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VALIDAÇÃO DE MICROSSATÉLITE PARA Rhamdia quelen
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Resumo
O Rhamdia quelen (jundiá) é uma espécie nativa no Rio Grande do Sul com potencial para uso na piscicultura. Até o presente momento não existem marcadores que possam ser utilizados para análise de diversidade e testes de parentesco para esta espécie. Baseado nisto este trabalho teve como objetivo desenvolver marcadores moleculares do tipo microssatélites que possam ser empregados em programas de melhoramento genético, os quais necessitam de estimativas de parentesco e consanguinidade. Através da metodologia de sequenciamento Paired-end em equipamento Hiseq2000 (Illumina) e filtragem através do programa Pal_Finder (versão 0.02.04) foram identificadas por volta de 6.300 sequências repetitivas. Com este mesmo programa foram desenhados primers para amplificações destes loci de microssatélites. No sentido de validar estes loci, foram escolhidos alguns loci de tetranucleotídeos, entre eles o locus 158947 para validação. Para este locus foram utilizados os primers forward 5’-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCT GCA CTG TGC CAG AAG G-3’ e reverse 5’-ATC CAT GCG TTT GTC CAT GC-3’ com temperatura de anelamento de 54,6°C estabelecida através de PCR com gradiente. Baseada nas condições utilizadas, foi obtido um fragmento de 123 pares de bases. A identidade do fragmento foi checada através de sequenciamento pelo método de Sanger, tendo sido confirmado a repetição de tetranucleotídeo, do tipo (TCCG)5 TCTG (TCCA)6, sendo este um locus composto. Portanto, esta metodologia de sequenciamento Paired-end e filtragem com o programa Pal_Finder é adequada para desenvolvimento de marcadores do tipo microssatélite em espécies não modelos.
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