% de 5mers e 7% de 6mers (Figura. 1).
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Figura 1: Relac&o entre o numero total de loci e o nimero de loci potencialmente
amplificaveis (PALS), identificados por tamanho das repeticdes de microssatélites.

Em contraponto & espécie modelo “Zebrafish” (Danio rerio) (116.915 SSRS)
(ROUCHKA, 2010),0 peixe-rei O. humensis apresenta numeros de loci
microssatélites inferior, porém para obtencdo dos loci SSRs, em zebrafish, foi
utilizado o genoma total de aproximadamente 1,7 Gpb e para este estudo um total
de 0,185 Gpb .



C-O2014

XXIICONGRESSODEINICIACAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

Em estudo de sequenciamento de Carpa Siamés (Henichorynchus
siamensis), foram obtidas 65.954 leituras por meio da plataforma 454 GS-FLX
(ROCHE, BRANFORD, USA), considerando que 1.837 de sua totalidade eram
SSRs (IRANAWATI et al., 2012).

LANCE et al. (2013) sequenciaram 0,5 Gpb do genoma de “Speckled Dace”
(Rhinichthys osculus) e “Mountain  Whitefish” (Prosopium  williamsoni),
apresentando entorno de 30.000 e 26.000 PALs respectivamente.

Essas divergéncias podem estar atribuidas as diferentes plataformas
utilizadas e as peculiariades que a acompanham, bem como a cobertura do
genoma, numero de sequéncias e tamanho de leituras.

A repeticdo mais frequente encontrada foi tetranucleotideo (Figura.l),
resultado este discrepante aos estudos de LUO et al. (2012) e LANCE et al.
(2013), que obtiveram maior niumero de dinucleotideo em “Tarim Schizothoracin”
(Schizothorax biddulphi) ,“Speckled Dace” e “Mountain Whitefish”.

Em microssatélites tetranucleotideos, o motivo de SSR mais frequente
encontrado foi ATGG, embora segundo MEGLEC?Z et al. (2012), para Chordatas
em geral o motivo mais comum encontrado para tetranucleotideo foi AGAT e em
plantas AAAT, resultados distintos em ambos estudos e grupos de espécies o que
sugestiona a vasta variacao que pode ser encontrada dentre as repeticdes de loci
microssatélites.

Referente ao total de PALs, foram selecionados os loci SSRs de melhor
qualidade chamados de “Best PALs’(bPALs), onde os mesmos apresentaram
unidades longas de repeticdes (4mers, 5mers e 6mers) e trechos mais longos de
repeticbes (mais de 7 unidades de repeticdes observadas), apresentando maior
propenséao alta variabiliade populacional (CASTOE et., 2012; LANCE et al., 2013).

O numero de bPALs foi de 167 (Figura. 2), valores similares ao encontrado
por CASTOE et al. (2012) ao estudar aves (100 - 450) e inferiores aos resultados
de LANCE et al. (2013) em peixes (4.635 — 6.631).
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Figura 2: Loci de melhor qualidade (bPALS) identificados por tamanho das
repeticoes.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que uma pequena cobertura do genoma de O.
humensis fez-se suficiente para a identificacdo de um grande numero de loci
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potencialmente amplificaveis de microssatélites. Além disso, foi gerado um
namero o6timo de bPALs, com grande potencial para andlise de variabilidade
genética da espécie estudada.
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