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1. Introducéo

Para avaliar a diversidade genética de uma populacdo, tém sido utilizados
marcadores informativos a base de caracteres morfoldgicos e marcadores oriundos
de regifes expressas ou ndo do DNA chamados de marcadores moleculares. Nesse
contexto destacam-se os marcadores microssatélites, também conhecidos como
marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats).
Tais marcadores se caracterizam por possuirem uma sequéncia motivo que varia de
1 a 6 nucleotideos e que se repete em tandem, com numero variavel de repeticdes
em diferentes individuos, sendo esta variacdo a responsavel pelo alto polimorfismo
deste marcador nas populagdes (Hancock, 1999).

O cerrado brasileiro é atualmente considerado uma das areas de maior
biodiversidade existente (Myers 2000). Contudo, a partir da década de 50, grande
parte de seu territorio foi destruido, sendo a sua destruicdo a principal ameaca para
a populacdo de anfibios que nele habita (Silvano & Segalla, 2005). Entretanto,
algumas espécies parecem apresentar resisténcia a alteracbes no ambiente,
podendo mesmo assim, ampliar sua distribuicdo geografica em decorréncia das
acOes antropicas (Pedralli et al., 2001). Dotado desta caracteristica, esta a espécie
Hypsiboas albopunctatus, um anuro da familia Hylidae que se comporta como
generalista no uso de habitats (Branddo & Araujo, 1998), mas, mesmo sendo uma
espécie de ampla distribuicdo, aspectos relacionados a sua ecologia tém sido pouco
estudados (Araujo, et al. 2007).

A partir da andlise de alelos presentes em diferentes locus de microssatélites,

€ possivel verificar se ha algum padrdo genotipico especifico para as diferentes



populacbes, o que permite identificd-las utilizando-se estas sequéncias, além de
avaliar o nivel de diversidade genética. Para tanto, € necessario a construcdo de
marcadores moleculares que possuam a diversidade necesséria para a avaliacéo da
estruturacdo genética da espécie. Outra forma de realizar tal estudo € através da
utilizacdo de primers heterdlogos, ou seja, primers desenvolvidos para outras
espécies, mas que possam ser utilizados em espécies geneticamente relacionadas
(Beebee & Rowe, 2004).

Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar locus microssatélites do
genoma de Hypsiboas albopunctatus através da construcdo de bibliotecas
enriquecidas, além de avaliar a transferibilidade de primers pré-selecionados por

teste de transferibilidade interespecifica com espécies relacionadas.

2. Material e Métodos
Desenvolvimento de Marcadores Microssatélites

Para a construcdo da biblioteca genémica foi utilizado o protocolo descrito por
Kijas et al. (1994) com modificacdes. O DNA gendmico de um espécime de H.
albopuncatus foi digerido pela enzima de restricdo Rsal (GTtAC/ CA1TG) visando
obter fragmentos entre 700 e 1200 pb. Apé6s a digestdo, com o objetivo de garantir
gue todos os fragmentos tivessem uma terminacdo comum e conhecida, estes
fragmentos foram ligados a oligonucleotideos adaptadores ou linkers.

Os fragmentos contendo as seqiéncias de DNA microssatélites foram
enriquecidos e selecionados através de hibridizacdo com a sonda de DNA (GT)s e
(CT)s. Os fragmentos ricos em repeticoes foram inseridos no vetor de clonagem
TOPO TA (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. Esse vetor foi
utilizado para transformar, através de transformacdo quimica, bactérias Escherichia
coli, que foram posteriormente cultivadas em meio de cultura sélido LB (25 g/L),
contendo ampicilina (50 mg/ml), 30uL de IPTG e 30pL de X-gal, em placas de petri,
visando selecionar apenas os clones positivos.

Apés a determinacdo das coldnias positivas em placas contendo X-gal, as
mesmas foram armazenadas em meio LB liquido com ampicilina em freezer a -20°C,

aguardando o sequenciamento dos insertos.



Teste de Transferibilidade

Para o teste de transferibilidade, uma triagem de 16 locus STR desenvolvidos
para a espécie Hypsiboas raniceps foi realizada em amostras de espécimes de H.
albopuncatus coletados em cerrado goiano. Para a avaliagcdo destes locus, foram
utilizados trés individuos por populacao, de pelo menos cinco populacdes, que foram
coletados na estacdo chuvosa. PCRs em diferentes concentragdes foram realizadas
buscando otimizar o protocolo para os primers heterdlogos, e em seguida, testadas

em geéis de agarose a 3% avaliando a exatidao e robustez da amplificacéo.

3. Resultados e Discusséo

Até o presente momento, apenas 92 colbnias positivas foram obtidos através
do enriquecimento por sondas CTg/GTg, Este resultado demonstra a ineficiéncia do
método de clonagem por transformacdo quimica. Para a determinacdo do sucesso
das sondas utilizadas, ainda é necessario o sequenciamento dos insertos obtidos
para que através de analise por ferramentas de bioinformatica se faca a busca das
regides microssatélites.

Com relacdo ao teste de transferibilidade de primers, o protocolo sugerido
pelo autor Arruda et al. (2010) ndo se mostrou eficaz para a amplificacdo em
espécimes de H. albopuncatus.

As amplificacGes por PCR foram otimizadas para o volume final de 25ul com
70ng de DNA template. A concentracdo final para a otimizacdo da reacao foi
realizada com Tampdo de PCR 1X, 1,5 mM de MgCl, 0,3mM de cada DNTP
(Invitrogen), 2,5 pmol de cada primer, 1U Tag DNA polimerase (Invitrogen). Assim,
depois de realizado estes ajuste nas condi¢bes de amplificacdo por PCR, obteve-se
uma amplificacdo satisfatéria com o protocolo de termociclagem apresentado

conforme a tabela 01.

Tabela 01. Protocolo de termociclagem otimizado para espécie Hypsiboas
albopunctatus.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial 94 5 1
Desnaturacéo 94 30s
Anelamento X 60s 40
Extenséo 72 1
Extensao final 72 5 1
Armazenamento 4 o0 o

X: temperatura de anelamento especifica para cada primer



As concentracdes 6timas dos reagentes para a PCR de todos os locos foram
idénticas com excecdo das temperaturas de anelamento dos primers (tabela 02).
Apés a analise dos 16 primers desenvolvidos para a espécie H. raniceps, seis foram
considerados adequados para a utilizagdo na espécie H. albopunctatus devido a
qualidade dos produtos apresentados, permitindo assim, seu uso em estudos futuros
(tabela 02).

Tabela 02. Primers transferidos com sucesso da espécie Hypsiboas raniceps para a
espécie Hypsiboas albopunctatus.

Locus Primer (5' — 3') Temperatura de anelamento

Hranill F: GCACTCATGCAGACACAACT 610 C
R: CTGCTGCAGGATACTAAAGGAC

Hranil? F: GAGCGGTGCCAGGTTAGTAGT 67 C
R: CAAGGTAGGCGTGTGTGTTGT

Hranild F: GAGCACACCATTATCACACAGAC 640 C
R: CAGCTTGTCAGCATAGAGATTGTC

Hranilé F: CTTGGGACTCCTTATGCTGTTG 530 C
R: AGGGTGACAGAAGGTGGAATC

Hranillo F: TCCTCTCTCTTCTGTGTCTCTTTC 530 C
R: GTCAGTCATGTCACAGCGTTT

T

Hranil16 : AGTAACCTCTGTCACCCAGCAC 679 C

R: CAGATATGGGGTATGCCTGGT

F, primer foward; R, primer reverse

4. Conclusodes

Assim como para outras espécies, foi possivel amplificar regides
microssatélites na espécie H. albopunctatus com o uso de primers heterdlogos. A
conservacdo de regidbes que flanqueiam 0s microssatélites em espécies
relacionadas permite a transferéncia destes marcadores com grande economia de
tempo e custo de trabalho. Contudo ainda se mostra importante a construgéo de
marcadores especificos para a espécie em estudo, tendo em vista algumas das
dificuldades encontradas através dos métodos de transferéncia de primers
heterdlogos, tais como a ndo amplificacdo e amplificagdo inespecifica, sendo que
ambos 0s casos ocorreram no presente trabalho n&o permitindo a utilizagdo de

outros marcadores ja descritos.
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