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As regides microssatélites sao multi-alélicos, codominantes e evoluem através de processos mutacionais decorrentes
dos escorregoes da DNA polimerase (slippage) ou de crossing-over desigual. Apesar de suas altas taxas evolutivas, os
microssatélites so conservativos em suas regioes flanqueadoras e podem persistir por um longo periodo sem modificagées.
Os marcadores microssatélites constituem a classe de marcadores moleculares mais polimérficos conhecidas atualmente.
As diversas aplicacoes, tais como mapeamento genético, investigagao forense, andlise populacional, estudos ecolégicos,

paternidade e biologia da conservagao, dependem, portanto do desenvolvimento de primers espécie-especificos para estas
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regides gendmicas serem amplificadas através da PCR. Neste contexto, o trabalho tem por objetivo desenvolver primers

para Hypostomus gymnorhyncus, além de testar a amplificacio cruzada de 46 iniciadores desenvolvidos originalmente

para outras espécies da ictiofauna. Para os testes de amplificacio desses primers e da amplificagio cruzada dos outros 46

primers, foram montadas reacoes de PCR utilizando trés individuos, com uma amplitude de variagio na temperatura

de anelamento do primers entre 45 a 68°C. Os produtos da amplificagio foram separados em gel de poliacrilamida 6%

e visualizados por coloragio com nitrato de prata. Para o desenvolvimento dos primers o DNA foi extraido, a partir de

tecido muscular, de um tnico individuo. Esse DNA primeiramente sofreu fragmentagao com a utiliza¢io do sonicador,

para a selecio de fragmentos de tamanho entre 1 a 2Kb, depois foi feito o tratamento das extremidades dos fragmentos

de DNA, seguida da ligagao dos fragmentos de DNA com o vetor, transformagio em células competentes, de acordo

com as especificacoes do pMOSBlue Blunt Ended Cloning Kit, fornecido pela Amersham Biosciences. Posteriormente
foram selecionados as coldnias positivas, que foram colocadas para crescer, em seguida, o DNA foi extraido, produzindo

um total de 1536 clones. Desses, apenas 668 apresentaram qualidade para serem montadas as reagoes de PCR com o
Kit DYEnamic ET Termintor (GE Healthcare), para serem submetidos ao processo de seqiienciamento no seqiienciador
automdtico ABI 3100. As sequéncias foram depositadas no Sistema Genoma BioFoco, no qual foi realizada uma busca
por regides microssatélites. Essa busca possibilitou o isolamento e desenho de 24 primers flanqueadores de regices
microssatélites no genoma de Hypostomus gymnorhyncus (Hg_E01 a Hg_E24), compostas por motivos com dois a seis
nucleotideos. Do total de locos desenvolvidos 15 produziram alelos individualizdveis, com amplitude de variagdo no
tamanho entre 161 e 494 nucleotideos. Os locos foram padronizados em quatro grupos com relagao as temperaturas
de anelamento: 1°) 56°C (Hg_E05, Hg _E07, Hg E09, Hg _E16, Hg E17); 2°) 64°C (Hg_E04, Hg E18, Hg E24);
30) 66°C (Hg_E02, Hg_E19) e 4°) 68°C (Hg_E08, Hg_E11, Hg E12, Hg E14, Hg E22). Os testes de amplificagao
cruzada produziram resultados satisfatérios para 13 locos, disponibilizando, assim um total de 28 locos para a realizagao

de andlises genético-populacionais em Hypostomus gymnorhyncus.
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