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Resumo

Os microssatélites sdo0 pequenas sequéncias repetidas em tanden composta de um a seis
nucleotideos. Os locos de microssatélite apresentam elevadas taxas de mutacdo 0 que os tornam
potencialmente polimorficos. S&o amplamente utilizados nas &reas de genética da conservacdo e
genética de populagdes, assim como na investigacdo forense, no diagnostico de doencas, em estudos
ecologicos e na andlise de parentesco. A cigarra-do-campo (Neothraupis fasciata) é endémica do
Cerrado e ocorre em areas com pouca interferéncia antrépica. Tais caracteristicas tornam esta espécie
um modelo bioldgico ideal para avaliar os possiveis efeitos da fragmentagdo do Cerrado sobre a
diversidade genética de aves. Além disso, esta espécie apresenta sistema de reproducdo cooperativo. A
utilizagdo de microssatélites serd importante para avaliar a influéncia da fragmentagdo sobre a
estrutura genética dessa espécie e também para andlise de parentesco visando estudo do
comportamento reprodutivo. Foram isolados e caracterizados locos microssatélites, e os pares de
iniciadores também foram testados quanto a amplificacdo cruzada em oito espécies de aves
neotropicais. Scalis flaveola, Ammodramus humeralis (Emberizidae), Thraupis sayaca, Gypsnagra
hirundinacae, Paroaria capitata, Ramphocelus carbo (Thraupidae), Casiormis rufus (Tyrannidae) e
Xiphorhynchus picus (Dendrocolaptidag). Os locos microssatélites foram desenvolvidos a partir de
biblioteca gendmica shotgun, construida com a utilizag&o do vetor plasmidial pPCR®4Blunt-TOPO com
auxilio do TOPO Shotgun Subcloning Kit. Os insertos purificados foram seqiienciados utilizando os
iniciadores T3 e T7 e o kit DYEnamic ET Terminator. As amostras foram analisadas em um
seqlienciador automético (MegaBACE 500). O programa Staden 1.6 foi utilizado para analisar as
sequéncias e isolar os fragmentos contendo microssatélites. Foram seqlienciados 928 clones, a partir
dos quais foram identificados 278 contigs ou insertos. Desses, 51 (18%) continham locos de
microssatélite sendo: 27 di, 17 tri, quatro tetra e trés pentanucleotideos. Pares de iniciadores foram
desenhados para 17 locos de contendo microssatélites perfeitos. Esses locos foram caracterizados com
base em 24 individuos de uma populacgo de N. fasciata da Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas,
no municipio de Planatina, no Distrito Federal. A genotipagem foi feita em gel desnaturante de
poliacrilamida 5% no ABI 377 e as andlises foram feitas com o auxilio dos programas GeneScan e
Genotyper 2.1. Os locos microssatélites apresentaram média de 5,3 alelos por loco (variando de 2 a
18), heterozigosidade observada variando de 0,083 a 1,0 (Ho = 0,394, média para todos os locos) e
heterozigosidade esperada variando de 0,117 a 0,915 (He = 0,540, média para todos os locos). O
conjunto de locos desenvolvidos apresentou ato valor de exclusdo de paternidade (0,999) e baixa
probabilidade de identidade genética (1.72x10™°), tornando-o com potencia grande de utilizagio para
aandlise da estrutura genética e de parentesco. Dentre os 16 pares de iniciadores sintetizados, 11 pares
amplificaram em S flaveola, T. sayaca, G. hirundinaceae, P. capitata e R carbo. O sucesso na
amplificagdo cruzada poderd ser Util para o estudo de Passeriformes, principal mente para espécies das
familias Emberizidae e Thraupidae.

Palavras-chave: Microssatélite, Neothraupis fasciata, Cerrado, Emberizidae, amplificagdo heterdloga,
Thraupidae.



Abstract

Microsatellite molecular markers are small repeated sequences in tanden compound of
1 to 6 nucleotides. Widely used as genetic markers, the microsatellites have a particular
attribute that is the high rates of mutation. These molecular markers or are widely used in
conservation genetics, population genetics, forensic research, diagnosis of diseases, ecological
studies and analysis of paternity. This range of applications are explained by the fact that
microsatellites are co-dominant and multi-allelic, are highly reproducible, have high
resolution and are based on polymerase chain reaction (PCR). Neothraupis fasciata is
endemic of the Cerrado and occurs in areas with little human interference. These
characteristics make this specie an ideal biological model to assess the possible effects on
Cerrado’s fragmentation above the birds genetic diversity. Furthermore, this specie presents
cooperative breeding system. The use of microsatellite molecular marker types will be
important for kinship analysis to obtain new results on reproductive behavior of the species
studiesand understand the population’s genetic structure . On this study were developed and
characterized microsatellites loci that were tested in eight otherbirds species. The
microsatellites loci were developed from non-enriched genomic library. The library was
constructed using the plasmid vector pCR®4Blunt-TOPO using the TOP Shotgun Subcloning
Kit. The purified inserts were sequenced using the T3 and T7 primers and the ET Terminator
kit DYEnamic. The samples were analyzed in an automatic sequencer (MegaBA CE 500). 928
clones were sequenced with a total of 278 inserts, of which 51 (18%) contained
microsatellites loci, which are: 27 di, 17 tri, four tetra and three pentanucleotideos. 17 primer
pairs were designed and amplifications of sixteen these primer pairs had a clear
interpretation in temperature ranging from 52 to 56 ° C and were characterized using 24
individuals of a population of N. fasciata. The microsatellite loci showed an average of 5.3
aleles per locus (ranging from 2 to 18), observed heterozygosity ranging from 0.083 to 1.0
(Ho = 0.394, mean for all loci) and expected heterozygosity ranging from 0.117 to 0.915 (
He = 0.540, mean for all loci). The loci had developed a high value of excluding paternity
(0.999) and low probability of genetic identity (1.72x10-'%) which makes it possible to use
these loci on kinship analysis and species genetic structure . The transferability was tested in
Scalis flaveola, Ammodramus humeralis (Emberizidae), Thraupis sayaca, Gypsnagra
hirundinacae, Paroaria capitata, Ramphocelus carbo (Thraupidae), Casiormis rufus
(Tyrannidae) and Xiphorhynchus picus (Dendrocolaptidae).. Among the 16 synthesized
primer pairs, 11 pairsamplified in S. flaveola, T. sayaca, G. hirundinaceae, P. capitata and R.
carbo. The success of amplification may be useful on Passeriformes studies, especially for the
family Emberizidae and Thraupidae species.

Keywords. Microsatellite, Neothraupis fasciata, Cerrado, Emberizidae, cross-species
amplification, Thraupidae.
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1- Introducéao

1.1 Microssatélites

Microssatélites, também conhecidos por sequéncias simples repetitivas (SSR), séo
regides repetitivas de DNA, composta de um a seis nucleotideos repetidos em tandem que se
encontram tanto em genomas de procariotos quanto de eucariotos (Téth et a., 2000).
Amplamente utilizados como marcadores genéticos, microssatélites apresentam um atributo
especial na medida em que apresentam elevadas taxas de mutacdo (10° a 10°) quando
comparadas com regies codificantes do genoma (10° a 107%) (Jarne & Lagoda, 1996;
Hoelzel, 1998).

Os microssatélites sdo classificados de acordo com a sequéncia repetitiva em: perfeito,
imperfeito ou composto. No microssatélite perfeito, a sequéncia repetida ndo é interrompida
por qualquer base que ndo pertencem ao motivo (por exemplo, TATATATATA), enquanto
que em um imperfeito hd uma ou mais bases entre as sequéncias repetidas (por exemplo,
TATATACTATATA). Enquanto um microssatélite composto, a sequéncia contém dois ou
mais motivos diferentes adjacentes (por exemplo, TATATATATAGTGTGTGT) (Weber,
1990).

Os locos microssatélite evoluem por meio de processos mutacionais decorrentes dos
escorregdes da DNA polimerase (slippage) (Figura 1) ou recombinagdo (crossing over)

desigual (Figura2) (Strand et a., 1993).
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Figura 1. Sippage durante a replicacdo do DNA. Adaptado de Oliveiraet a., 2006.

Figura 2. Crossing over desigual entre cromossomos homdlogos. Fonte: Oliveiraet a., 2006.

Em relagdo a inclusdo de erros durante a recombinagdo, Levinson e Gutman (1987)
verificaram que cepas de Escherichia coli, com ou sem sistema de recombinac&o funcional
apresentaram taxa de mutacdo semelhante, sugerindo que a recombinacdo ndo é 0 mecanismo
predominante na geracdo de variabilidade de microssatélites. Quando ocorre crossing over

desigual podem ocorrer mudancgas drésticas, como perda ou ganho de um grande nimero de
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unidades de repeticdo. Isto porque quando regides repetitivas estdo presentes, um grampo
pode ser formado durante a sinapse, 0 que significa que apenas uma parte, geralmente
desigual em comprimento, de cada cromossomo sera trocada, um cromossomo recebera um
fragmento maior devido a0 maior nimero de regifes repetitivas trocadas, e o0 outro
cromossomo recebera um namero menor (Oliveira et al., 2006).

Os microssatélites ndo sdo distribuidos regularmente dentro de um Unico genoma
devido as diferencas nas suas freqiiéncias dentro de regides codificantes e ndo codificantes e
0s possiveis papéis funcionais das diferentes repeticbes (Wilder & Hollocher, 2001). A
freqiiéncia de microssatélites também varia por taxon, em termos de nimeros absolutos de
locos microssatélites e nimero de repeticdes preferenciais (Hancock, 1999). Devido a elevada
taxa de mutacdo em regides de microssatélites € de se esperar que regides codificantes tenham
uma baixa densidade de microssatélites devido a perda de funcionalidade. Estudos
comparativos (Toth et al., 2000) em ambas regides (codificantes e ndo codificantes) de
diferentes espécies tém confirmado essa hipGtese, mostrando que apenas tri e hexa
nucleotideos encontram-se em um ndmero excessivo em regides codificantes. Em
contrapartida, outros tipos de repeticdes foram menos frequentes em regides codificantes do
gue em regides ndo codificantes. Isto significa que a selegdo contra mutagdes que ateram o
quadro de leitura de um gene restringe a presenca de microssatélites em regides codificantes,
enguanto que microssatélites com motivos multiplos de trés desenvolvem uniformemente em
ambas as regides (Metzgar et al., 2000).

Os marcadores do tipo microssatélite podem ter tanto um efeito neutro sobre o
fenGtipo ou podem exercer fungdes importantes em espécies particulares. Por exemplo, a
doenca de Huntington é causada por aumentos no comprimento de um motivo CAG no gene
da proteina huntingtina no cromossomo quatro humano (Moxon & Wills, 1999). Um ndmero
cada vez maior de doencas neurodegenerativas tem sido relacionado a expanséo de unidades

de repeticdo de microssatélites. Alguns estudos indicam que os microssatélites estdo
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associados com a regulacgéo e/ou funcionamento dos genes, por exemplo, o motivo (TC) n na
regido 5 UTR em Arabidopsis de certos genes desempenham um papel no sentido anti-
transcricdo (Kashi & Soller, 1999). Microssatélites sdo conhecidos por estarem relacionados
com a patogenicidade e variabilidade gendmica em muitos microorganismos e muitos
exemplos mostram que os microssatélites estdo associados a modulagdo da expressdo génica
microbiana (Field and Wills, 1998; Saunders et al., 1998). Em eucariotos ha fortes indicios
gue os microssatélites atuam na regulacéo da expressao génica visto que esses marcadores sdo
encontrados em regides promotoras (Biggin & Tjian, 1988; Gilmour et al., 1989).

Marcadores moleculares do tipo microssatélite tem sido um dos mais aplicados em
estudos genéticos com possibilidades de uso em diversos campos da genética incluindo,
genética da conservacao, genética de populagdes e genética forense. De acordo com Heywood
e Iriondo (2003), microssatélites fornecem informacdes relevantes para a identificagdo de
unidades de conservacdo e para investigar 0S processos genéticos que ocorrem em
populacbes, como padrdes de fluxo génico e incidéncia da deriva genética. Esta gama de
aplicacbes explica-se pelo fato dos microssatélites serem potencialmente co-dominantes,
multi-alélicos e por serem baseados na reacdo em cadeia polimerase (PCR). Collevatti e
colaboradores (2001) mostraram que o elevado polimorfismo de marcadores do tipo
microssatélite fornece uma extraordin&ria resolucdo para discriminar eventos de
autopolinizagdo, e até mesmo cruzamento entre individuos aparentados. Atualmente, novos e
eficientes métodos de isolamento de seqliéncias repetitivas foram desenvolvidos, o que levou
a uma diminuicdo de custos e esta tecnologia tém sido cada vez mais aplicada para vérias

espécies, incluindo organismos ndo-modelos (Oliveiraet al., 2006).

Um atributo que vem sendo utilizado é conhecido por transferibilidade, onde

iniciadores desenvolvidos para uma espécie podem ser utilizados para outras espécies do
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mesmo género, ou mesmo para diferentes géneros da mesma familia (Cipriani et a., 1999). A
transferibilidade pode ser um fator muito importante no sentido de facilitar a utilizagdo de
microssatélites, pois reduz os custos e o tempo do trabalho. A transferibilidade entre espécies
afins ocorre devido a natureza homéloga do DNA das regifes que flanqueiam os locos de
microssatélite. No entanto, como esperado, 0 sucesso de amplificagdo declina quando a
divergéncia genética aumenta entre as espécies (Primmer & Merilg, 2002).

Existem artefatos da técnica de PCR que podem interferir na interpretacdo e
genotipagem dos aelos de uma populagéo onde individuos denominados homozigotos podem
ser na verdade heterozigotos. Quaquer aelo em um determinado loco que faha
consistentemente na amplificacdo via PCR devido a mutacfes, insercbes ou delegbes é
conhecido por alelo nulo. Qualquer mutacdo que esta dentro da sequéncia flanqueadora do
iniciador pode inibir ou impedir completamente a ligagdo, resultando numa reduzida ou
completa perda do produto (Callen et al., 1993). A ocorréncia de alelos nulos € um problema
em estudos populacionais, principalmente em estudos de parentesco (Bowling et al., 1997),
visto que a presenca dos mesmos pode levar a excluséo de parentesco onde na verdade seria
inclusdo.

Outro artefato da técnica de PCR é aformagdo de produtos conhecidos como “stutter”
(Figura 3). Este produto difere no tamanho do alelo principal por multiplos da unidade de
repeticdo, produzindo fragmentos que apresentam uma ou mais unidades repetitivas a menos
do que o delo verdadeiro. Os “stutters” sdo produzidos por deslizamentos da DNA
polimerase durante o processo de amplificacdo (Figura 4). Motivos do tipo dinucleotideo séo

os mais freqlientes na ocorréncia de “stutters” (Walsh et al., 1996).
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Figura 3: Modelo de deslizamento da DNA polimerase conhecido por stutter. Fonte: Adaptado de

Walsh et al., 1996.
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Figura 4: Eletroferogramaindicando o alelo principal e a presenca de stutter. Fonte: Adaptado de

Walsh et al., 1996.

Outro artefato que pode levar a um erro de interpretacdo na genotipagem € a
amplificagdo preferencia de aelos menores, evento denominado “short alele dominance”
(Wattier et al., 1998), ou também conhecido por fuga de alelos (allele dropout). Wattier e
colaboradores (1998) compararam dois métodos de amplificacdo para detectar a deficiéncia
aparente de heterozigotos como consequéncia da amplificacéo preferencial de alelos curtos
devido a natureza competitiva da amplificacdo via PCR. Com isso em individuos

heterozigotos, somente o aelo menor é detectado e ele € considerado homozigoto
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incorretamente. Isto pode levar a uma estimativa errbnea de déficit de heterozigotos na
populagdo, afetando, por exemplo, estimativas de parentesco (Marshall et al., 1998). Devido a
presenca desses artefatos fica evidente a importéncia do desenvolvimento de métodos
estatisticos para detectar e discriminar os diferentes tipos de erros de genotipagem em estudos
populacionais.

As vantagens encontradas nessa classe de marcadores microssatélites sdo: i)
comportamento codominante, podendo-se distinguir os individuos heterozigotos em uma
populacdo; ii) potencia grau de polimorfismo por loco génico; iii) distribuicdo aleatéria por
todo o genoma podendo estar associado a regides expressas (Ferreira; Grattapaglia, 1998;
Pérez et al., 2005); iv) alta conservacdo entre espécies relacionadas, que tem permitido a
transferéncias destes marcadores entre espécies utilizando iniciadores heterdlogos (Xu et al.,
1999). As maiores limitagdes quanto a utilizagdo de tais marcadores estéo relacionadas aos
custos para 0 seu desenvolvimento. Para a obtenc&o de iniciadores adequados, sdo necessarios
passos de caracterizagdo de diferentes “motivos” que se repetem ao longo do genoma,
construcdo de hibliotecas, sequenciamento do DNA e triagem dos iniciadores construidos,
visando identificar locos mais informativos. O conhecimento sobre biologia molecular, a
disponibilidade de equipamentos e suplementos sofisticados séo também limitantes para

desenvolvimento destes marcadores (Ferreira; Grattapaglia, 1998).

1.2 A Espécie Alvo: Neothraupis fasciata

A cigarra-do-campo (Neothraupis fasciata, Thraupinae, Passeriformes. Aves) (Figura
5) com cerca de 15cm de comprimento, apresenta o lado superior cinzento, méascara e
coberteiras superiores das asas negras, sendo gque nestas Ultimas h4 uma faixa branca. A
garganta e abdémen sdo igual mente brancos, o peito é cinzento e os olhos e pés escuros (Sick,

1997). A cigarra-do-campo € uma espécie endémica do Cerrado ocorrendo desde o Maranh&o
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a S8o0 Paulo e Mato Grosso do Sul, até Santa Cruz, no leste da Bolivia (Pinto, 1944). Esta
espécie habita principalmente as fitofisionomias abertas do Cerrado (campo sujo e cerrado

sensu stricto) e capdes (Sick, 1997).

Figura 5: Foto dacigarra-do-campo (Necthraupis fasciata).

Até recentemente, sua biologia permanecia praticamente desconhecida. Estudos de sua
participagcdo em bandos mistos de aves e do seu comportamento socia foram feitos por Silva
(1980) e Alves (1988). Silva (1980) mostrou que N. fasciata participa de bandos mistos de
espécies ou atua como espécie central, gudando a manter estes bandos por meio de
movimentos e vocalizagdo. A reproducdo de N. fasciata em area de cerrado do Brasil Central
ocorre na estacdo chuvosa, de setembro a janeiro (Alves & Cavalcanti, 1990). Os casais
aparentemente sd0 monogamicos e geralmente constroem seus ninhos a menos de um metro
do solo em érea de cerrado nativo. A postura usual € de dois atrés ovos brancos com manchas
avermelhadas (Alves & Cavalcanti, 1990).

Apenas a fémea constréi 0 ninho e os machos ajudam os jovens na alimentacéo. E
comum a presenca de “helpers’, ou sga, individuos normalmente do sexo masculino que

permanecem proximos aos ninhos gudando na aimentacdo e na defesa territorial (Alves,
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1990). A relacdo dos “helpers” com o casal reprodutor ndo € conhecida, entretanto, estudos
demonstraram que individuos marcados quando filhotes foram encontrados com seus pais até
a estacdo reprodutiva seguinte. Este fato do comportamento social podera ser elucidado com o
uso de marcadores moleculares do tipo microssatélite para determinar o grau de parentesco

entre os “helpers” e casal reprodutor.

1.3 Distribuicdo Geogr &fica da Espécie: Cerrado

O Cerrado, ou dominio morfoclimético dos Cerrados (Ab"Saber, 1977), € a maior,
mais rica e provavel mente mais ameagada regido de savanas do mundo (Silva & Bates, 2002).
A avifauna do bioma Cerrado corresponde a aproximadamente 50% das espécies brasileiras
(Silva, 1995; Primack & Rodrigues, 2001), ou sgja, em torno de 837 espécies distribuidas em
64 familias sendo que, 3,8% sdo endémicas, 9,3% migratérias e 23% ameagadas de extin¢do
(Silva, 1995; IBAMA 2003; Moura et al., 2005). Apesar da diversidade e da presenca de
espécies endémicas, ndo apenas da ornitofauna como de outros animais e plantas, o Cerrado é
um dos ambientes sob intenso impacto antropogénico sendo considerado um “hot spot” de
biodiversidade (Myers et al., 2000). Apesar de o Cerrado ocupar um quarto da extenséo
territorial do Pais, apenas 1,2% de sua extensdo constitui unidades de conservagéo
(Cavalcanti, 1999; Lima, 2003).

A destruicdo dos ambientes naturais pela ocupagdo humana é considerada a maior
ameaca mundial para a biodiversidade (Saunders et a., 1991; Bierregaard Jr. et a., 1992).
Apesar de a ocupagdo humana ocorrer de diferentes maneiras e intensidades, invariavel mente
ha a substituicdo de ambientes naturais complexos por outros antropogénicos mais
simplificados (ex: &reas de agricultura) e em muitos casos esse processo € irreversivel. Como
consequéncia, as populacbes das espécies ficam confinadas aos fragmentos criados,

aumentando o risco de ocorrerem extingdes locais (Simberloff, 1994). Além da diminuigéo da



17

area disponivel para a maioria das espécies, as manchas de vegetacdo nativa em que persistem
passam a sofrer alteragdes secundérias que levam a modificagdo da qualidade dos habitats
remanescentes (Saunders et al. 1991). Tais ateracOes podem ser t&o profundas que algumas
populacbes desaparecem antes mesmo da observacdo de problemas de consangtinidade
resultantes do confinamento a um determinado fragmento (Mills & Smouse, 1994).

Até o presente momento, poucos trabalhos investigaram os efeitos da fragmentacdo de
habitat sobre a avifauna do Cerrado. Estes abordaram principal mente alteracfes de parémetros
relativos a estrutura e composicdo das taxocenoses, tais como abundancia e riqueza de
espécies nos fragmentos (e.g. Machado, 2000; Marini, 2001; Tubelis et al., 2004).
Aparentemente, existem apenas dois estudos sobre efeitos da fragmentacdo na diversidade
genética de populagdes de aves (Ferreira, 2001; Roma, 2006). Estudos abordando a estrutura
genética das aves neotropicais sdo limitados e pouco é conhecido sobre a diversidade genética
perdidas pelos efeitos da fragmentacdo dos habitats (Bates, 2000; McDonad, 2003; Francisco

et al., 2009).
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2- Objetivos
2.1 Objetivo geral
Isolar e caracterizar marcadores moleculares do tipo microssatélite para Neothraupis
fasciata a fim de disponibilizar ferramentas para andlise da estrutura genética e das relagdes

de parentesco nessa espécie.

2.2 Objetivos especificos

e |dentificar locos de microssatélite a partir de biblioteca gendbmica shotgun para
Neothraupis fasciata;

e Desenvolver pares de iniciadores para amplificacdo via PCR dos locos identificados que
apresentam caracteristicas favoraveis para estudos genéticos e

e Avdiar a utilizagdo de pares de iniciadores desenvolvidos para N. fasciata na

amplificagéo de locos microssatélite em outras espécies de aves neotropicais.
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3- Material e Métodos

3.1 Extracdo do DNA gendmico de Neothraupis fasciata

As amostras de sangue de N. fasciata utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo
Prof. Dr Miguel A. Marini e pelo Msc. Alan Fecchio e coletadas na Estagdo Ecolégica de
Aguas Emendadas (15°34'S, 47°42'W), Plandltina, Distrito Federal. A extragdo de DNA foi
feita a partir do protocolo de digestdo com proteinase K/SDS e purificagdo com
fenol:cloroférmio:@lcool isoamilico, segundo descrito por Bruford et a. (1992), com
modificagbes. Uma gota de sangue foi incubada em 370ul de tamp&o de extracdo (IXTNE,
IM Tris HCL pH 7,5, 10% SDS, 0,5ng Proteinase K) a 56° C por um periodo de
aproximadamente 16 horas (overnight). Em seguida, foram adicionados 350 pl de solucéo
fenol:cloroférmio:acool isoamilico (25:24:1), misturando-se 0 contelido até uma aparéncia
leitosa, iniciando nesta fase, a degradacéo do material protéico. A suspensdo foi centrifugada
a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf.
Posteriormente, foi adicionado 2 a 3 volumes de etanol absoluto, seguido de centrifugacdo a
12.000 rpm por 7 minutos. Em seguida, foi feita lavagem com 300ul de etanol 70%,
centrifugagdo a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. A secagem do
DNA foi feita no speed-vacuum (Eppendorf Concentrator 5301) por aproximadamente 15
minutos e em seguida, 0 DNA foi ressuspendido em 50l de tamp&o TE (10mM Tris-HCL,
pH 8,0e1 mM EDTA). O DNA purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
(5 V/cm) na presenca de brometo de etidio (1 pg/ml) e quantificado visualmente por
comparacdo com o marcador padrédo Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). Para findlizar, as
amostras de DNA foram diluidas em agua Milli-Q estéril para uma concentragdo fina de

aproximadamente 20 ng/ul.
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3.2 Construcdo da Biblioteca Genémica

A biblioteca gendbmica foi construida a partir de uma amostra de DNA de uma fémea
de N. fasciata utilizando o kit TOPO Shotgun Subcloning (Figura 6). O DNA gendmico total
foi clivado por nebulizacdo. Para a nebulizacdo, 20ug de DNA em 100 ul de solugdo tampéo
(TE, pH 8,0 contendo 20% de glicerol) foi adicionado ao nebulizador do kit (Figura 7) e
comprimido a 30 psi até obter fragmentos com tamanho entre 200 pb e 1 Kb. Foi utilizado
eletroforese em gel de agarose 1% na presenca de brometo de etidio (1 pg/ml) paraverificar o

tamanho dos fragmentos de DNA.

HINA GEMOMITT

FRAGMEN 1O DE BMA

. N .
GCATTICGAGTIRCCTRGACAACCAGT " GETTOATICGCCARTRATAGTRATAT
CORGTOGTACTGRGGAC GCRRGAGGC TTER

ALINIAMEINTD DAS SCQULNCIAS

GOATTICCACTIRC CTECACARCCRG TC 6 THO TS AG CACE CARGAG SO TICATTE COCARTHATRG TATHT
SEQUENCIA TINAL

Figura 6: Método Shotgun. Adaptado de:


http://www.bio.davidsom.edu/courses/genomics/method/shotgun.html
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Figura 7: Nebulizador do kit Topo Shotgun. Adaptado do manual do kit.

O DNA clivado foi precipitado para sua recuperacao para as etapas posteriores. Para a
precipitacdo, 700Ul de DNA clivado foi transferido para um eppendorf estéril e foi adicionado
80ul de acetato de sodio 3 M, pH 5,2; 4ul de glicogénio (20 mg/ml) e 700ul de isopropanol
(100%). O materia foi misturado e incubado em gelo por 15 minutos, em seguida foi
centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C e o sobrenadante
foi removido. Posteriormente, o DNA foi lavado com 800ul de etanol 80% gelado e
centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm, e o etanol foi entdo removido. A secagem do DNA
foi feita no speed-vacuum (Eppendorf Concentrator 5301) por aproximadamente 5 minutos e
em seguida, 0 DNA foi ressuspendido em 100pl de &gua estéril.

A reacdo de blunt-end foi preparada em gelo (15ul de DNA 200 ng/ul, 5ul de agua
deionizada, 54 10X Blunting Buffer, 1yl BSA 1 mg/ml, 5yl de dNTP mix concentracéo final
250uM, 2ul T4 DNA polimerase (4U/ul) e 2ul de Klenow DNA polimerase (4U/ul)). A
reacao foi incubada em temperatura ambiente por 30 minutos e depois incubada a 75°C por 20

minutos parainativar as enzimas. Para desfosforilar o DNA foi adicionado a reagéo blunt-end



22

35ul de agua deionizada, 10ul de 10X Dephosphorylation buffer, e 5ul CIP (1U/u),
finalizando com um volume total de 100pl. A reac&o foi incubada a 37°C por 60 minutos.

O DNA foi novamente precipitado para sua recuperacdo. Foram adicionados ao DNA
100l de fenol:cloroformio:dcool isoamilico (25:24:1). O DNA foi centrifugado por 3
minutos em velocidade maxima e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo estéril. O
DNA foi precipitado com acetato de sodio 3M, pH 5,2 e 300ul de etanol gelado. A solugéo
contendo o DNA foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos e em seguida lavado com
500ul de etanol 80% gelado. O etanol foi removido e a secagem do DNA foi feita em speed-
vacuum (Eppendorf Concentrator 5301) por aproximadamente 5 minutos. Por Ultimo o DNA
foi ressuspendido em 20l de agua estéril. O DNA purificado foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1% (5 V/cm) na presenca de brometo de etidio (1 pg/ml) e quantificado
visualmente por comparagdo do marcador 1kb ladder (0,8 pg) e o DNA controle do Kit
(Sheared Herring Sperm DNA, 2 Q).

Para a clonagem foi preparado uma reagdo com 4l de DNA, 1pl de solugdo de iodeto
de sbdio (1,2mM) e 1pl de vetor (PCR 4Blunt-Topo, Invitrogen) (Figura 8) e a reacéo foi
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida 3ul da ligago foi adicionado
a 50ul de célula competente (TOP 10 Electrocomp E.coli, Invitrogen), misturando
vagarosamente. As células foram transferidas para uma curveta e eletroporadas a uma
corrente de 2,8V. Por Ultimo as células foram plagueadas em meio LB sdlido contendo
ampicilina (2ul/ml) e 10pl Xgal (2,8 mg/l) para selecionar as coldnias brancas (colnias com

inserto) das col6nias azuis (col6nias sem inserto).
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Sitie Primer NM13 Sitio Prime- T3
Lacia

20307 | (Paf|} Pre | Canls
VAT TTRA BOGEATTOGT 7T

pCR®*4Blunt-TOPO”
3957 bp

Figura 8: Vetor do kit Topo Shotgun. Adaptado do manual do kit.

3.3 LisedasBactérias

Foi realizada lise das bactérias a0 invés de utilizar o protocolo de miniprep a fim de
evitar contaminagdo e diminuir os custos do procedimento. As colonias positivas (com
inserto) foram repicadas para uma placa de PCR com 96 pogos contendo 80ul de agua
autoclavada para lise. A placa foi submetida a uma temperatura de 95°C por 5 minutos e
posteriormente 4°C por 5 minutos em um termociclador.
3.4 PCR do Lisado de Bactérias

A amplificagdo dos insertos foram realizadas em uma reacéo de volume fina igua a
20pl, contendo: 1 unidade de Tag DNA polimerase, Tampé&o 1X para PCR (10mM Tris-HCL
pH 8,3; 5mM KCL), 2mM de dNTPs, 10uM de T3, 10uM de T7 e &gua autoclavada para
completar o volume final. O programa utilizado foi de desnaturacdo inicial a 94°C por 1
minuto, desnaturacéo do DNA a 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento do iniciador
de 55°C por 1 minuto, extensdo de 71°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 10 minutos

e conservacdo da reagdo a 10°C. Os trés passos de desnaturacdo do DNA, anelamento e
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extensdo foram repetidos 30 vezes. A amplificacdo foi verificada em eletroforese em gel de
agarose 1% (5 V/cm) na presenca de brometo de etidio (1 pg/ml) e o tamanho dos fragmentos

foi determinando por comparac&do com marcador 1kb ladder (0,8 pg).

3.5 Purificacéo dos Produtos de PCR com PEG

Os produtos de PCR foram purificados para retirar o excesso de iniciadores e dos
dNTPs. Ap6s areacdo de PCR, foi adicionado ao volume de reagdo o mesmo volume de PEG
e areacdo incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida a reacéo foi centrifugada a 13.000
rpm por 30 minutos e 0 sobrenadante descartado. Foi adicionado a reagdo 100pl de etanol
80% gelado e mantida por 1 minuto em temperatura ambiente. Posteriormente, a reacdo foi
centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos e sobrenadante descartado novamente. Este passo foi
repetido mais uma vez para completar a lavagem do DNA. A placa contendo o DNA foi
invertida na pia para a remocdo do etanol e foi feito um “spim” (1 minuto) com a placa
invertida a 1.000 rpm para completar a remocéo do etanol. O pellet foi diluido em 15ul de
agua estéril. As amostras foram quantificadas em eletroforese em gel de agarose 1% na

presenca de brometo de etidio (1 pg/ml) e o marcador 1kb ladder (0,8ug).

3.6 Sequenciamento das amostras

Todas as amostras foram sequenciadas utilizando o sequenciador automético
MegaBA CE 1000 (GE Healthcare) (Figura9). A reacéo de seqiienciamento foi preparada para
um volume final de 10ul contendo 4,0ul de DNA purificado, 2,0 uM deiniciador (T3 ou T7),
2ul de pré-mix e 2ul de agua destilada autoclavada. O programa utilizado para a reacéo de
sequienciamento foi: 95°C por 20 minutos, 55°C por 15 minutos e 60°C por 1 minuto (30
ciclos). Em seguida foi feito a purificagio da reagdo de seqilenciamento. A reaciio de

sequienciamento foi adicionado 1l de acetato de amonio (7,5M) e 25ul de etanol absoluto, a
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reac8o permaneceu em temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 40 minutos. O sobrenadante entéo foi descartado e adicionado
100ul de etanol 70%. Uma nova centrifugacéo a 4.000 rpm por 10 minutos foi realizada e o
sobrenadante descartado. Em seguida, foi feito um spin com a placainvertida até atingir 1.000
rpm para completar a remocao do etanol. Por Ultimo o pellet de DNA foi ressuspendido em
10ul de loading solution (Formamida/EDTA). As amostras correram no MegaBACE

utilizando os seguintes parametros. 2Kv por 100 segundos e 9Kv por 100 minutos.

FEEr



http://www.ncl.ac.uk/.../flx/sequencingoview.htm
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3.7 Andlise das sequéncias

O programa utilizado para analisar as sequéncias e isolar os fragmentos contendo
microssatélites foi o Staden 1.6 package (Staden 1996). Com o Troll foram utilizados
pardmetros de no minimo quatro repeticbes para microssatélites hexa, penta e
tetranucleotideos e de no minimo seis repeticdes para tri e dinucleotideos. Em seguida, os
insertos contendo microssatélites foram selecionados pelo maior nimero de repeticdes e pelo
motivo, ou sgja, primeiro foram escolhidos os penta e tetranuclaeotideos e por Ultimo os
dinucleotideos com maior nimero de repeticdes, sendo escolhido apenas um dinucleotideo
com motivo AT para evitar a formacdo de “loops” durante a reacdo de amplificagdo. Os

iniciadores foram desenhados com o auxilio de uma pégina da internet desenvolvida para

(Figura 10). Foram utilizados como parametros restritivos uma porcentagem minima de 30%
de G (guanina) e C (citosing) e méxima de 80%, temperatura minima de anelamento de 48°C
e méxima de 68°C, tamanho minimo do iniciador de 18pb e méximo de 27pb. Para cada par
desenhado, foi adicionado na extremidade 5’ de um dos iniciadores uma cauda M13 (5-TGT
AAA ACG ACG GCC AGT-3) (Schuelke, 2000) para usar o método universal dye-labelling

descrito por Boutin-Ganache e colaboradores (2001).


HTTP://wsmartins.net/primerdesign
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Primer Design using experiment format files exported from Gap4
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Figura 10: Programa para desenho dos iniciadores. Fonte: 'http://wsmartins.net/primerdesign.

3.8 Amplificagdo dosiniciador es desenvolvidos

Para verificar a amplificagdo dos iniciadores desenvolvidos, foram utilizadas duas
amostras de DNA e um gradiente de temperatura de 50 a 60 °C, variando de 2° em 2°C. A
reacdo foi preparada para um volume final de 10ul contendo 1 unidade de Tag DNA
polimerase, tampédo 1X para PCR (10mM TrissHCL pH 8,3; 5mM KCL), 1mM de dNTPs,
0,6uM de iniciador, 0,6pl de terminador, 30ng de DNA e &gua destilada autoclavada para
completar o volume final.

O programa utilizado foi de desnaturacdo inicial a 95°C por 7 minutos, desnaturacdo
do DNA a95°C por 1 minuto, temperatura de anelamento do iniciador variando de 52° a 58°C
por 40 segundos, extensdo de 72°C por 40 segundos e extensdo fina de 72°C por 10 minutos e
conservacdo da reacdo a 10°C. Os trés passos de desnaturacdo do DNA, andlamento e
extensdo foram repetidos 35 vezes. A amplificacdo do fragmento foi verificada em
eletroforese em gel de agarose 1% (5 V/cm) na presenca de brometo de etidio (1 pg/ml),
utilizando uma amostra contendo agua ao invés de DNA como controle e 0 marcador 1kb

ladder (0,8ug) paraanalisar os tamanhos dos fragmentos de DNA.


http://wsmartins.net/primerdesign

28

3.9 Selecado dos locos polimérficos

Para selecionar o0s locos polimérficos, os produtos de amplificagdo foram separados
em géis desnaturantes de poliacrilamida 4% corados com nitrato de prata, segundo descrito
por Bassam et al., (1991). Para identificacdo do grau de polimorfismo (monomoérfico ou

polimorfico) dos locos, foram utilizadas 12 amostras de N. fasciata.

3.10 Caracterizacao dos locos polimérficos

A caracterizacdo dos locos polimorficos descritos na etapa anterior foi feita com base
em 24 amostras de DNA de uma populacdo da Estaciio Ecoldgica de Aguas Emendadas
(15°34'S, 47°42'W).

A genotipagem foi feita em gel desnaturante de poliacrilamida 5% no ABI 377 e as
andlises foram feitas com o auxilio dos programas GeneScan e Genotyper 2.1 (Applied
Biosystems). O numero de aelos por loco, a heterozigosidade esperada e observada (Nei
1973), a exclusdo de paternidade (Weir 1996) e a probabilidade de identidade genética
(Paetkau et al., 1995) foram estimados utilizando o Identity 1.0 (Wagner & Sefc 1999). O
desvio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacdo foram analisados usando o programa
Genepop 4.0 (Raymond & Rousset 1996). Correcdo de Bonferroni foi aplicada nos testes
multiplos. A presenca de alelos nulos e dropout foi avaliada com auxilio do programa Micro-

Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004).

3.11 Andlises de amplificacdo cruzada

ApOs a caracterizagdo dos locos em N. fasciata, foi realizado um teste de amplificacéo
cruzada desses pares de iniciadores em outras espécies de aves neotropicais de quatro familias
distintas, sendo essas distribuidas em dois grandes grupos. oscines e suboscines. As especies

selecionadas foram: Scalis flaveola, Ammodramus humeralis (Emberizidae), Thraupis
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sayaca, Gypsnagra hirundinacae, Paroaria capitata, Ramphocelus carbo (Thraupidae), essas
pertencentes a0 grupo oscines, e Casiormis rufus (Tyrannidae) e Xiphorhynchus picus
(Dendrocolaptidae), pertencentes ao grupo suboscines. A reacdo para verificar o sucesso de
amplificagdo foi feita conforme descrito anteriormente, porém foram testadas trés
temperaturas de anelamento: 50, 53 e 56°C. O sucesso de amplificacdo foi verificada em
eletroforese em gel de agarose 1% (5 V/cm) na presenca de brometo de etidio (1 pg/ml),

utilizando o marcador 1kb ladder (0,8ug).
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4- Resultados

4.1 Construcéo da Biblioteca Genémica
Na construgdo da biblioteca gendmica foram obtidas 960 col6nias contendo inserto.
As 960 colbnias foram separadas em dez placas de 96 pocos para a redizacdo dos lisados

(Figura 11) e das reacOes de PCR (Figura 12).

S00ph

| 2000t

100gh

Figura 11: Amplificacgo via PCR do lisado de bactérias da Placa 1 (10 amostras e

marcador 1 Kb).

40{pb

200gh

10Cob

Figura 12: Amplificagdo via PCR do Primer NF2324 (360bp) (9 amostras de DNA e

marcador 1 Kb)
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4.2 | solamento dos locos de microssatélite, desenho dos iniciador es e otimizacéo
Foram sequenciados 928 clones (Figura 13), dentre estes 278 contigs e destes, 51
continham microssatélites (18%) (Tabela 1). Dentre esses, foram selecionados 17 locos de
microssatélites perfeitos, sendo sete dinucleotideos, cinco tri, trés tetra e dois
pentanucleotideos (Tabela 1, Figura 14). Dos 17 pares de iniciadores desenhados, 16
amplificaram em temperatura variando entre 52° a 54°C e apenas um par de iniciador

(NF3334) ndo amplificou apds vérios testes de otimizagdo (Tabela 2).

|

260 Coldnias conlendo inserlu

!

€28 clones seqizanciados (36%) ‘

|

278 Insertos
51 ~ontinham 22 nEn continbam
sEUuEngid: g gasaleliley
microssatélites (18%) [82%

desernhadcs(232,3%)

Figura 13: Fluxograma das etapas do desenvolvimento dos iniciadores para
amplificacdo de locos de microssatélite para N. fasciata.
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Tabela 1: Listados 51 locos de microssatélites isolados em N. fasciata, nimero de repeticoes
dos motivos, os locos em negritos e sublinhados foram selecionados para o desenho dos

iniciadores.

Nome do Motivo Nomedo Mativo Nome do Mativo
Inserto Inserto Inserto

AO3.NFP10.T31 (CT)s EO9.NFP5.T31  (TAA)s HIONFPLT71  (CTT),
AOBNFPS.T7L  (TA)g FOL.NFP2.T31 (TGT)s AO3NFP10.T71 (AC)ss
AI2NFPI2.T31 (TTTAT)7(TTTTA); FO2.NFP9.T71 (GAG), HIONFPLT71  (CTT),
A12NFP13T71  (AC)e FO4.NFP5.T71 (CTT), HIONFP7.T71  (TA)g
BOZ.NFP10.T31 (CCT)s FO4ANFP7.T31  (CA)s BO3.NFP5.T71  (CTC),
BOZ.NFP11.T31 (GGTTT)s FO7ZNFP5T71  (TGGGT), HI2NFP2T31 (AC)s
BO8.NFP5.T71  (CA)iw FOBNFP1LT71  (CCT), BOBNFPLO.T71 (TCTG),
BOS.NFP11.T71 (CAA)s FOBNFP1LT71_1 (GT)s BILNFPS.T71  (TA)ss
BOONFPLLT3L (TA)s FOO.NFP10.T3L  (CCT), B1LNFP16.T71 (ATTAC)s
BOO.NFPLLT31- (TA)g FIONFP9.T31  (GT)s B12.NFP10.T31 (AT),
BIONFP7.T31  (CA)o (TA), GO4.NFP2.T71 (GCT), COLNFP2T71  (AT)10
B1LNFP16.T31 (CA)s GO4.NFP16.T31  (TGT), EO8NFPLT71  (CA)1o
COLNFP2T31 (AT)w» GO5.NFP16.T31  (TCA), EIONFP16.T71  (TA)s
COLNFP9.T31 (AAT)s GO6.NFP5.T71  (GAAT),  FOBNFP1LT31 (AC)s
EO5.NFP2.T71  (TCC), GO8.NFP5.T71 (AT)y  FO9NFP12T71 (ATC),
EOZNFP5.T71  (CA)s G10.NFP5.T71 (CTG), GOLNFP13.T71 (AT)q
EO8.NFP9.T31  (TATT)s HO9.NFP11.T31  (CTGT)s GO2.NFP11.T31 (TTCC);
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Figura 14: Tipos de microssatélites. A, microssatélite dinucleotideo; B, microssatélite
trinucleotideo, C, microssatélite tetranucleotideo e D, microssatélite pentanucl eotideo.



Tabela 2. Tipos de Microssatélites encontrados para N. fasciata, sequéncias dos iniciadores
desenhados e temperatura de anelamento de cada iniciador.

L oco Estrutura derepeticdo Seqiiénciadosparesdeiniciador (5’-3) Ta(°C)

NF0102 (CTg F-TACCCTGCTTTGCTGTGCTA 54
R:TCCAGTCTCCCTTTAAGCCC

NF0304 (CCT)s F.CCAGGTAGCTTCTGACCTTGA 52
R:AGAGCTGCACAGATCCCACT

NF0506 (GGTTT), F.CATACCCATGAGTGCGTGAC 52
R:GAGCAGAGCAGAGCTTGGAT

NF0708 (CA) 1o F.GTTTAGCAATACACACACACTCA 54
R.TCAGTATGGCCTTTTCAGAT

NF0910 (CAA) F.CAGTCTGCACTTCCTCCACA 54
R:GGGTGTAGCTGGACACACATT

NF1112 (AT)12 FATGTTTCTGGCACTGAACGG 54
R:GGGGATTCACGATGGTGTTA

NF1314 (AAT)s F TGGGAGAGAAAGTTGGTTTAAT 54
R:CTGATCTGGCCAAAGGACTA

NF1516 (TCC), F.GTGGCTGTGGATGCTCCT 54
R:GGATGAGAGCACATTTGGGT

NF1718 (CA)e F-ACCTCACTTCCCCAGTTCCT 54
R.TGCTTAAACAGCCTCTCCGT

NF1920 (TATT), FTTCAGTGCCAGGCTTAATGA 54
R.TGCTTAAACAGCCTCTCCGT

NF2122 (TAA)s F-AAACTGTTGTCCAACTGCCC 54
R:GGCAGCGGCTATAAAGAACA

NF2324 (CA)e F TGAAAAGCCCAATTAACCAAA 54
R:CTGTGGAGGGAAGCTGAAAC

NF2526 (TGGGT), F.GACTTGCAGATCTTCCTGGG 60—54
R: TGCCATGACAGAGGTAGCAC

NF2728 (GTe F.CAGGTGTCTCCACCACACAG 52
R:AAGGAAATGGGAATGAAGATCA

NF2930 (GAAT) F.GGTCAAATGATCAGCAAAAT 54
R:AGCATGTAATCAACTTGCTAAA

NF3132 (CA)e F-TCCTCATTCAGCATTCACCTC 54
R:CGGGTACAAAGGGGATACAA

NF3334 (CTGT)s F.CAGGTTCTCTGCTGAGTCCA -

R:GTCAAGCTGCCTGGATTGAT

4.3 Selecdo dos locos polimor ficos

Dos 16 locos que apresentaram amplificacdo, dois eram monomoérficos (NF2324 e

NF3132) (Figura 15).
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Figura 15: Gel desnaturante poliacrilamida 4% (12 amostras de DNA para cadaloco:

NF2324, NFO304 e NF 0910).

4.4 Caracterizagéo dos locos polimorficos

Os demais locos mostraram de moderado a elevado nivel de polimorfismo (Tabela 3).
O numero de aelos por loco variou de 02 (NF0910 e NF2728) a 18 (NF1112) com média de
5,3 aelos por loco (Tabela 3). A heterozigosidade observada variou de 0.083 a 1.0. O loco
NF2930 apresentou 0 maior valor de heterozigosidade observada (1.0) e o loco NF1314
apresentou 0 menor valor de heterozigosidade observada. Os locos NFO506 e NF1314

apresentaram valores de heterozigosidade observada significativamente diferente da
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heterozigosidade esperada, (P <0.0036) (Tabela 3). A andise utilizando o software Micro-

Checker mostrou a existéncia de aelos nulos nesses dois locos, com as fregiiéncias de alelos

nulos estimadas em 0.3832 e 0.3631, respectivamente. Todos os pares de locos estéo em

equilibrio de ligagéo (p> 0.0036, valor ajustado de Bonferroni paraum valor nomica de 5%).

Tabela 3. Caracterizacdo dos 17 locos de microssatélites em 24 individuos de N. fasciata.

L oco A  Tamanhodosalelos(pb) He Ho p Q I
NF0102 4 213-221 0350 0409 1.0 0.190 0.443
NF0304 4 208-220 0598 0.333 0.012 0351 0.212
NF0506 8 257-287 0.796 0.150* 0 0.615 0.065
NFO708 3 139-143 0290 0250 0255 0.149 0523
NF0910 2 139-142 0117 0125 1.0 0.055 0.786
NF1112 18 302-338 0915 0950 0475 0.829 0.013
NF1314 3 250-256 0518 0.083* 0 0212 0.346
NF1516 3 100-106 0509 0434 0270 0211 0.350
NF1718 4 204-210 0505 0545 0.698 0.270 0.298
NF1920 4 358-374 0193 0208 1.0 0.102 0.656
NF2122 5 211-226 0.744 0739 0316 0510 0.108
NF2324 1 360 - - - - -
NF2526 5 179-199 0677 0863 0161 0420 0.161
NF2728 2 228-230 0486 0333 0.107 0.183 0.382
NF2930 10 218-254 0868 100 0942 0.732 0.031
NF3132 1 249 - - - - -
NF3334 - - - - - - -
Todos os 5,3 - 0540 0.3%4 0.999 1.72x10%°

locos

A, nimero de alelos; He, heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade observada; p, probabilidade de desvio
para Hardy-Weinberg com a corregdo de Bonferroni (p>0.0036); Q, probabilidade de exclusdo de paternidade; I,
probabilidade de identidade genética. * Loco em desequilibrio de Hardy-Weinberg.

A probabilidade de exclusdo de paternidade combinada para todos os locos e a

probabilidade de identidade genética foram 0.999 e 1.72x10™°, respectivamente. O loco

NF0910 apresentou a menor probabilidade de excluséo de paternidade (0.055) e a maior

probabilidade de identidade genética (0.786), enquanto o loco NF1112 apresentou a maior

probabilidade de exclusdo de paternidade (0.829) e a menor probabilidade de identidade

genética (0.013). Comparando estes resultados com o nimero de aelos de cada loco pode-se

inferir gque estes dados eram esperados visto que o loco NF0910 (juntamente com o NF2728)
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apresentou 0 menor numero de alelos (2) e o loco NF1112 apresentou 0 maior nimero de
alelos (18). O loco NF2930 que apresenta 0 segundo maior nimero de alelos (10) apresentou
valores préximos a NF1112 (0.732 para a probabilidade de exclusdo de paternidade e 0.031

para probabilidade de identidade genética).

4.5 Amplificagdo cruzada dosiniciadores de N. fasciata

Onze pares de iniciadores amplificaram em S. flaveola, T. sayaca, G. hirundinaceae,
P. capitata e R carbo (Tabela 4). A temperatura de 53°C foi a mais freglente nas
amplificagdes para a maioria dos locos e apenas em aguns individuos surgiram bandas
inespecificas, necessitando de novos testes de otimizacgo. Os pares de iniciadores NF2122 e
NF2930 ndo amplificaram em nenhuma das espécies testadas com as temperaturas de
anelamento igual a 50, 53 ou 56°C.
Tabela 4. Amplificagdo cruzada de 16 locos de microssatélites desenvolvidos para N. fasciata

em oito espécies de Passeriformes neotropicais. Para cada espécie € indicada a temperatura de
anelamento do iniciador.

L ocos S A. T. G. P. R. C. rufus X.
flaveola humeralis sayaca hirundinaceae capitata carbo picus
Suboscines
NF0102  53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C Na
NF0304 53°C Na 53°C 53°C 53°C 53°C Na Na
NF0506  53°C Na 53°C 53°C Na 53°C Na Na
NFO0708 Na Na 53°C 53°C Na Na Na Na
NF0910 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C
NF1112 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C
NF1314  53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C Na Na
NF1516 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 56°C 53°C
NF1718 Na Na Na Na 53°C Na Na Na
NF1920 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C
NF2122 Na Na Na Na Na Na Na Na
NF2324  50°C Na Na 50°C Na 50°C Na Na
NF2526 Na Na Na Na 53°C Na Na Na
NF2728  50°C Na 53°C Na 53°C 50°C Na Na
NF2930 Na Na Na Na Na Na Na Na
NF3132 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C 53°C Na Na

Na, Ndo-amplificacéo
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5- Discusséo

A técnica utilizada no trabalho para isolar os microssatélites ndo € a técnica mais
utilizada nos estudos de desenvolvimento de iniciadores, porém, esta técnica foi escolhida
para diminuir os custos do processo e fazer uma busca no genoma total visando encontrar
diferentes unidades de repeticéo. Zane e colaboradores (2002) publicaram uma revisdo sobre
as estratégias para isolar microssatélites na Molecular Ecology e na Animal genetics e
evidenciaram crescimento na utilizacdo de bibliotecas enriquecidas. Entretanto, uma
biblioteca enriquecida restringe os motivos encontrados, além de ter um custo maior.
Tradicionamente, os locos de microssatélites foram isolados de bibliotecas genémicas
parciais de espécies em interesse e por selecdo de clones por meio de hibridizagdo com
sondas.

A freguéncia de locos de microssatélites identificados (18%) pode ser considerada alta
se comparado com trabalhos publicados a partir de biblioteca enriquecida em aves. Frentiu e
colaboradores (2003) obtiveram 200 clones a partir de biblioteca enriquecida para a espécie
Zosterops lateralis chlorocephalus onde confirmou a presenga de 13 locos (6,5%) de
microssatélites). Wonke e colaboradores (2007) trabalhando com a espécie Emberiza
citrinella identificaram 41 clones contendo locos de microssatelite e caracterizaram 10 locos a
partir de biblioteca enriquecida (Wonke et al., 2007). Galvez e colaboradores (2009) isolaram
16 locos de microssatélites para a espécie Pica pica, dos 148 existentes, evidenciando poucos
locos isolados para a ordem Passeriformes. Dentro da familia Emberizidae, que contém
aproximadamente 308 espécies, foram encontrados trés trabalhos de isolamento de locos
microssatélites (Wonke et al., 2007; Mayer et a., 2008 e Jeffery et al., 2001) totalizando 31

locos isolados e caracterizados.
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Dentre os 17 pares de iniciadores desenhados apenas um iniciador n&o amplificou para
nenhum dos individuos testados (NF3334), evidenciando um sucesso de amplificagdo dos
locos isolados (94%). Entretanto, os iniciadores so foram testados em temperatura variando de
52° a 58°C, com isso o sucesso da amplificacdo deste iniciador pode ser corrigida com novas
condic¢des de temperatura, ou este fato pode ser explicado pela ocorréncia de mutacdo no sitio
de anelamento do iniciador.

Primmer e colaboradores (1997) compararam a densidade de microssatélites no
genoma de aves e humanos e chegaram a conclusdo de que a frequéncia de microssatélites no
genoma de aves é geramente inferior ao de mamiferos. Utilizando dados do GenBank, os
autores fizeram busca em quatro espécies de aves totalizando 117 locos microssatélites, o que
significa uma densidade média de 1 microssatélite a cada 31kb. Essa densidade é inferior a
densidade de microssatélites encontrada no genoma humano (1 microssatélite a cada 6kb). No
trabalho de Primmer e colaboradores (1997), foi utilizada a técnica de hibridizaco e também
entradas em bancos de dados.

Estudos com espécies de aves mostram nimeros de alelos préximos aos encontrados
no presente trabalho (2 a 18). Simeoni e colaboradores (2009) caracterizaram 38 locos de
microssatélite para a espécie Turdus merula onde encontrou de 2 a 16 alelos por loco. Wonke
e colaboradores (2007) desenvolveram e caracterizaram 10 locos microssatélites para a
espécie Emberiza citrinella com o nimero de alelos variando de 2 a 21. Jeffery e
colaboradores (2001) isolaram e caracterizaram seis locos de microssatélite para a espécie
Melospiza melodia, da familia Emberizidae, onde o nimero de alelos variou de 4 a 13.
Porém, existem trabalhos onde o nimero de alelos encontrados para espécies de aves € baixo,
como para Zosterops lateralis chlorocephalus Para essa espécie, 0 nimero de alelos

identificados por loco foi de doisacinco (Frentiu et a., 2003).



A heterozigosidade observada ndo variou muito da heterozigosidade esperada e menos
da metade dos locos (44%) apresentaram heterozigosidade observada menor que a esperada,
sendo os vaores ndo significantes. Este dado mostra que a populagdo em estudo
provavel mente ndo apresenta déficit de heterozigozidade, e também que o acasalamento entre
individuos aparentados n&o ocorre com tanta frequéncia. A andlise estatistica da presenca de
erros durante a amplificagdo dos locos evidenciou a presenca de alelos nulos nos locos
NF0506 e NF1314, exatamente os locos que apresentaram uma deficiéncia significativa de
heterozigotos. Estudos com espécies da familia Emberizidee mostram valores de
heterozigosidade observada proximos aos valores encontrados para N. fasciata. Um exemplo
€ o trabalho com a espécie Emberiza citrinella onde a heterozigosidade observada variou de
0,20 a 0,91. Os locos de microssatélite desenvolvidos apresentaram valores de excluséo de
paternidade (0.999) e probabilidade de identidade genética (1.72X10%), os quais s3o ideais
para estudos sobre a estrutura genética e a andlise de parentesco nessa espécie.

O teste de amplificagdo cruzada apresentou uma porcentagem alta de amplificagéo
visto que dentre os 16 pares de iniciadores utilizados nos testes, 11 (68,7%) amplificaram em
cinco espécies distintas. Este resultado evidencia que as sequéncias que flangueiam as regides
de microssatélites sdo conservadas. As espécies das familias Thraupidae e Emberizidae foram
mais bem sucedidas na amplificagdo cruzada do que as espécies das familias Tyrannidae e
Dendrocol aptidae. Estes resultados eram esperados visto que as duas primeiras familias séo
do grande grupo Oscines e as duas Ultimas sdo do grupo suboscines, ou segja, SA0 espécies
mais distantes da espécie em estudo, N. fasciata. Este fato € claro, pois 0 sucesso de
amplificagdo cruzada entre espécies esta diretamente relacionado com a distancia evolutiva
entre as mesmas (Primmer et al., 1997). De acordo com Barker e colaboradores (2004), a
divisdo entre oscines e suboscines ocorreu cerca de 77 milhGes de anos atrés. Estudos de

amplificacdo cruzada sdo realizados em maior porcentagem com espécies da mesma familiae



41

no presente trabalho foram utilizadas 4 familias distintas mostrando que os iniciadores
isolados para N. fasciata poderdo ser utilizados até mesmo para espécies de outras familias.
Este fato € importante visto o alto custo para o desenvolvimento desses marcadores. Outros
trabalhos ja demonstraram a amplificacdo cruzada de locos microssatélites em aves, Wonke e
colaboradores (2007) avaliaram a amplificaco de 10 iniciadores desenvolvidos para
Emberiza citrinella em trés espécies da mesma familia obtendo sucesso de amplificacéo de 4
pares de iniciadores nas trés espécies testadas. Galbusera e colaboradores (2000) testaram a
amplificacdo cruzada em 13 espécies de Passeriformes de 40 locos microssatélites,
demonstrando um aumento na probabilidade de amplificacdo e polimorfismo com a
diminuic¢do da disténcia genética.

Outro fator que também pode influenciar no sucesso de amplificagdo cruzada de um
conjunto de iniciadores sdo as diferencas de mudangas entre os marcadores e as taxas
evolutivas devido a heterogeneidade na organizacdo das sequéncias e as taxas de mutagdo e
fixacdo. Pensava-se que marcadores microssatélites apresentassem um efeito seletivamente
neutro, porém estudos demonstraram um papel funcional desses marcadores (Kashi e Soller.,
1999), ndo podendo excluir as diferencas em pressdes sel etivas como uma possivel explicacéo
para avariagdo no sucesso de amplificacdo cruzada (Galbusera et a., 2000).

Estudos em seres humanos e aves demonstraram que o grau de polimorfismo dos
microssatélites ndo é transferivel, elevados niveis de polimorfismo detectados em uma espécie
nao pode ser encontrado necessariamente nos locos de outra espécie apds a amplificacdo
cruzada dos iniciadores (Ellegren et a., 1995). Trabalhando com aves, Lillandt et a. (2002)
foram bem sucedidos na utilizac&o de iniciadores desenvolvidos inicialmente para 18 espécies
de Corvidae em Perisoreus infaustus, embora alguns iniciadores ndo apresentaram qualidade
nos produtos amplificados, isto suporta a hipétese de que a transferibilidade ndo é

excessivamente dependente da proximidade filogenética (Oliveira et al., 2006). Gabusera e
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colaboradores (2000) obtiveram 84% de sucesso na amplificacdo, evidenciando que a
amplificagdo cruzada para o grupo de Passeriformes é altamente aplicavel. A amplificacéo
cruzada pode ser especiamente (til para estudos em aves visto que trabalhos tém
demonstrado que o genoma de aves contém cerca de 10 vezes menos microssatélites, por

exemplo, que o genoma de seres humanos (Primmer et a., 1997).



6- Conclusodes

A metodologia utilizada para isolar locos de microssatelites a partir de biblioteca
genbmica sem enriquecimento se mostrou eficiente, possibilitando identificar um
nimero ato de locos microssatélites com diferentes tipos de estrutura repeticdo de

forma aeatéria pelo genomade N. fasciata;

Foi possivel desenvolver 17 pares de iniciadores com 94% de sucesso de amplificagdo

viaPCR e

Os iniciadores sintetizados para N. fasciata mostraram taxa moderada a ata de
amplificagdo cruzada em outras espécies de aves neotropicais, evidenciando o
potencial de aplicacdo desses locos para readlizagdo de estudos genéticos nessas

espéecies e principamente das familias Emberizidade e Thraupidae.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

