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Resumo:

Objetivando-se caracterizar geneticamente uma populacdo de
lebistes, com a utilizacdo de marcadores moleculares microssatélites, a fim
de selecionar-se reprodutores para o inicio da producdo de alevinos desta
espécie, foram amplificados 8 locus microssatélites, que produziram um total
de 35 alelos, com tamanhos que variaram entre 133pb e 388pb. A populacao
apresentou em meédia 4,37 alelos por locus e um numero efetivo de alelos
médio de 2,950. Sete locus apresentarem desvio no equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,001). Foram encontradas médias de 0,540 e 0,653 para
heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada respectivamente,
evidenciando adequados niveis de variabilidade genética. Portanto a
populacdo estudada poderd ser utilizada para formacdo de um plantel de
reprodutores que dara origem a alevinos mais adaptados e resistentes com
adequados niveis de variabilidade genética.

Introducéo

A aquicultura de peixes ornamentais € uma atividade em plena
expansao, um dos peixes que mais se destacam nesta atividade é o lebiste
(P. reticulata), por possui um grande potencial de cultivo e alto valor
comercial, sendo considerada a segunda espécie ornamental mais
comercializada no Brasil (Leite et al. 2012).
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A andlise da variabilidade genética de uma populacdo pode ser
realizada com a utlizagdo de marcadores moleculares microssatélites,
ferramenta promissora na avaliacdo da estrutura genética de populacdes
estreitamente relacionadas, conservacdo das espécies e gestdo de recursos
genéticos (Tavares et al. 2011).

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar geneticamente uma
populacdo de lebistes, com a utlizacdo de marcadores moleculares
microssatélites, a fim de selecionar-se reprodutores para o0 inicio da
producédo de alevinos com adequados niveis de variabilidade genética.

Materiais e métodos

O experimento foi realizado entre os meses de agosto de 2015 e
marc¢o de 2016 no Laboratdrio de peixes ornamentais, do grupo de pesquisa
Peixegen, da Universidade Estadual de Maringa.

Inicialmente, foram formadas sete familias de lebistes, compostas por
guatro peixes adultos, trés fémeas e um macho cada, totalizando 28
reprodutores. Cada familia foi acondicionada em um aquario de vidro de 32L
para a reproducdo, sendo que ao observar-se a desova e posteriormente a
ecloséo das larvas, estas eram separadas em outro aquario, similar ao
anterior, devidamente identificado com o nimero da familia correspondente.

Os aquarios possuiam oxigenagdo constante e renovacao de 30% do
volume total semanalmente. Os peixes eram alimentados duas vezes ao dia
(9h e 17h), com ragdo comercial especifica para peixes ornamentais.

As larvas foram mantidas nos aquarios individuais, até atingirem um
tamanho adequado para a extragdo de DNA. Foram coletadas amostras dos
guatro reprodutores (fragmentos da nadadeira caudal), e em média dez
larvas por familia, totalizando-se 100 amostras ao todo. As amostras foram
conservadas em alcool 70%, e o DNA extraido utilizando-se o protocolo de
extracdo com NaCl descrito por Lopera-Barrero et al. (2008). Apés a
extracdo, a integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% por uma hora a 70V e a concentracdo de DNA total mensurada
utilizando-se espectrofotbmetro NANODROP®, sendo as amostras diluidas
para concentragdo final de 10 ng/pL.

O DNA foi amplificado via PCR a partir de 10 primers microssatélites
descritos por Becher et al. (2002) e por Paterson et al.. O produto
amplificado foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%,
corado com nitrato de prata. O tamanho dos alelos obtidos foi estimado por
comparacdo com marcador de peso molecular conhecido (100 pb), sendo os
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dados submetidos a analise estatistica com a utilizacdo dos programas
estatisticos PopGene, FSTAT 2.9.3 e GENEPOP 1.2.

Resultados e Discussao

Oito dos dez locus microssatélites avaliados, foram considerados
efetivos, com polimorfismo e observacao clara dos alelos e que somados
produziram um total de 35 alelos, com tamanhos que variaram entre 133pb e
388pb. Os parametros de variabilidade genética da populacdo estudada
podem ser encontrados na tabela 1.

Tabela 1. Tamanho dos alelos (Ta, em pares de base), numero de alelos
(Na), namero efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis) e teste do
equilibrio de Hardy-Weinberg (Hwe)

Locus Ta (pb) Na Ne Ho He Fis Hwe

Prel 133-291 2,968 0,215 0,667 0,679 <0,001
Pre8 160-296 2,317 0,290 0,571 0,494 <0,001
Prel5 257-310 3,513 0,042 0,719 0,941 <0,001
Pr21 138-238 2,699 0920 0,632 -0,457 <0,001
Pr39 160-180 2929 0,620 0,661 0,064 0,031
Pr40 266-388 2,272 0,570 0,562 -0,013 <0,001
Prg8o 151-218 2,806 0808 0,658 -0,229 <0,001
Pri71 228-317 4,005 0,860 0,754 -0,141  <0,001

OO whbhbhDhM

A populacéo apresentou em média 4,37 alelos por lI6cus e um ndimero
efetivo de alelos médio de 2,950, isto sugere que alguns dos alelos
observados séo raros (p<0,05) ou possuem baixa frequéncia (0,05>p <0,25).
Embora sete dos oito l6cus apresentarem desvio no equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,001), desvios estes que podem ser causados pela existéncia
do efeito Wahlund, entrecruzamentos, ndo aleatorios, selecdo, ou deriva
genética, foram encontradas meédias de 0,540 e 0,653 para heterozigosidade
observada e heterozigosidade esperada respectivamente, evidenciando
adequados niveis de variabilidade genética desta populagdo, fato confirmado
pelo baixo valor médio do coeficiente de endogamia (0,173).

Conclusodes
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Conclui-se que a partir da amplificacdo de oito marcadores
moleculares microssatélites, obtiveram-se informacdes relevantes para
caracterizar genéticamente e verificar os niveis de variabilidade genética de
uma populacdo de lebistes (P. reticulada) destinados a reproducado. Foi
atestado que a populacdo estudada possui adequados niveis de
variabilidade genética e desta forma poderé ser utilizada para formacéo de
um plantel de reprodutores que dara origem a alevinos mais adaptados e
resistentes com adequados niveis de variabilidade genética.
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