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INTRODUCAO

O surubim do Paraiba € um bagre que se encontbagia do Rio Paraiba do Sul, é
importante para a pesca profissional e € uma espébire. Necessita de ambientes com
agua corrente para completar seu ciclo de vida,h&bitos noturnossdo carnivoros,
sua alimentagcdo € composta por peixes e crustad@RAES JUNIOR &
CARAMASCHI, 1993). Apresentam canibalismo e fotaéoble larvas, e podem possuir
hébitos migratorios, e correm o risco de extingdadb a intervengdes humanas, como
construcdes de barragens, empreendimentos hidre&trpoluicdo, eutrofizacéo,
assoreamento, atividades agricolas, pescas, igfiodde espécies exoticas e nativas,
fazendo com que o ecossistema sofra uma perdaesidade genética (AGOSTINHO
et al.; 2005). Assim, a utilizacdo de marcadores micréfiseg € Util para determinar a
variabilidade genética, fornecendo informacdes es@brquantidade e distribuicdo da
diversidade genética e os processos que determanastrutura e a variagdo dentro e
entre populacdes naturais, sendo portanto, aplieaestudos de conservacéo e gestao
de recursos biologicos (PROVA# al, 2001).

OBJETIVOS

Geral

Desenvolvimento de lI6cus microssatélites para asspteindachneridion parahybae
Especificos

Fase 1: Analisem silico de sequéncias geradas por meio de pirosequend@men
Fase 2: Geracgéo geimers utilizando o software PRIMER 3;

Fase 3: Padronizacdo dasmers

Fase 4: Selecao dos lécus polimorficos.

METODOLOGIA

Inicialmente, foram mapeadas areas de ocorrénciaudgbim na regido do Rio de
Janeiro, abrangendo os municipios de Andrade RiRto Paraiba do Sul), com
23individuos; Santo Antonio de Padua (Rio Pomba) Gindividuos; Itaperuna (Rio
Muriaé), com 37 individuos; Afonso Arinos (Rio Rrgtcom 5 individuos. E, na regido
de Séo Paulo, abrangendo somente o municipio dénbag (Rio Paraiba do Sul), com
apenas um individuo (Tabela 1), totalizando 69viildios.



A extracdo do DNA total foi realizada pelo método fdnol-cloroférmio descrito por
Taggartet al. (1992), com uma modificagdo: o uso do tampéao STENINacCl, 0,05M
Tris-HCI e 0,01M EDTA, pH 8,0) com menores quardieede EDTA, visto que este
pode quelar o MgGlreduzindo a eficiéncia de amplificacdo pelo PCRyualidade e
integridade do DNA foram testadas em eletrofore8e6Qutilizando marcador de peso
molecular (Thermo Scientific Gene Ruler 100 bp HNMA Ladder) e a concentracéo
foi medida por espectrofotometria. As 44 amostras DONA foram devidamente
catalogadas e armazenadas em freez&€-20

A sequéncia gendmica da espésieindachneridion parahybdei disponibilizada pela
empresa francesa, por meio de pirosequenciamemo.séguida, as analises para
desenho dos primers tiveram inicio.

Os primersreverse e foward foram desenhados com auxiliqgpdmgramas online IDT
DNA e PRIMER 3, de acordo com 0s seguintes crigemdo conter bases redundantes;
estar a uma distancia adequada dos SSRs (entré®pkg; ser constituidos por 17 a 23
nucleotideos sem sequéncias repetitivas; contemponcantagem de bases G e C entre 50
a 55 %; comecar em 5’ e terminar em 3’ com duassh@s ou C, ou G e C, se possivel; e
ter temperatura de anelamento entre 45 e 60 °C difemenca maxima de 2 °C entre as
temperaturas dogrimers direto e reverso, de modo que possam ser usadozs@aa
reacao e nao sofram auto-hibridizacéo.

Osprimersescolhidos foram padronizados, utilizando PCR eadignte de temperatura,
e analisados em eletroforese 2,5 %, utilizando adanc de peso molecular (Thermo
Scientific Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder), seleando a melhor temperatura de
amplificacéo.

A analise de marcadores microssatélites para a asig§o da estrutura genética de
populacdes do surubim do Paraiba baseou-se reagéb dgrimersdesenhados para a
espécie a partir do pirosequenciamento.

Serao realizadas reacdes de PCR de teste de geadeenoncentracdo de Mg(@ntre
1,5mM e 3,0mM) e temperatura (entre 56°C e 62°@ paotimizagdo da amplificacado
dos locus microssatélites. Os produtos amplificados foram ualigados por
fluorescéncia através do LI-COR 4300 e a analisefeéta com o programa SAGA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta fase do trabalho, foram utilizados 12 indiegldeSteindachneridion parahybae
da localidade do Rio Muriaé, do municipio de ltaperRJ. As extracdes de DNA
atraveés do fenol-cloroférmio foram realizadas carvesso em 8 amostras. Em relacéo
as outras 4 amostras, foi necessario extrai-lasneos do (KIT comercial Macherey-
Nagel). Todos os individuos apresentaram poucaadagéo quando observada em gel
de agarose 0,8% e forneceram material suficiemmee@desenvolvimento deste trabalho
Foram selecionados e testados 15 pargwideers dos quais 14 amplificaram, sendo 5
dinucleotideos, 5 trinucleotideos e 4 tetranudieai$. Apenas um ndo apresentou
amplificacéo (SUR 13) (Tabela 1).

O tamanho dos alelos, em pares de bases foi dasdmpelo uso do prograrh@uant
Capture 300 — GEque estimou o0 peso molecular das bandas no gebamse por
comparacao com o marcador 100 pb (Fermentas).

As amplificagbes por PCR foram realizadas para olarwe final de 20 pL, contendo
10ng/pL de DNA, 1,25U de TagDNA polimerase (Ferraght 1X solucdo tampéao
(KCI), 0,25mM de dNTPs, 0,5uM de caplamers 1,5 2,2,5 e 3 mM de MgClI2.

A maioria dos primers amplificaram a 1,5 mM de Mg€xkceto os primers SURS, 12 e
15 que precisaram de 2 mM de Mg@ osprimersSUR4 e 14 que amplificaram numa
concentracdo de 2,5 mM de MgQD primer SUR9, amplificou a 3 mM de Mggl



Definiram-se também as condicfes de ciclagem, aonsiclo inicial de desnaturacéo a
95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos (94°C por Atemperatura de alinhamento por 1
min, 72°C por 40 s) e extensao final de 72°C pomir

Tabela 1Primersdesenvolvidos par&teindachneridion parahybae

Loci Sequéncia ddPrimer Motivo Tamanho Temperatura de
total anelamento
(T°C)/Concentracéo de
MgCl, (mM)
SUR 1L F:5' CTTTAGATTCATGCAATTTTGTCT (GT)2r 152 pb 56°C
SUR1IR & 1,5 mM
R: 5 CCGTACCTACCACACACACA 3
(AT)10 219 pb 60°C
SUR2L F:5 GGCTTCTGCAGAGAACACAT 3 1,5mM
SUR2R R:5 AGCTGTTATAGCTGCGGTGT 3
(GT)g 153 pb 56°C
SUR3L F:5 CCATGTCACACGCGTAAATA 3’ 1,5 mM
SUR3R R:5 AATGCTGACTGTTCTGGTAATG 3’
(AC)13 179 pb 60°C
SUR4L F:5 CTGCACTTTGCCTTTTTAGA 3 2,5mM
SUR4R R:5 CAGGAAGTCTACGTGCTGGT 3’
(TG 150 pb 54°C
SURS5L F:5 TTAATCTTGAAGGTGTGCTTGTG 1,5 mM
SUR5R &
R: 5 GTCCATTAATGCATGTCTGCTT 3
(AAT)g 232 pb 62°C
SUR6L F:5 ACAGAGAGAGCGAGACAGTG 3 1,5 mM
SURB6R R:5 TGTTTGTTCTACTCTCCGTCTG 3’
(AAT), 158 pb 62°C
SUR7L F:5 GCCATGCTGGTCATATGTAG 3’ 1,5 mM
SUR7R R:5 TCTCAGTCGTGTCTTGTTGG 3
(ATT) 11 142 pb 56°C
SUR8L F:5 CTCGCACTTGTACCTTACAG 3’ 2mM
SUR8R R:5" CATCGGCATGTTTGTTTAGA 3
(AAC), 172 pb 58°C
SUR9L F:5 TCTCACTGTAGTGATGATGAGGA 3mM
SUR9R &
R: 5 CCTGTGTACAGGTCTCACCAC 3
(ATC)e 150 pb 54°C
SUR10L F:5 TTCCTGCTTGAAAATGAACC 3 1,5 mM
SUR 10R R:5 GACTGCTTGGGTCTGCTTTAZ
(ATTT)e 188 pb 60°C
SUR 11L  F: 5 TGGAAAAGAGCCTGTGGTAG 3 1,5 mM
SUR 11R R:5 TCGCATCAGAGAAACGTGTA 3
(AGAT), 217 pb 60°C
SUR 12L F: 5 TCAGCTATGCTCATTTTGTGG 3 3 2mM
SUR 12R R:5 GGCAAATTGGATTTCAGGTC 3’
(ATCC)g 190 pb Sem amplificacéo
SUR 13L F: 5" GCCACCAACCCATTTATCCATCC
SUR13R 3
R:
5 TGGATATGAGATATGGGGTGGATG 3'
(ATCT)g 217 pb 54°C
SUR 14L F: 5 CCAATCACACACCAAACAGA 3 2,5mM
SUR 14R R: 5 GGAAGTAGTGGAAGAACAAGACT
3
(GTTT)e 151 pb 58°C
SUR 15L F: 5 TCCTTCACCCAGAGTCTGTT 3 2mM

SUR 15R  R:5 ACAAACGGCGCATTAAAC 3

Todos os primers Forward (F) apresentam a sequéncia M13 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT 3’.



CONCLUSOES

Até o presente momento, 14 I6cus microssatélitesrfamplificados com sucesso com
as padronizacdes realizadas. Outros 6 locus estdin $estados para formar um painel
de 20 l6cus para publicacdo. Para a préxima eta28 ¢dcus serdo testados com todas
as populacdes coletadas para avaliacdo dos indiceariabilidade genética dos locus,
tais como heterozigosidade observada e esperadactmo a frequéncia alélica. Os
resultados a serem publicados serdo fundamentaia pa estudos genéticos
populacionais desta espécie que estd em sériodésdesaparecimento e que, por isso,
€ uma das espécies alvo do PAN- Plano de Acédo Nelaito IBAMA para a bacia do
Rio Paraiba do Sul.
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