DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA A
ESPECIE STEINDACHNERIDION PARAHYBAE

Ana Caroline Leite!; Fernando Stopato da Fonseca?; Alexandre Wagner Silva Hilsdorf®

Estudante do Curso de Ciéncias Biologicas; email: anacarolineleite@live.com?!
Co-orientador Universidade de Mogi das Cruzes; email: stopatofonseca@gmail.com?
Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; email: wagner@umc.br 3:

Area do Conhecimento: Biologia Molecular
Palavras-chave: Microssatélite; Pesca; Surubim

INTRODUCAO

O surubim do Paraiba é um bagre nobre e que se encontra na bacia do Rio Paraiba do
Sul, ja foi importante para a pesca profissional e hoje estd em risco de extincao.
Necessita de ambientes com agua corrente para completar seu ciclo de vida, carnivoro
noturno que se alimenta de peixes e crustaceos (MORAES JUNIOR &
CARAMASCHI, 1993). Apresenta canibalismo e fotofobia de larvas, e pode possuir
habitos migratdrios, e a¢bes antropomdrficas podem impedir a sua reproducdo, como
construcdes de barragens, empreendimentos hidrelétricos, poluicdo, eutrofizacao,
assoreamento, atividades agricolas, pescas, introducdo de espécies exoticas e nativas,
fazendo com que o ecossistema sofra uma perda de diversidade genética (AGOSTINHO
et al.; 2005). Assim, a utilizacdo de marcadores microssatélites é Gtil para determinar a
variabilidade genética, fornecendo informacGes sobre a quantidade e distribuicdo da
diversidade genética e os processos que determinam a estrutura e a variagdo dentro e
entre populacdes naturais, sendo portanto, aplicavel a estudos de conservacgédo e gestdo
de recursos biolégicos (PROVAN et al., 2001).

OBJETIVOS

Geral

Desenvolvimento de I6cus microssatélites para a espécie Steindachneridion parahybae
Especificos

Fase 1: Andlises in silico de sequéncias geradas por meio de pirosequenciamento;

Fase 2: Geracdo de primers, utilizando o software PRIMER 3;

Fase 3: Padronizagéo dos primers;

Fase 4: Selecdo dos l6cus polimorficos.

METODOLOGIA

Inicialmente, foram mapeadas areas de ocorréncia do surubim na regido do Rio de
Janeiro, abrangendo os municipios de Andrade Pinto (Rio Paraiba do Sul), com
23individuos; Santo Antbnio de Padua (Rio Pombo) com 3 individuos; Itaperuna (Rio
Muriaé), com 37 individuos; Afonso Arinos (Rio Preto), com 5 individuos. E, na regido
de Séo Paulo, abrangendo somente o municipio de Lavrinhas (Rio Paraiba do Sul), com
apenas um individuo (Tabela 1), totalizando 69 individuos.

A extracdo do DNA total foi realizada pelo método de fenol-cloroférmio descrito por
Taggart et al. (1992), com uma modificacdo: o uso do tampdo STE (0,1 MNacCl, 0,05M
Tris-HCI e 0,01M EDTA, pH 8,0) com menores quantidades de EDTA, visto que este
pode quelar o MgClz, reduzindo a eficiéncia de amplificacdo pelo PCR. A qualidade e



integridade do DNA foram testadas em eletroforese 0,8%, utilizando marcador de peso
molecular (Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder) e a concentragdo
foi medida por espectrofotometria. As 44 amostras de DNA foram devidamente
catalogadas e armazenadas em freezer -20°C.

A sequéncia gendmica da espécie Steindachneridion parahybae foi disponibilizada pela
empresa francesa, por meio de pirosequenciamento. Em seguida, as analises para
desenho dos primers tiveram inicio.

Os primers reverse e foward foram desenhados com auxilio dos programas online IDT
DNA e PRIMER 3, de acordo com os seguintes critérios; nao conter bases redundantes;
estar a uma distancia adequada dos SSRs (entre 20 a 60 pb); ser constituidos por 17 a 23
nucleotideos sem sequéncias repetitivas; conter uma porcentagem de bases G e C entre 50
a 55 %; comecar em 5’ e terminar em 3’ com duas bases G, ou C, ou G e C, se possivel; e
ter temperatura de anelamento entre 45 e 60 °C, com diferenca méxima de 2 °C entre as
temperaturas dos primers direto e reverso, de modo que possam ser usados na mesma
reagdo e ndo sofram auto-hibridizagao.

Os primers escolhidos foram padronizados, utilizando PCR em gradiente de temperatura,
e analisados em eletroforese 2,5 %, utilizando marcador de peso molecular (Thermo
Scientific Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder), selecionando a melhor temperatura de
amplificagéo.

A anélise de marcadores microssatélites para a composicdo da estrutura genética de
populacdes do surubim do Paraiba baseou-se na utilizacdo de primers desenhados para a
espécie a partir do pirosequenciamento.

Foram realizadas reacdes de PCR de teste de gradiente de concentracdo de MgClz(entre
1,5mM e 3,0mM) e temperatura (entre 56°C e 62°C) para a otimizacdo da amplificacdo
dos locus microssatélites. Os produtos amplificados foram visualizados por
fluorescéncia através do DNA Analyser 4300, Li-Cor (IR2, Lincoln, Neb. E, As
imagens dos geis e o0 tamanho das bandas foram capturadas e estimados usando o
projeto de microssatélites implementados no software SagaGT (Li-cor Biosciences,
Lincoln, Nebraska). Por meio do programa HW-QuickCheck, os alelos determinados
pelo software SagaGT foram avaliados quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg (P =
0,05). Apds esta avaliacdo, foram verificados a existéncia de alelos nulos no programa
MicroChecker e o desequilibrio de ligacdo (pair loci) pelo GenePop. A frequéncia
alélica foi estimada utilizando o programa Coancestry v.1.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados 70 individuos de Steindachneridion parahybae onde foram extraidos
DNA através do fenol-cloroformio e KIT comercial (Macherey-Nagel). Todos o0s
individuos apresentaram pouca degradacdo quando observada em gel de agarose 0,8% e
forneceram material suficiente para o desenvolvimento deste trabalho

Foram selecionados e testados 23 pares de primers, dos quais 22 amplificaram, sendo 9
dinucleotideos, 9 trinucleotideos e 5 tetranucleotideos. Sendo que apenas um néo
apresentou amplificacdo (SUR 13) (Tabela 1).

O tamanho dos alelos, em pares de bases foi determinado pelo uso do programa | Quant
Capture 300 — GE, que estimou o peso molecular das bandas no gel de agarose por
comparagdo com o marcador 100 pb (Fermentas).

As amplificacdes por PCR foram realizadas para um volume final de 20 pL, contendo
10ng/uL de DNA, 1,25U de TagDNA polimerase (Fermentas), 1X solucdo tampao
(KCI), 0,25mM de dNTPs, 0,5uM de cada primers, 1,5 2, 2,5 e 3 mM de MgCl2.
Definiram-se também as condicGes de ciclagem, com um ciclo inicial de desnaturacdo a
95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos (94°C por 40 s, temperatura de alinhamento por 1



min, 72°C por 40 s) e extensdo final de 72°C por 10 min. Dos 23 primers testados,
somente 22 foram padronizados e amplificados com sucesso. Desta forma, os primers
foram testados nos 70 individuos (por loci), onde foram avaliados, levando em
consideracdo a diversidade alélica, heterozigozidade esperada e observada, frequéncia
alélica e o equilibrio de Hardy-Weinberg (PHW). Dos loci propostos, dezessete foram
polimorficos, sendo que o restante eram monomorficos ou ndo apresentaram nenhum
produto de amplificacdo. O nimero de alelos por loci variou de 2 a 10, com uma média
de 4,06. E, uma heterozigozidade esperada de 0,08 a 0,87 e observada de 0,04 a 0,75. E,
a frequéncia alélica foi estimada para a populacdo total e utilizada nos célculos para o
futuro trabalho de sistema de acasalamento. Entretanto, destes 17 loci somente 16 foram
considerados polimdrficos, representativos e/ou se mostraram em equilibrio de Hardy-
Weinberg (P> 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1- Loci desenvolvidos para Steindachneridion parahybae.

Loci hotf Tamanho dos aleles N A Ho He PHW
SURMR (ATH1O0 234272 33 3 0.7 0,79 0,52
SUR03 (GT) 171-173 68 2 0,09 0.09 0.93
SUERM (AChs 162-193 43 4 021 027 0,035
SURNS (TG)n 170-174 22 3 0.3% 0.37 027
SUR0G (AAT)s 224230 48 3 0,48 0,59 0,06
SURW (AAT) 179-185 43 2 0.58 0.3 0.17
SUR08 (AT 153-162 48 4 075 0.72 038
SURI (ATTT)s 200-212 48 3 023 021 0.52
SURIL2 (AGATh: 212-252 48 7 075 0.31 0,16
SURIS (GTTT)s 164-172 T0 3 031 0.37 0,13
SUR16 (AT 169-171 48 2 0.4 37 0.47
SURIY (ACho 163-187 T0 7 0.5 0.73 0.0007=
SUR18 (GThs 170-196 2 10 059 0.37 00002 =
SUER.19 (AC)s 175177 43 2 0,04 0,08 0,06
SURR (AAT): 151-150 T0 3 029 028 0.54
SURI3 (GTTh 178-181 m 2 0.1 0.12 024

N= Namero amostral; A= NUmero de alelos diferentes; Ho= Heterozigozidade
observada; He= heterozigozidade esperada; PHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg; *
N&o apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg.

CONCLUSOES

Foram desenvolvidos 23 primers, sendo que apenas 22 foram eficientemente
amplificados com as padronizagOes realizadas. Destes 22, foram selecionados 17 loci
polimorficos, entretanto, somente 16 loci foram polimorficos, representativos e/ou se
mostrarem em equilibrio de Hardy-Weinberg (P> 0,05). Os resultados a serem
publicados serdo fundamentais para os estudos genéticos populacionais desta espécie



que estd em sério risco de desaparecimento e que, por isso, € uma das espécies alvo do
PAN- Plano de A¢édo Nacional do IBAMA para a bacia do Rio Paraiba do Sul.
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