4»., UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp av “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

Unesp

Ciéncias Biolo6gicas

Rafael Bim Ongaro Pinheiro

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES
DE MICROSSATELITE RESPECTIVOS A
ESPECIE ASTYANAX LACUSTRIS

Rio Claro
2018



RAFAEL BIM ONGARO PINHEIRO

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES DE
MICROSSATELITE RESPECTIVOS A ESPECIE ASTYANAX
LACUSTRIS

Orientadora: Dra. Prianda Rios Laborda

Co-orientador: Prof. Dr. Marcio Silva Araujo

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado
ao Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
Campus de Rio Claro, para obteng¢ao do grau de

Licenciado e Bacharel em Ciéncias Biologicas

Rio Claro
2018



Pinheiro, Rafael Bim Ongaro
P654d Desenvolvimento de Marcadores de Microssatélite
Respectivos a Espécie Astyanax lacustris / Rafael Bim Ongaro
Pinheiro. -- Rio Claro, 2018
30 p.

Trabalho de conclusédo de curso (Bacharelado e licenciatura -
Ciéncias Biologicas) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias, Rio Claro

Orientadora: Prianda Rios Laborda

Coorientador: Mércio Silva Aradjo

1. Genética de populac@es. 2. Microssatélite. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do
Instituto de Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




RESUMO

Astyanax lacustris, conhecido popularmente como lambari, € uma espécie de
peixe encontrada em rios e lagoas do Pantanal sul-mato-grossense. Microssatélites
sdo regides do genoma que apresentam alta taxa mutacional e polimorfismo ja em
niveis populacionais. Este é o tipo de marcador ideal para inferir sobre processos
ecolégicos e evolutivos em escalas curtas de tempo. O objetivo deste estudo foi
desenvolver marcadores microssatélites para futuros trabalhos de genética
populacional. Apdés o isolamento do DNA, foi realizado o procedimento de
enriquecimento da biblioteca de microssatélites. Noventa e seis clones foram
duplamente sequenciados, e 43 locos marcadores putativos foram identificados,
sendo 37 dinucleotideos e seis tetranucleotideos. Os motivos dos dinucleotideos
encontrados foram 64% (AC/TG)n e 21% (AG/TC)n. Os resultados relativos aos
motivos dos microssatélites corroboram os marcadores isolados para as espécies A.
altiparanae e A. fasciatus. Foram desenhados e sintetizados 23 primers para a
espécie. Até o momento, foram testados cinco primers. Todos apresentaram
polimorfismo e alto potencial informativo para furturas analises sobre a espécie A.

lacustris.

Palavras-chave: Baia da Medalha, genética de populag¢des, Pantanal, Rio Miranda
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1.INTRODUGCAO

O Pantanal apresenta uma area de 140.000km? e é caracterizado por ser uma
planicie inundavel com rios e lagoas perenes. A maior parte dessas lagoas
permanecem isoladas dos rios durante a estagdo seca e conectam-se ao rio mais
préximo com o inicio da estagcédo chuvosa (JUNK et al., 2006). Nesse bioma, muitas
especies de peixe apresentam periodos reprodutivos que coincidem com o verao,
justamente quando as chuvas conectam as lagoas aos rios, de forma que os peixes
dos rios reproduzem-se nas lagoas da planicie alagada.

O lambari Astyanax lacustris (LlUtken 1875) ocorre no Pantanal sul-mato-
grossense, sendo encontrado em lagoas e rios deste bioma (HECKMAN, 1998;
SILVA et al.,, 2010). Cada ambiente apresenta um conjunto de caracteristicas
bidticas e abiodticas que os definem. As lagoas sao ambientes Iénticos, rasos, com
muita vegetacdo aquatica. Ja os rios sdo ambientes Ioticos que apresentam maior
coluna d'agua, velocidade e menor presenga de vegetagcdo aquatica (JUNK et al.,
2011).

Costa-Pereira et al. (2016) encontraram diferencas morfoldgicas, durante a
estacao seca, entre uma populagao de A. lacustris isolada em uma lagoa conhecida
como baia da Medalha e a populagdo adjacente do rio Miranda. No rio Miranda, os
individuos apresentaram a regido anterior do corpo relativamente maior, afinando
até a regido posterior, com um pedunculo caudal curto. Na baia da Medalha, os
individuos apresentaram a regidao anterior do corpo relativamente menor e a regiao
posterior relativamente maior, com um pedunculo caudal maior. Essas morfologias
funcionais distintas influenciam diretamente a performance natatéria dos peixes,
sendo esperadas em ambientes Iticos e |énticos respectivamente (TOKIC & YUE,
2012; LANGERHANS & REZNICK, 2010). No caso das populacdes de A. lacustris
estudadas, as diferencas morfologicas encontradas indicam que essas populagdes
estdo adaptadas aos seus respectivos ambientes (LANGERHANS & REZNICK,
2009; LANGERHANS et al.,2004).

Astyanax lacustris reproduz-se durante a estagdo chuvosa, quando as
populacdes dos rios se deslocam para a planicie alagada para se reproduzir
(HECKMAN, 1998; SILVA et al., 2010). Supondo auséncia de isolamento reprodutivo
entre as populagdes dos rios e das lagoas, as diferengas morfolégicas observadas

seriam mantidas por sele¢cao natural diversificadora, que se sobreporia ao efeito do



fluxo génico entre populagdes. Por outro lado, é possivel que essas populagdes
estejam isoladas reprodutivamente por mecanismos de acasalamento preferencial,
apesar de se reproduzirem no mesmo ambiente e na mesma época do ano. Uma
maneira de testarmos essas hipoteses € quantificando o grau de diferenciagao
genética entre individuos coletados nas lagoas e nos rios.

Entretanto, antes de testar as hipoteses anteriormente citadas, € necessario
caracterizar a variabilidade genética das populagbes de A. lacustris. Com a
caracterizagao da frequéncia alélica, € possivel observar como ocorre a estruturagcao
genética entre as populacdes estudadas (VANHAECKE et al., 2012; Yl et al., 2015).
Para estudar a diversidade genética entre populagdes, utilizam-se marcadores
moleculares. Uma possibilidade sdo marcadores de DNA, que fornecem evidéncias
sobre polimorfismos em regides especificas do genoma dentro das populagdes
(JIANG, 2013). Diversos marcadores moleculares foram desenvolvidos nas ultimas
décadas, como alozimas, SNPs (single nucleotide polymorphism), RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism) e
microssatélites.

Microssatélites, também denominados a partir do inglés, SSRs (Simple
Sequence Repeats), sao sequéncias de nucleotideos repetidas em tandem
(SELKOE & TOONEN, 2006). Podem variar de apenas um nucleotideo
(mononucleotideos) até seis (hexanucleotideos) e sdo usualmente considerados
como marcadores evolutivamente neutros (LI et al.,, 2002). Microssatélites
apresentam alta taxa mutacional, entre 102 e 10® mutagbes por loco/por geragdo
(SCHLOTTERER, 2000) e, por isso, sdo locos altamente polimérficos ja em nivel
populacional. Seus alelos sédo variagcdes no numero de repeticdes dos motivos e o
padrdao de heranga € codominante (BORIS et al., 2011). Estas regides repetitivas
sao facilmente identificaveis por suas regides flanqueadoras que apresentam baixa
taxa mutacional, permanecendo conservadas entre individuos da mesma espécie ou
até mesmo de espécies filogeneticamente aparentadas (SELKOE &TOONEN, 2006).

Diversas espécies de peixes, como o linguado-japonés (Paralichthys
olivaceus), a carpa-comum (Cyprinus carpio) e representantes da familia
Salmonidae, por exemplo, a truta-marrom (Salmo trutta), a truta-hucho (Hucho
perryi), o salmao-do-atlantico (Salmo salar) e a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), foram estudadas a partir do uso de microssatélites (SEKINO et al., 2002;
DESVIGNES et al., 2001; ANGERS & BERNATCHEZ, 1997).



Em relagdo ao género Astyanax, este tipo de marcador ja foi utilizado em varias
espécies, como A. fasciatus (a mesma espécie também é referida por alguns
autores como A. mexicanus), A. scabripinnis, A. intermedius, A. altiparanae, A.
schubarti, A. gitton e A. parahybae, com o intuito de conduzir analises genéticas
entre populagdes, entre espécies ou de auxiliar a revisdo taxondémica, a partir do
polimorfismo do genoma (STRECKER et al., 2003; PROTAS et al., 2005; VICARI et
al., 2010; PANARAM & BOROWSKY, 2005; STRECKER, 2003; KAVALCO et al.,
2007; ABEL et al., 2006; BRADIC et al., 2012). Por exemplo, popula¢des da espécie
A. fasciatus apresentam individuos com caracteristicas anatdbmicas adaptadas a
ambientes de superficie (com Iluminosidade) e individuos com adaptagbes a
ambientes de caverna (auséncia de luminosidade). Populagdes de 11 cavernas e
dez de ambiente superficial foram amostradas para a analise do fluxo génico,
diversidade genética, taxa migratoria, diversidade alélica e até tamanho de cada
populagcdo empregando marcadores de microssatélites (BRADIC et al., 2012).

Em outro caso, microssatélites foram utilizados para determinar a evolucao do
albinismo em 29 popula¢des cavernicolas de A. mexicanus. Foram isolados 600
microssatélites e seus respectivos primers foram sintetizados para obter um mapa
de ligacado génica para investigar o albinismo. Por meio desta ferramenta, inferiu-se
que o albinismo evoluiu, independentemente, em duas populagbes cavernicolas
diferentes por processos diferentes no mesmo gene (PROTAS et al., 2005).

Devido as caracteristicas listadas, microssatélites sdo os marcadores genéticos
ideais para serem utilizados em trabalhos de estruturagdo genética populacional e
fluxo génico. Até o presente momento, ndo foram isolados marcadores
microssatélites para A. lacustris. No entanto, a utilizagcdo dos microssatélites é mais
facil e informativa quando os marcadores sdo espécie-especificos, o que torna
necessario o desenvolvimento destes marcadores para a espécie em questao
(SELKOE & TOONEN, 2006).

O presente Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) é parte de um projeto
financiado pela FAPESP acerca da variagdo genética e morfolégica da espécie
Astyanax lacustris, coordenado pelo co-orientador do presente TCC, Dr. Marcio Silva
Araujo. O projeto como um todo visa investigar a variagdo morfolégica e genética de
populagdes oriundas de seis lagoas ao longo do rio Miranda. Os marcadores
desenvolvidos no presente TCC serao utilizados posteriormente na analise genética

das populagdes de A. lacustris.



2.0BJETIVO

O objetivo do presente TCC é o isolamento/desenvolvimento de marcadores
microssatélites para a espécie de peixe Astyanax lacustris, por meio da construcao
de uma biblioteca enriquecida, desenho de primers para potenciais locos e avaliagéo

preliminar do polimorfismo em individuos de duas populagdes naturais.

3.MATERIAL E METODOS

3.1.Material

Os peixes utilizados no presente projeto estavam disponiveis em colegéao.
Portanto, nenhum animal foi sacrificado para este trabalho. Os individuos de A.
lacustris (n=44) foram coletados na Baia da Medalha (19°34'34" S; 57°00'46" W) em
maio de 2017 (estagao seca). Os peixes foram identificados com base na chave de
identificacdo proposta por Britski, (2007). Recentemente, A. lacustris passou a ser
sinonimia para Astyanax asuncionensis (LUCENA & SOARES, 2016). Os individuos

foram armazenados em alcool absoluto.

3.2.Métodos

Pequenas quantidades de musculo foram usadas para a extracado do DNA pelo
protocolo salting out (SUNNUCKS & HALES, 1996; ALJANABI & MARTINEZ, 1997).
Foi construida uma biblioteca enriquecida em microssatélites segundo as
especificacées descritas em Billotte et al., (1999). O método € baseado na digestéao
do DNA genbmico pela enzima Afa | (antiga Rsa |) que origina fragmentos de
terminacgdes abruptas que sao ligados a adaptadores 5'-
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3' e 5-TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3".
Posteriormente, estes fragmentos foram hibridizados com sondas biotina contendo
microssatélites sintéticos dos tipos (TG)n e (TC)n e subsequentemente recuperados
por particulas ligadas a streptavidina magnetizadas (Streptavidin MagneSphere
®Paramagnetic Particles). Os fragmentos selecionados sdo ligados ao vetor
plasmidial pGEM-T Vector System, introduzidos via eletroporagao em células de E.
coli competentes (XL1-Blue) para a clonagem do inserto. O vetor possibilita a

selecao de colbnias recombinantes pelo método azul e branco.



Apods o sequenciamento dos clones, os microssatélites foram identificados com
a ferramenta SSRIT (TEMNYKH, et al., 2001). Foram considerados dinucleotideos
com 7 ou mais repetigdes, trinucleotideos com 5 ou mais repeticbes, e
tetranucleotideos e pentanucleotideos com 3 ou mais repeticbes. Os primers para
amplificagdo via PCR (polymerase chain reaction) foram desenhados com o software
PRIMER3 (UNTERGASSER et al.,, 2012). Apos esta etapa, foram verificados a
viabilidade de amplificacdo e o polimorfismo dos locos selecionados anteriormente e
realizada a genotipagem na amostra populacional seguindo a estratégia utilizada em
Laborda et al. (2009). O calculo das estatisticas de sumario, como numero de
alelos/loco e heterozigosidades observada e esperada, serao feitos com o software
GENEPOP (ROUSSET, 2008).

4 RESULTADOS

Foram realizados quatorze lotes de extracido, com média de 12 amostras por
lote, para isolar o DNA genémico de A. lacustris com o intuito de atingir a qualidade
e a quantidade necessaria para iniciar a construgdo da biblioteca enriquecida. Apds
cada extragdo, foi realizada uma verificagdo do resultado por meio de uma
eletroforese contendo o DNA extraido em um gel de agarose 1%. Trés marcadores
de DNA (A50ng/pL, AM00 ng/puL e M50 ng/uL) foram os parédmetros para inferir a

massa das amostras de DNA isolado de A. lacustris (Figura 1).
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Figura 1. Quantificagdo das amostras de DNA gendmico de Astyanax lacustris. Géis
1% agarose TAE 1X, 100V por 1,5 h. Em ambas as fileiras, os primeiros trés pogos
contém os marcadores de peso molecular (A50ng/uL, A100 ng/uL e A150 ng/uL,
respectivamente), demais pogos contém amostras de A. lacustris.

Seguindo a préxima etapa, deu-se o inicio a construgdo da biblioteca
enriquecida de microssatélites. O DNA gendmico foi digerido e posteriormente
checado por um novo gel de agarose 1%, dessa forma verificou-se a digestdo do
DNA. Os fragmentos digeridos foram ligados aos adaptadores ja citados
anteriormente, hibridizados com sondas de biotina ligadas a SSRs sintéticos dos
tipos (TG)n e (TC)N e recuperados por magnetismo. Em sequéncia, os fragmentos
foram inseridos em vetor plasmidial e inoculados em células de E. coli competentes
para transformacao, como especificado anteriormente. Foram isolados 384 clones.
Os insertos de 96 clones foram amplificados por meio de PCR de cultura para
verificar o sucesso da transformagao (Figura 2). Apds esta etapa, os mesmos 96
clones foram duplamente sequenciados (primer T7 promoter para forward, e primer
SP6, para reverse). Quando ambas as sequéncias de cada clone apresentaram
tamanho suficiente, foi originada uma sequéncia consenso entre as duas. Em casos
que nao foi possivel gerar o consenso, as sequéncias forward e reverse foram
utilizadas separadamente para verificar a presenga de regides microssatélites.

Exemplos de loci microssatélites identificados estdo na figura 3.
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Figura 2. Etapas da construgao da biblioteca enriquecida em SSRs para A. lacustris.
A) Digestao de diferentes aliquotas de DNA gendmico (gel 1% TAE 1X, 70V por
1:30min; ladders 250 bp e 1Kb). B) Pre-amplificacdo dos fragmentos digeridos (gel
1% TAE 1X, 110V por 1:50min; ladders 250 bp e 1Kb). C) Amplificagdo dos
fragmentos apos enriquecimento (gel 1% TAE 1X, 70V por 1:40min; ladder 250 bp).
D) Amplificagao dos insertos, respectivos aos primeiros 24 clones (gel 1% TAE 1X,
100V por 45min; ladder 250 bp).
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Figura 3. Eletroferogramas com exemplos de microssatélites encontrados para Astyanax lacustris. A) Clone D01 - dinucleotideo
perfeito (AG)13. B) Clone HO1 - dinucleotideo imperfeito (AC)19T(CA)12. C) Clone HO6’ - tetranucleotideo (TCTT)a.
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Dentre os clones foram identificados 43 microssatélites, sendo 37
dinucleotideos e 6 tetranucleotideos. Apds verificagdo das posigdes de inicio e fim
de cada SSR, alguns loci adjacentes foram considerados como um unico locus,
originando microssatélites denominados interrompidos, quando uma sequéncia de
bases esta entre inserida entre os motivos, ou imperfeitos, quando apenas uma base
nao correspondente esta inserida entre o motivos (OLIVEIRA et al., 2006). Isto
ocorreu para os clones D01 (motivo GT), clone HO1 (motivo AC), clone D03 (motivo
AG) e clone C06 (motivo AC) (Tabela 1).

Tabela 1. Microssatélites presentes nas sequéncias unicas ou consensos originados
a partir dos 96 clones sequenciados.

Inicio Fim Tamanho
No. de
Nome da sequéncia  Motivo do do da
Repeticoes
SSR SSR sequéncia
SSR (clone C01) CA 32 111 174 210
SSR (clone D01) AG 13 266 291 464
SSR (clone D01) GT 17 422 456 464
SSR (clone HO1) AC 31 284 346 514
SSR (clone A02) AC 10 168 187 302
SSR (clone D03) GA 29 42 100 293
SSR (clone E03) CA 25 375 424 508
SSR (clone G03) GT 20 700 739 739
SSR (clone cons.
CA 8 115 130 712
A04eA10)
SSR (clone cons.
AG 7 595 608 712
A04eA10)
SSR (clone B04) AC 25 301 350 401
SSR (clone cons.
TAGA 33 296 427 733
C04eC10)
SSR (clone G04) GT 22 395 438 439
SSR (clone A05) AC 26 110 161 409
SSR (clone A05) TG 8 240 255 409

SSR (clone A05) AC 7 379 392 409



SSR (clone cons.
B05eB11)

SSR (clone cons.
B05eB11)

SSR (clone C05)
SSR (clone cons.
FO5eF11)

SSR (clone cons.
FO5eF11)

SSR (clone cons.
FO5eF11)

SSR (clone cons.
B06eB12)

SSR (clone C06)
SSR (clone cons.
A01eAQ7")

SSR (clone cons.
G01eG07")

SSR (clone D09')
SSR (clone D09')
SSR (clone D09")
SSR (clone G09'")

SSR (clone A04')

SSR (clone cons.
B04eB10")
SSR (clone cons.
D04eD10")
SSR (clone cons.
D04eD10")
SSR (clone cons.
FO04eF10")

GA

CA

TG

CA

CT

ATTG

GAGG

CA

AAAC

TG

TG

TG

TG

AC

AC

CT

AG

CAAA

AG

19

12

11

19

12

66

22

10

10

19

16

17

41

150

256

12

217

383

158

199

305

510

453

489

515

167

392

350

927

317

236

78

173

277

49

240

394

169

333

316

553

470

508

534

204

405

381

942

328

269

287

287

352

420

420

420

457

344

742

800

564

564

564

399

412

553

1084

1084

584

14



SSR (clone cons.
G04eG10")

SSR (clone A0%')
SSR (clone E11")
SSR (clone F05')
SSR (clone G05')
SSR (clone G05')
SSR (clone A06')

SSR (clone A06')

AC

AC

CT

AC

AC

AC

AC

TCTT

14

36

16

10

10

4

189

392

445

293

348

419

532

622

206

405

472

364

379

438

551

637

1001

412

472

461

499

499

816

816
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Setenta e trés por cento dos 37 microssatélites com motivos dinucleotideos

apresentaram 10 ou mais repeticées (Figura 4). O numero de repeticdes entre eles

variou de 7 a 66, com uma média de 17 repeti¢gdes. Analisando apenas os motivos

(AC/TG), a média de repeticdes foi de 18. Para os motivos (AG/TC), observou-se a

média de 13. Sessenta quatro por cento de todos os SSRs sao dinucleotideos com

motivo (AC/TG) e 21% séao dinucleotideos com motivo (AG/TC). Trinucleotideos nao

foram identificados. Microssatélites com motivos tetranucleotideos representaram

aproximadamente 15% do total (Figura 5). Entre eles, 4 loci apresentaram 3

repeticoes, 1 apresentou 4 repeti¢cdes e 1 apresentou 33 repeticdes.
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Figura 4. Faixas de distribuicdo dos tamanhos (em numero de repeti¢des) dos
Microssatélites com motivos dinucleotideos encontrados para A. lacustris.
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Figura 5. Porcentagens dos motivos dos 43 microssatélites encontrados para A.
lacustris.
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Para a sintese dos primers, os microssatélites foram selecionados segundo
critérios estabelecidos. Os microssatélites foram escolhidos quanto ao tamanho do
produto e quanto a presenca de sitio de restricdo da enzima Afa I. Foi preferivel a
sintese de primers para microssatélites dinucleotideos. Pela comparagdo dos
individuos de A. lacustris com as informagdes genéticas das espécies depositadas
no GenBank/NCBI (National Center for Biotechnology Information), foram preferiveis
0s microssatélites que apresentaram similaridade com alguma espécie de peixe
entre os primeiros cinco hits do BLAST e com e-value inferior a 10e-6.

Foram desenhados 23 pares de primers nas regides flanqueadores dos loci
microssatélites selecionados (Tabela 2). Dezenove microssatélites com motivos
dinucleotideos e 4 microssatélites tetranucleotideos satisfizeram os critérios
estabelecidos acima e foram escolhidos para sintese dos primers. Do total obtido, 5
loci selecionados possuem microssatélites imperfeitos sendo: Ast lac_ssr03
(AC)19T(CA)12, Ast lac_ssrO5 (GA)13A(AG)16, Ast lac_ssrld  (TG)22C(GT)s,
Ast_lac_ssrl5 (CA)19T(AC)4, e Ast lac_ssr22 (CA)4T(AC)1o. Trés loci apresentam
microssatélites interrompidos sendo: Ast lac_ssr08 (AC)2sNn(CA)12, Ast lac_ssrl2
(CA)10AATA(AC)s6 e Ast_lac_ssr21 (AC)1eN4o(AC)1o0.

O DNA genbmico de 16 individuos de A. lacustris foi extraido utilizando,
também, o protocolo salting out. Os loci foram amplificados utilizando reag¢des de
polimerase em cadeia (PCR) seguindo o protocolo 'Touchdown' PCR (DON et al.,
1991). Apds esta etapa foram, realizados géis de agarose 3% para observar a
utilidade de aplicagao dos loci como marcadores moleculares. Apds amplificacdo de
todos os 23 loci, observou-se o padrdao ndo desejado de mais de uma banda de
DNA, o que indica a presencga de regides que nao correspondentes a regido alvo
contendo os SSRs (Figura 6). Desta maneira, os resultados indicaram que ainda
seriam necessarias otimizagdes antes de seu uso eficaz.

Para testes posteriores, os loci Ast_lac_ssr02, Ast lac_ssrll, Ast lac_ssrl3,
Ast_lac_ssr22 e Ast_lac_ssr23 foram selecionados. No primeiro teste, foi utilizada a
enzima Taq polimerase de produgao caseira e no teste apenas com os 5 loci acima
mencionados, a enzima foi substituida por uma aliquota de comercial. O resultado
foram amplificacbes especificas, com os tamanhos de produto esperados,
evidenciando a superagdo desta dificuldade. E possivel notar a diferenca entre a

amplificagdo do locus Ast_lac_ssr02, usado como experimento controle, utilizando
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Taq polimerase caseira (a esquerda do ladder) e Taq polimerase comercial (a direita
do ladder) na parte superior da figura 7.

As proximas etapas serdo a re-amplificagdo dos 18 loci restantes e a
quantificagdo do polimorfimos por meio da genotipagem dos marcadores em géis de

acrilamida.
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Tabela 2. Caracteristicas dos loci microssatélites desenvolvidos para Astyanax lacustris.

Tamanho do

Nome Sequéncia F 5'-> 3' SequénciaR 5'-> 3' produto SSR
Ast_lac_ssrO1 ATAGTAACCGTGTGCCGTGTC CCAATAGCTCATCACAGACAGC 160 (CA)32
Ast_lac_ssr02 GCAGCAGCTTCTCCAGGTAT TTTGCCCACAGTGTTGTTGT 182 (AG)13
Ast_lac_ssr03 GGGAGTGGAAGAAGCAGTCA GTGGACTTGAACAAAGGACGA 211 (AC)19T(CA)12
Ast_lac_ssr04 TGCCTCAATTTTGCTCTTGA CCTGTGGTGGCTGTATGTGT 156 (AC)10
Ast_lac_ssr05 GTGTGTCACAGATGACAGTGGA CACCGACTCTCCGTCTCTCT 168 (GA)13A(AG)16
Ast_lac_ssr06 CTCACTGTCCTCCACTGCTG CTGGCCAAACACTGGCTAAT 135 (AC)2s
Ast_lac_ssr07 CGATTTTGGGGGAATAAACA TGCAACATCACTTGTGTCCA 286 (TAGA)33
Ast_lac_ssr08 TTTTCCTCATGACTGCTCCA GAGACGGTGTGTGATGTGGT 186 (AC)26NN(CA)12
Ast_lac_ssr09 TACATCAGCAGCCGGAGTC AAACGGCTTCACCTGTCACT 250 (GA)19
Ast_lac_ssrl10 TCCAGCTGCTGTTAGTGGTG CCAGATTCCCCAGTTTAGCA 202 (CT)2
Ast_lac_ssrll GCTCTACTGGTCTTCATCAC GATAGACAGATAACCCTACAAC 156 (ATTG)s
Ast_lac_ssrl2 GATGCAGCAATTCTACAAGG CTCACGTAAATGTGTGTGTGT 220 (CA)10AATA(AC)s6
Ast_lac_ssrl3 CCTCCACAGCAAAACAATCA TTGTTTGCCACGTATTTCCA 232 (AAAC)3
Ast_lac_ssrl4 TGGTTTATGGTTGCAAGGTG AGGAGGTGGAGGAGAAGAGC 208 (TG)22C(GT)4
Ast_lac_ssrl5 TGTAGGTTGTTGGGAGGACA TCCAAAGGTTTCCATAGTGTCA 240 (CA)19T(AC)a
Ast_lac_ssrl6 TGTGAGTGCGTTTGTGTGAG TGTAGTGGTCCCAGGCTTTC 219 (CT)e
Ast_lac_ssrl7 CAGGGAAAGAGAGTAGGAAACA TGTCTGAAACAACAGCACACA 143 (AG)s
Ast_lac_ssrl8 CCATGCTGCGTCAGTTTAGA CATTCGCTCTCACCTTCTCC 140 (AG)17



Ast_lac_ssrl9
Ast_lac_ssr20
Ast_lac_ssr21
Ast_lac_ssr22

Ast_lac_ssr23

TCCATGGTTGCATTAGTAGGC
CAATAAAAATGCCTGCCTCA
CCGTCGTTGATTCCTCTGTT
GCAATGCTGAGAGCCTGAAT
GACGCAGGGAGGAATACAAC

TTTGAGTGACCTTGGCAGTG
GATGTGCGATGGATATGATTG
GCGATGGTGAAAAGTGTGTG
AGGAGGACAAGAGGGTTGGT
GCACTCTGTTTGGGACCAGT

149
233
239
122
142

20

(AC)o
(AC)ss6
(AC)16N4o(AC)10
(CA)4T(AC)10
(TCTT)4
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Figura 6. Primeira avaliagdo das amplificacbes de 5 marcadores SSR de Astyanax
lacustris. Loci: superior esquerda - Ast_lac_ssr02, centro esquerda - Ast_lac_ssrl1,
centro direita - Ast_lac_ssr13, inferior esquerda - Ast_lac_ssr22, inferior direita -
Ast_lac_ssr23. Gel 3% TBE 0,5X, 170V por 1 hora; ladder 25 bp.
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Figura 7. Segunda avaliagao das amplificagbes de 5 marcadores SSR de Astyanax
lacustris. Loci: superior esquerda [controle] - Ast lac_ssr02 com reagentes do
primeiro teste, superior direita - Ast lac_ssr02 com novos reagentes, centro
esquerda - Ast lac_ssrll, centro direita - Ast lac_ssrl3, inferior esquerda -
Ast_lac_ssr22, inferior direita - Ast_lac_ssr23). Gel 3% TBE 0,5X, 170V por 1 hora;
ladder 25 bp. Gel 3% TBE 0,5X, 170V por 1 hora; ladder 25 bp.
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5.DISCUSSAO

Microssatélites dinucleotideos sdo os mais frequentes no genoma da maioria
dos organismos, principalmente em vertebrados e dentre as 4 possibilidades de
SSRs dinucleotideos os de motivo (AC) sdo os mais frequentes em genomas
animais (WANG et al, 1994; TOTH, 2000). As espécies de peixes, como Fugu
rubripes e Leporinus obtusidens, apresentam SSRs dinucleotideos (34% e 62%,
respectivamente) mais frequentes, seguidos por tetranucleotideos (21% e 15%,
respectivamente; EDWARDS et al, 1998; VILLANOVA et al, 2015). Os
microssatélites mais abundantes em A. lacustris foram os dinucleotideos
correspondendo a 85% correspondendo ao esperado para a frequéncia de motivos
de microssatélites em espécies de peixes.

Os motivos mais frequentemente encontrados foram (AC/TG), com 64% e
(AG/TC) com 21%. Esta alta porcentagem de SSRs contendo motivos (AC)
corrobora com demais espécies de peixes que tiveram este mesmo tipo de marcador
isolado. Por exemplo, 62% de SSRs dinucleotideos de motivo (AC/TG) e 30%
(AG/TC) foram descritos para a espécie de peixe L. obtusidens (VILLANOVA et al.,
2015). Em algumas espécies, a frequéncia do motivo (AC/TG) passa dos 90%, como
no caso da espécie de tilapia Oreochromis niloticus, que apresenta frequéncia de
96% deste motivo (CARLETON et al., 2002).

Quarenta e quatro por cento de todos os microssatélites apresentarem motivo
(AC)N e 11,5% (AG)N, totalizando mais da metade de todos os SSRs encontrados.
Esta maior frequéncia de dinucleotideos e de motivos (AC)n e (AG)N condiz com o
método de enriquecimento de microssatélites pela hibridizagdo das sondas (TG)n e
sondas (TC)n (BILLOTTE et al., 1999). Outras espécies de animais que tiveram
marcadores microssatélites caracterizados e isolados pelo mesmo método de
enriquecimento apresentaram, também, maior frequéncia de dinucleotideos e de
motivos (AC)n e (AG)N, como Drosophila mediopunctata, Siniperca scherzeri e
Passer domesticus (GARNIER et al.,, 2008; LABORDA et al., 2009; YANG et al.,
2012).

Levando em consideracdo apenas os SSRs com motivo mais abundante,
(AC/TG), a média do numero de repeticbes encontrados condiz com os demais
resultados presentes na bibliografia. A. lacustris apresentou a média de 18

repeticoes, caracterizando como microssatélites grandes em comparagao a outras
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espécies de animais, como insetos Apis mellifera (média de repeticdes =12) e
Drosophilia melanogaster (média de repeticdes = 10) ou mamiferos Cannis familiaris
(média de repeticdes = 15) e Homo sapiens (média de repeticées = 13) (SCHUG et
al., 1998). Os resultados encontrados aproximaram-se em comparagdo a outras
espécies de peixes como Oncorhynchus mykiss (média de repeticbes = 26), O.
nerka (média de repeticbes = 24), Salmo salar (média de repeticdes = 11), Gadus
morhau (média de repeticdes = 30) e Dicentrarchus labrax (média de repetigbes =
26). Além disso, o maior microssatélite encontrado para A. lacustris apresentou 66
repeticdes, proximo do maior SSR encontrado para O. mykiss (>60 repeticdes), O.
nerka (54 repeticdes), G. morhau (>60 repeticbes) e D. labrax (52 repeticoes;
BROOKER et al., 1996; ESTOUP et al., 1993; GARCIA de LEON et al., 1995;
SCRIBNER et al., 1996; SLETTAN et al., 1993).

Duas espécies do género Astyanax, A. altiparanae e A. fasciatus, também
possuem marcadores microssatélites isolados e caracterizados. Ambas as espécies
apresentaram alta frequéncia de SSRs dinucleotideos de motivo AC/TG assim como
A. lacustris. Foram desenvolvidos 18 primers para A. fasciatus e 25 para A.
altiparanae e posterior analise demonstrou que 4 e 11 loci, respectivamente,
apresentaram alto polimorfismo (ZAGANINI et al., 2012; STRECKER, 2003). Os
dados sobre as duas espécies deste género assemelham-se ao encontrado para A.
lacustris, tanto na quantidade e tipo de motivo, quanto na quantidade de marcadores
obtidos.

Como A. lacustris ainda nao possui genoma sequenciado, nao é possivel saber
a distribuicdo gendmica exata dos marcadores isolados para a espécie. Para estimar
essa distruibuicao, foi feita uma comparacao entre as sequéncias dos marcadores
com as sequéncias da espécie de lambari Astyanax mexicanus, unica cujo numero
basico de cromossomos é semelhante ao de A. lacustris e cujo genoma esta
disponivel para comparagao no banco de dados do NCBI. Esta analise foi conduzida
assumindo a hipotese de sintenia entre A. lacustris e A. mexicanus. O unico intuito
foi especular sobre o grau de dispersdo dos marcadores isolados. O género
apresenta grande variagdo no numero diploide entre espécies como 2n= 36
cromossomos em A. schubarti e A. correntinus, 2n = 48 ou 2n = 46 em A. fasciatus
(TENORIO et al., 2013; PAZZA et al., 2006). Porém, as espécies A. mexicanus e A.
lacustris apresentam o mesmo numero cromossdmico, 2n = 50 (TEIXEIRA et al.,
2018; KALVACO & ALMEIDA-TOLEDO, 2007). Treze dos 23 loci, apresentaram
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sequéncias similares a A. mexicanus. A média de similaridade entre sequéncias de
A. mexicanus e A. lacustris foi de 93,5%, apresentando confiabilidade na
semelhancga entre as sequéncias entre espécies. Todas as sequéncias dos SSRs
estavam presentes em regides expressas do genoma de A. mexicanus. Os 13
primers marcadores identificados nesta analise estdo distribuidos em 7 diferentes
cromossomos: 3, 7, 9, 18, 20, 21 e 24. E importante ressaltar que esta andlise é
meramente especulativa, mas indica que a dispersao dos marcadores € aleatoria.
Este € um aspecto relevante para analises populacionais futuras, onde ha a
premissa de equilibrio de ligagdo entre os marcadores usados para estimativas de
diversidade genética.

O ultimo teste de amplificagdo dos primers Ast lac_ssr02, Ast lac_ssrll,
Ast_lac_ssrl3, Ast lac _ssr22 e Ast lac_ssr23 indicou, pelo perfil de amplificacao
desejada, que a dificuldade em otimizacao foi superada e nao devera haver outros
problemas com os demais loci. Dessa forma, o desenho e a sintese dos primers
foram realizados de forma adequada para a espécie A. lacustris. Apesar de que os
16 individuos de A. lacustris utilizados no teste de amplificacdo nao terem sido
genotipados, € possivel notar o polimorfismo destes locos pela diferenga no
tamanho das bandas. Portanto, ja é possivel adiantar que os marcadores
desenvolvidos sdo informativos e poderdao ser aplicados em posteriores analises

sobre diversidade genética populacional da espécie A. lacustris.
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