UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CONSERVACAO
DA FAUNA

IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO E VALIDACAO DE
SEQUENCIAS MICROSSATELITES NO GENOMA DO MICO-LEAO-
PRETO (Leontopithecus chrysopygus)

PRISCILLA PINA PARDO

SAO CARLOS, SP.
2015



PRISCILLA PINA PARDO

IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO E VALIDACAO DE
SEQUENCIAS MICROSSATELITES NO GENOMA DO MICO-LEAO-
PRETO (Leontopithecus chrysopygus)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Conservacdo da Fauna da
Universidade Federal de S&o Carlos como
requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre

em Conservagéo da Fauna.

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Domingues de Freitas
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

Universidade Federal de Sdo Carlos

SAO CARLOS, SP.
2015



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da Biblioteca Comunitaria UFSCar

Processamento Técnico
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

P2261i

Pardo, Priscilla Pina

Identificagdo, caracterizag¢do e validagdo de
sequéncias microssatélites no genoma do mico-ledo-
preto (Leontopithecus chrysopygus) / Priscilla Pina

Pardo. -- Sao Carlos : UFSCar, 2016.
47 p.
Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal de

Sao Carlos, 2015.

1. Leontopithecus chrysopygus. 2. Marcadores
Moleculares. 3. Microssatélites. 4. Data Mining. 5.
Amplificagdo Heterdloga. I. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
'
uni‘{ﬂ-ﬂ Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude

Programa de Po6s-Graduagao em Conservacéo da Fauna

Fblha deriAprovag‘éo

Assinaturas dos membros da comissao examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertacio de Mestrado da
candidata Priscilla Pina Pardo, realizada em 28/08/2015

Profa. Dra. Patricia Domingues de Freitas
UFSCar

2t RS VALY R, “i."‘éxﬂm | 4
Profa. Dra. Danielly Veloso Blanck
© UFSCar

~—— -

L ] C ,//\f},‘»— e, —

Prof. Dr. Brunc César Rossini
UNESP




AGRADECIMENTOS

A Prof. Dr2, Patricia Domingues de Freitas pela orientagéo.

A Fundacio Parque Zoolégico de Sao Paulo pela bolsa de estudos concedida.

Aos funcionarios e amigos da Fundacdo Parque Zool6gico de Sdo Paulo que, de forma

eficiente e generosa, contribuiram para esta conquista.

Aos colegas de Mestrado pela amizade, carinho, por todos os dias felizes e sorrisos bobos e

por todas as historias e ajudas compartilhadas.

A todos do Laboratério de Biodiversidade Molecular e Conservagdo da Universidade Federal

de Sao Carlos pela amizade e por toda sabedoria compartilhada.

A DEUS, pela vida, protecdo, oportunidade, e mais uma vitdria alcancada.

Ao meu pai (in memorian), Elias, por todo o seu amor, por todos o0s ensinamentos e pelo maior

exemplo de luta pela vida que eu poderia ter.

A minha mée, Neusa, por todo o seu amor, pela incansavel dedicaco aos seus filhos e por ser

tdo especial e essencial na minha vida.

A minha av6, Maria de Lourdes, por ser tdo linda e iluminada, por todo o seu amor, cuidado,

carinho e atencéo.

A0 meu irmao por sempre me incentivar.

Ao meu namorado, Mario, por todo o apoio, incentivo, compreensdo, dedicacdo, carinho e

pela constante companhia.

Aos meus gatos, Pink e Floyd, pelo amor incondicional, pelo carinho e por me fazerem amar

mais do que eu consiga explicar.

A todos que, direta ou indiretamente, fizeram e fazem parte da minha vida contribuindo para

minha formacdo pessoal e profissional, 0s meus mais sinceros agradecimentos.



“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de resolver os
problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo.”

Albert Einstein



RESUMO

O mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus) € um dos mais ameacados primatas
neotropicais e as causas historicas que o levaram a beira da extin¢éo estdo intimamente relacionadas a
histéria da Mata Atlantica. Entre suas principais ameacgas estdo a fragmentacdo de seu habitat, o
numero reduzido de suas populacBGes sobreviventes e o isolamento das mesmas, as quais afetam
diretamente a estrutura genética dessas populacdes. O uso de analises genéticas e marcadores
moleculares a favor da conservacdo da vida silvestre vém crescendo ao longo dos Gltimos anos com o
surgimento das tecnologias genéticas, moleculares e da bioinformatica, possibilitando o
estabelecimento do rapido diagndstico de doencas e de muitos pardmetros genéticos e ecoldgicos,
como taxa de migragdo, tamanho populacional, diversidade genética, relaces de parentesco. Dentre 0s
principais marcadoes estdo 0s microssatélites que consistem em pequenas sequéncias de DNA
repetidas em tandem compostas de 1 a 6 pares de base amplamente distribuidas nos genomas
eucarioticos e procarioticos. Suas caracteristicas de codominancia e alto nivel de polimorfismos fazem
desses marcadores ferramentas importantes para estimativas de perda de variabilidade e de
mudangas recentes na estruturacdo genética de populagdes, além do uso em investigacdes forenses.
Dentre os métodos utilizados para o isolamento de tais marcadores, estd a mineracéo in silico para
espécies com dados genéticos disponiveis. No presente estudo, identificamos 60 microssatélites
tetranucleotidicos no genoma do sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) através de Data Mining
realizados no genoma desta espécie. Pares de primers foram desenhados e testados em Leontopithecus
chrysopygus, uma vez que esta especie ndo possui dados gendmicos disponiveis. Dos 60 locos
testados, 87% tiveram sucesso de amplificagdo em amostras de DNA provenientes de 10 animais de
cativeiro. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose e 13 locos foram genotipados em
sequenciador automatico ABI3730XL. O programa Geneious versdo 8.1.6 foi utilizado para
genotipagem. Somente quatro locos demonstraram polimorfismo, sendo observados dois alelos por

loco. Esse baixo polimorfismo pode estar associado a origem das col6nias de cativeiro.

Palavras-chave: Leontopithecus chrysopygus, Marcadores Moleculares, Microssatélites, Data

Mining, Amplificacdo Heterdloga, Anotacdo Gendmica.



ABSTRACT

The black lion tamarin (Leontopithecus chrysopygus) is one of the most endangered neotropical
primates and the historical causes that led them to the brink of extinction are closely related to the
history of the Atlantic Rainforest. Among its main threats are the fragmentation of their habitat, the
small number of his surviving populations and the isolation of them, which directly affect the genetic
structure of these populations. The use of genetic analysis and molecular markers for the wildlife
conservation have been growing over the past few years with the advent of genetic and molecular
technologies and bioinformatics, allowing the establishment of rapid diagnosis of diseases and many
genetic and ecological parameters such as migration rate, population size, genetic diversity, kinship
relations. Among the main molecular markers are microsatellite that consist of short DNA sequences
tandemly repeated composed of 1 to 6 bases pairs widely distributed in eukaryotic and prokaryotic
genomes. Characteristics like codominance and high level of polymorphism make microsatellites an
important tool to measure the loss of genetic diversity and recent changes in genetic structure of
populations, and for use in forensic investigations. Among the methods used for the isolation of such
markers, is the in silico mining for species with available genetic data. In the present study, we
identified 60 tetranucleotide microsatellite loci have been identified in the genome of common
marmoset (Callithrix jacchus) through data mining conducted in the genome of this species. Primer
pairs were designed and tested in black lion tamarin, since this kind does not have any genomic data
available. Of the 60 loci tested, 87% had successful amplification of DNA samples from 10 captive
animals. PCR products were analyzed on agarose gel and 13 loci were genotyped in automatic
sequencer ABI3730XL. The Geneious version 8.1.6 software was used for genotyping. Only four loci
showed polymorphism, observed two alleles per locus. This low polymorphism may be associated

with the origin of the captive colonies.

Palavras-chave: Leontopithecus chrysopygus, Molecular Markers, Microsatellites, Data Mining,

cross-species amplification, Genome Annotation
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1.  INTRODUCAO

1.1. PROBLEMATIZACAO

Diferente das extingbes em massa ocorridas em periodos geologicos passados, nas
quais milhares de espécies morreram em consequéncia de grandes catastrofes, as extin¢des
atuais possuem causas humanas. Ecossistemas sdo diariamente destruidos e espécies levadas a
extingdo causando o declinio da diversidade bioldgica, que é resultado de inlmeros processos
evolutivos ocorridos durante bilhdes de anos (PRIMACK, 2010).

A destruicdo, fragmentacdo e degradacdo de habitat, mudancas climaticas globais,
exploracdo de espécies nativas para uso humano, introducdo de espécies invasoras e a
disseminacdo de doencas estdo entre as maiores ameacas a diversidade bioldgica e se dao tdo
rapidamente, e em uma abrangéncia tdo grande, que as espécies ndo conseguem se adaptar as
alteracdes, perdendo variabilidade genética a medida que diminuem seu nimero populacional
e se tornam muito distantes e isoladas umas das outras (GROOM et al., 2005; PRIMACK,
2010).

Uma vez que a perda de uma espécie pode revelar-se devastadora para o planeta e para
a espécie humana por conta do papel que essas espécies possuem na manutencdo dos
ecossistemas, acdes direcionadas a conservacdo devem recuperar e aumentar a viabilidade das
populacdes de espécies ameacadas de extingdo para que estas possam persistir no ambiente
por mais um longo periodo de tempo mantendo a sua variabilidade genética, a qual possibilita
a adaptacdo das espécies frente as mudancgas ambientais e contribui para a sua habilidade de
evolucdo (PRIMACK, 2010; FRANKHAN et al., 2002).

Neste cenario, 0 mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus) esta entre os mais
ameacados primatas neotropicais e as causas historicas que o levaram a beira da extingdo
estdo intimamente relacionadas a historia da Mata Atlantica, bioma que, atualmente, somados
todos os fragmentos de floresta nativa acima de trés hectares, sO possui 12,5% dos 1,3
milhdes de km? originais (FUNDAGCAO SOS MATA ATLANTICA, 2015; INPE, 2015).

Entre suas principais ameacas estdo a fragmentagdo de seu habitat, 0 nimero bastante
reduzido de suas populagdes sobreviventes e o isolamento das mesmas, as quais afetam
diretamente a estrutura genética dessas populacbes, uma vez que com a reducdo de fluxo
génico entre elas, essas se tornam mais susceptiveis aos efeitos deletérios da endogamia, 0s
quais comprometem a fecundidade e o valor adaptativo da espécie (KLEIMAN; RYLANDS,
2008; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).



Para muitas espécies, incluindo o mico-ledo-preto, estudos genéticos ainda sdo
escassos. Entretanto, é sabido que andlises de DNA, incluindo as sequéncias repetitivas do
tipo microssatélite, também conhecidas como SSR (Single Sequence Repeats), vém sendo
altamente utilizadas para a estimativa de muitos parametros ecoldgicos e genéticos, como
identificacdo individual, relagdes de parentesco, tamanhos populacionais, taxas de migracéo,
entre outros (SELKOE; TOANEN, 2006; DI FIORE, 2009). Sendo assim, estudos que
consideram a descri¢cdo de marcadores moleculares Uteis para estudos populacionais nesta

espécie se fazem necessarios.

1.2. Leontopithecus crhysopygus (MICO-LEAO-PRETO) E Callithrix
jacchus (SAGUI-DE-TUFO-BRANCO)

1.2.1. Taxonomia e Morfologia

A taxonomia atual dos primatas neotropicais modernos estima 152 especies, 204
subespécies e 20 géneros (RYLANDS et al., 2012). Dentro da ordem Primata, subordem
Anthropoidea e infraordem Platyrrhini (Primatas do Novo Mundo com narizes amplos) esta a
familia Callitrichidae, representada por pequenos animais que possuem unhas transformadas
em garras em todos os dedos, exceto pelo polegar, e molares simplificados, com habitos
alimentares variando entre insetos, frutas, pequenos vertebrados, gomas e exsudatos de
arvores. Tal familia inclui os géneros Leontopithecus, Cebuella, Callithrix, Saguinus e Mico,
representados pelos menores primatas existentes (POUGH; JANIS; HEISER, 2003).

O género Leontopithecus (LESSON, 1840) é considerado o maior representante dos
calitriquideos, com peso corporal variando entre 600 e 700g e composto por pequenas
espécies de primatas conhecidos como micos-ledes, assim caracterizados pela pelagem
abundante, sedosa e proeminente ao redor da cabeca e pescoco, formando uma juba. O mico-
ledo-preto, especificamente, é caracterizado por sua pelagem preta brilhante e regides com
colorido variando do amarelo ao acastanhado nas partes dorsal inferior e ventral e faces
externas das coxas (MORAES, 2004).

Atualmente sdo descritas quatro espécies para o género, todas endémicas da Mata
Atlantica: Leontopithecus rosalia (LINNAEUS, 1766), Leontopithecus chrysopygus
(MIKAN, 1823), Leontopithecus chrysomelas (KUHL, 1820) e Leontopithecus caissara
(PERSSON; LORINI, 1990). Ja o género Callithrix possui seis espécies, incluindo Callitrhix
jacchus (LINNAEUS, 1758) (RYLANDS et al., 2000; KLEIMAN; RYLANDS, 2008;



LUDWIG; KIERULFF; RUIZ-MIRANDA, 2008), o sagui-de-tufo-branco, espécie com
grandes tufos brancos nas orelhas, cauda com, aproximadamente, 280mm com faixas largas
escuras e faixas claras estreitas, crescimento corporal de até 188mm e peso adulto aproximado
de 3569 (EAZA, 2010).

1.2.2. Distribuicdo e Reproducéao de Leontopithecus crhysopygus

Inicialmente descrito em 1823 por Johann Natterer na regido de Sorocaba, 0 mico-
ledo-preto possuia uma area de distribuicdo original que incluia as partes baixas da Mata
Atlantica do interior entre os rios Tieté e Paranapanema (KLEIMAN; RYLANDS, 2002)
(Figura 1). Porém, a acelerada devastacéo das florestas no estado de S&o Paulo fez com que o
mico-ledo-preto fosse considerado uma espécie extinta durante 65 anos, até ser reencontrada
por Coimbra-Filho, no ano de 1970, na Floresta Estadual do Morro do Diabo, municipio de
Teodoro Sampaio, SP (KLEIMAN; RYLANDS, 2008; REZENDE, 2013). A partir de entéo,
com o Programa de Conservacdo do Mico-ledo-preto, iniciaram-se levantamentos e censos a

fim de descobertas e monitoramento de novas populagdes (REZENDE, 2014).
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lustracdo por Stephen D. Nash/ Conservation International (KLEIMAN; RYLANDS, 2008).
Atualmente, sdo conhecidos 18 locais de ocorréncia para 0 mico-ledo-preto, sendo trés

unidades de conservacdo estaduais (Estacdo Ecoldgica Caetetus, Estacdo Ecoldgica de
Angatuba e Parque Estadual do Morro do Diabo), duas unidades de conservagéo federais
(Floresta Nacional de Capdo Bonito e Estacdo Ecoldgica Mico-Ledo-Preto — Ponte Branca,
Tucano e Santa Maria I) e fragmentos de mata privados (Fazendas Mosquito em Narandiba
(populacéo translocada), Santa Maria das Aguas e Santa Mdnica no Pontal do Paranapanema,
Rio Claro, éarea de conservacdo das unidades de manejo da Lwarcel Papel e Celulose em
Lencbis Paulista, Jodo XXIII em Pilar do Sul, e a regido de Buri (Fazendas Pezzoni,
Planebras, Urupés, Vale do Apiai e Fernando Espanhol, e matas ciliares dos rios Apiai —
Mirim e Apiai — Guacu)). Porém, a populacdo do Parque Estadual Morro do Diabo continua
sendo a Unica viavel em longo prazo (CBSG, 2005; ICMBIO, 2007; REZENDE, 2013).

A principal ameacga aos micos-leGes € a devastagdo de seus habitats naturais e, uma
vez que em S&do Paulo a maioria das florestas remanescentes é em serra, o fato desses animais
se restringirem as florestas de planicie faz com que a sobrevivéncia dos micos-lebes-pretos
seja dependente da viabilidade de suas populacdes em fragmentos florestais minusculos e
isolados (KLEIMAN; RYLANDS, 2008).

Em relacdo a reproducdo, o género Leontopithecus é considerado principalmente
monogamico, sendo a poliginia (macho acasalando com varias fémeas) uma hipotese
alternativa. Os micos-lebes-pretos possuem um periodo de vida de, aproximadamente, 15
anos (em cativeiro), atingem a maturidade por volta dos 15 meses e as reproducdes ocorrem

sazonalmente, com um periodo de gestacdo de, aproximadamente, 128 dias (EAZA, 2010).

1.2.3. Status de Conservacao do Mico-Leéao-Preto

Espécies endémicas sdo as mais vulneraveis em biomas tdo gravemente ameacgados
como a Mata Atléantica. Atualmente, reflexos da destruicdo de seu habitat original fazem com
que L. chrysopygus seja considerada em perigo de extin¢do pela Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN) devido ao isolamento extremo das populacGes
remanescentes e ao declinio continuo da qualidade de seu habitat (KIERULFF et al, 2008). A
Lista Vermelha de espécies ameacadas publicada em 2008 pela IUCN, vélida até os dias
atuais, justifica tal classificacdo pelos critérios B2ab(iii), os quais significam que a espécie
enfrenta alto risco de extin¢cdo na natureza (EN) por apresentar uma area estimada de

ocupacdo menor do que 500 km? (B2), apresentando populacGes severamente fragmentadas
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ou um numero menor do que cinco locais de ocorréncia (a) e declinio continuo (b) de sua area
em extensdo e/ou qualidade de habitat (iii) (IUCN, 2001).

O inicio dos planos de acdo para conservacdo do mico-ledo-preto é recente e coincide
com o0 momento da sua redescoberta na natureza, em 1970. A partir de entdo, todos 0s passos
necessarios a recuperacdo de suas popula¢fes na natureza comegaram a ser seguidos, desde
pesquisas com a especie, acbes de manejo, envolvimento comunitario até as relacGes
interinstitucionais que permitiram a construcdo e evolucdo de um Programa de Conservacao
(REZENDE, 2013).

Dados mais recentes apontam que sua populagdo total é estimada em apenas 1000
individuos distribuidos por 11 fragmentos florestais isolados, dos quais 10 certamente séo
inviaveis em longo prazo por conta de seus tamanhos populacionais reduzidos (KIERULFF et

al, 2008), fato que aumenta a propensdo de extin¢es populacionais locais.

1.3. ESTUDOS GENETICOS NA CONSERVACAO DA
BIODIVERSIDADE

A biodiversidade do nosso planeta estd diminuindo rapidamente em consequéncia
direta ou indireta do comportamento humano em relacdo ao meio ambiente. Um grande
numero de espécies ja se extinguiu e as populacbes de espécies ainda sobreviventes estdo
sendo reduzidas a niveis proximos ao risco da extingdo (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008).

O uso de anélises genéticas a favor da conservacao da vida silvestre vem crescendo ao
longo dos ultimos 20 anos com o surgimento das tecnologias genéticas, moleculares e da
bioinformatica, o que possibilita o estabelecimento, com precisao, do status e de prospeccdes
futuras de inimeras espécies ameacadas (ZHANG; HEWITT, 2003; WAN et al., 2004). De
acordo com a Teoria Genética da Sele¢do Natural de Fisher (1930), a taxa evolutiva em uma
populacédo é proporcional a quantidade de variabilidade genética disponivel e, uma vez que a
biodiversidade e a extincdo sdo extremamente relacionadas com a diversidade genética, a
genética da conservagdo atua com o intuito de manter a variabilidade genética dos individuos
nas populacBes de diversas espécies, possibilitando a adaptacdo dos mesmos as diferentes
mudancas e pressfes ambientais e nos ajudando a entender a natureza e a trajetdria dos
eventos genéticos que ameacam a viabilidade populacional. Além disso, 0 uso de analises
genéticas moleculares pode ser empregado para a elucidacdo de aspectos relevantes da

biologia da espécie para o0 seu manejo e conservacdo, em resolucbes de incertezas
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taxonémicas, no manejo de populagfes cativas para maximizar o sucesso de reintroducoes
futuras, em questbes forenses e em contribui¢cbes para 0 manejo de espécies invasivas que
ameacam espécies locais ameacadas (GROOM et al., 2005; PRIMACK, 2010; LAIKRE et
al., 2010; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).

A utilizacdo de marcadores genéticos moleculares é muito Util e tem sido bastante
aplicada na conservacao das espécies, pois, aléem de estimar niveis de variagdo genética, pode
possibilitar o rapido diagnostico de doencas e estimar muitos parametros de interesse
ecoldgico, como, entre outros, taxa de migracdo, tamanho populacional e relacbes de
parentesco (ZHANG; HEWITT, 2003; SELKOE; TOONEM, 2006).

1.3.1. Marcadores Moleculares

O DNA é o principal material genético da maioria dos organismos e, portanto, é o
material ideal para investigacdes genéticas. A escolha do marcador molecular a ser utilizado
para cada questdo genética depende da aplicagdo e do nivel de variagdo requeridos. Os niveis
de variacdo séo uma funcéo das taxas de mutacdo para o segmento de DNA, as quais variam
nas diferentes regides do genoma, sendo algumas regides extremamente conservadas, onde
qualquer mutacdo pode alterar a expressao génica e afetar a capacidade adaptativa da espécie,
colocando-a sob selecdo natural (SCRIBNER, 2006; TEMPLETON; 2011).

A maioria do genoma ndo é expressa em fenotipo (DNA codificante) e as mutacGes
nessas regibes ndo afetam, necessariamente, o valor adaptativo dos individuos e sédo
seletivamente neutras, as quais sdo valiosas na genética da conservagdo, uma vez que resultam
em marcadores genéticos moleculares, descritos como sitios de heterozigose de DNA, néo
necessariamente associados a variagdo fenotipica, usados como marcacdo para determinado
locus cromossémico (GRIFFITHS et al, 2011; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).

Com os avancos da genética e da biologia molecular, com o surgimento da tecnologia
do DNA recombinante, da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e do sequenciamento
automatico do DNA, foram desenvolvidas inimeras técnicas para o desenvolvimento de
diferentes tipos de marcadores genéticos moleculares que sdo altamente utilizados para a
estimativa de inUmeros parametros ecoldgicos, evolutivos, diagnésticos e de diversidade
genetica, gerando informacdes importantes para subsidiar diferentes linhas de pesquisa,
incluindo programas de conservagdo (TEMPLETOM, 2011; SELKOE; TOONEM, 2006;
EMBRAPA, 2011).
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Atualmente existe um grande numero de marcadores moleculares e suas diferentes
classes apresentam vantagens e desvantagens, sendo a utilizacdo de um ou de outro
dependente, entre outros fatores, do objetivo do estudo, da infraestrutura laboratorial
disponivel, dos recursos financeiros disponiveis, da disponibilidade de recursos humanos com
treinamento apropriado e do nivel de conhecimento da genética molecular da espécie a ser
estudada (FALEIRO, 2007).

Os marcadores mitocondriais, por exemplo, sdo bastante Uteis na analise de relagdes
filogenéticas e na resolucdo de incertezas taxondmicas, além de ser uma ferramenta auxiliar
poderosa para determinacdo do status atual da estrutura populacional (WAN et al., 2004). J&
0s SNPs (Single nucleotide Polymorphism) sdo marcadores de DNA gerados por substituicdo
de uma Unica base nitrogenada e sdo utilizados para a identificacdo de mutacdes e
polimorfismos baseados na posic¢éo de nucleotideo Unico, muito interessantes para o estudo de
caracteristicas genéticas complexas (influenciadas por um grande nimero de fatores, como o
envolvimento de mais de um gene, e complexas interacfes entre fatores genéticos e
ambientais) e para o entendimento da evolugdo gendmica (JEHAN E LAKHANPAUL, 2006;
BORGES-OSORIO E ROBINSON, 2013). Existem também os marcadores VNTR (Variable
Number of Tamdem Repeats), dispersos por todo o genoma eucaridtico e procariotico e
divididos em duas principais classes — microssatélites e minissatélites — caracterizados pelo
alto de grau de polimorfismo, resultado da variacdo do nimero de repeticdes em tandem no
fragmento (WAN et al., 2004; ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002).

Ainda podemos citar os RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism),
fragmentos obtidos com enzimas de restricdo e separados por eletroforese, sendo a variagéo
observada como diferentes padrGes de banda representando os diferentes gendétipos; os AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphism), fragmentos de DNA obtidos com a digestédo do
DNA com enzimas de restricdo, seguida da ligacdo de oligonucleotideos adaptadores e
amplificagéo seletiva dos fragmentos por PCR; e os RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNA), fragmentos de DNA amplificados por PCR utilizando primers curtos
(aproximadamente 10 nucleotideos), os quais possuem complementariedade em madltiplos
locais do genoma apenas por acaso, e ndo necessariamente em razdo de uma homologia
subjacente (FALEIRO, 2007; TEMPLETON, 2011).
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Tabela 1: Principais caracteristicas de alguns marcadores moleculares empregados em genética da conservacao.
Adaptado de FREITAS, 2007; EMBRAPA, 2011.

Propriedades dos Marcadores Moleculares

Atributos das Marcas Marcadores Moleculares
RFLP AFLP RAPD SNP Minissatélites Microssatélites
Eficiéncia via PCR ALTA ALTA ALTA MODERADA BAIXA ALTA
Conhecimento prévio SIM NAO NAO SIM SIM SIM
da sequéncia
Expressao CODOMINANTE DOMINANTE DOMINANTE CODOMINANTE CODOMINANTE CODOMINANTE
Namero de locos ALTO ALTO ALTO BAIXO MODERADO MODERADO
Taxa polimérfica MODERADA ALTA ALTA BAIXO ALTA ALTA

1.3.2. Marcadores Microssatélites

Os marcadores microssatélites, também conhecidos como SSRs (Simple Sequence
Repeats) ou STRs (Short Tandem Repeats), sdo pequenos trechos de sequéncias de DNA
compostas de 1 a 6 pares de base repetidas em tandem (dispostas lado a lado) amplamente
encontradas e distribuidas nos genomas eucariético e, menos frequentemente, procaridtico
(GROVER; AISHWARYA; SHARMA, 2012; ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO,
2002).

Suas caracteristicas principais, como a codominancia e o alto nivel de polimorfismo,
permitem a distingdo entre homo e heterozigotos e geram a grande diversidade alélica
necessaria para estudos genéticos e de processos que atuam em escala de tempo ecoldgico.
Além disso, a alta taxa de reprodutibilidade das marcas e a possibilidade de deteccdo de
inimeros locos microssatélites em uma mesma analise (multiplex), fizeram com que tais
marcadores emergissem como uma das mais populares escolhas para estudos genéticos
(SCHLOTTERER, 2000; SELKOE; TOANEN, 2006; FALEIRO, 2007).

O alto polimorfismo observado nesses marcadores € resultado da variacdo do nimero
de repeticdes de sua unidade repetitiva, sendo essa variacdo originada por dois principais
mecanismos mutacionais. O primeiro, conhecido como Replication Slippage, sugere um
pareamento incorreto, de uma ou mais unidades de repeticdo, entre as fitas molde e nascente
do DNA durante a replicacdo. Por consequéncia, o fragmento repetitivo é forcado a fazer um
“loop” no local de incompatibilidade e, caso haja continuidade da replicagdo, o numero de
unidades repetitivas do fragmento é alterado (Figura 2) (EISEN, 1999; ELLEGREN, 2004;
MADESIS; GANOPOULQOS; TSAFTARIS, 2013). O segundo mecanismo é conhecido

durante o processo de recombinacao, o qual estd associado com a troca de unidades repetitivas
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entre cromossomos homdlogos envolvendo crossing over desigual ou conversdao génica,
contribuindo para a diversidade alélica desses locos (ELLEGREN, 2004; FAN; CHU, 2007).
Acredita-se também que mecanismos envolvendo elementos transponiveis tenham associacao
com a grande variabilidade alélica observada (FAN; CHU, 2007).
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Figura 2: Replication Slippage, um dos mecanismos mutacionais para a variabilidade dos locos microssatélites.
Adaptado de Ellegren (2004).

Embora as regides microssatélites possuam taxas polimérficas bastante elevadas, as
regibes que flanqueiam esses marcadores, em geral, sdo altamente conservadas entre
individuos da mesma espécie e, muitas vezes, entre individuos taxonomicamente
relacionados, permitindo a amplificacdo cruzada desses locos e a transferabilidade entre
genomas, 0 que possibilita o desenvolvimento de marcadores para espécies que nao possuem
dados gendmicos disponiveis (SELKOE; TOANEN, 2006; SHARMA; GROVER; KAHL,
2007).

Dada a sua grande aplicabilidade, marcadores microssatélites tém sido comumente
isolados e um grande nimero de novos protocolos tém sido desenvolvido. Atualmente estdo
disponiveis diferentes métodos e técnicas que podem ser utilizados para a sua identificacéo,
porém, tradicionalmente, tais locos tém sido isolados a partir da construcdo de biblioteca
gendmica da espécie de interesse, na qual o DNA é fragmentado com a ajuda de enzimas de
restricdo ou por sonificagdo, e os menores fragmentos selecionados (preferencialmente 300 —

700 pb) e ligados a plasmideos. Apos a transformacdo de bactérias competentes com a
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insercdo dos plasmideos recombinantes, clones recombinantes contendo regides repetitivas
sdo identificados e selecionados por Southern blot para que primers especificos sejam
desenhados e a técnica de PCR otimizada para a amplificacio dos locos (ZANE;
BARGELLONI; PATARNELLO, 2002).

A técnica PIMA (PCR Isolation of Microsatellite Arrays), outra abordagem de
isolamento proposta por Lunt et al. (1999), resumidamente, utiliza diversos primers para
amplificacdo aleatoria (RAPD) de fragmentos do genoma da espécie em estudo. Os
fragmentos amplificados séo, entdo, clonados e os clones recombinantes selecionados a partir
de amplificagBes com primers de microssatélites. Os produtos contendo regifes repetitivas
sdo selecionados e sequenciados (ZANE; BARGELLONI; PATARNELLO, 2002; FREITAS,
2005).

Outra metodologia de isolamento mais recentemente utilizada consiste na analise in
silico de dados genémicos e/ou transcriptémicos utilizando-se ferramentas de bioinformatica.
Este método, conhecido como data mining, tem se mostrado uma ferramenta importante para
a identificacdo e caracterizacdo de sequéncias microssatélites no genoma de diversas espécies,
possibilitando o desenvolvimento desses marcadores inclusive em regides codificadoras do
DNA, permitindo a descricdo de regides microssatélites de uma forma rapida e direta para
espécies que possuam dados genémicos disponiveis. A técnica consiste na utilizacdo de
bancos de dados genémicos como fonte de dados e a utilizacdo de algoritmos que, direta ou
indiretamente, detectam repeticdes em tandem distribuidas no genoma. Uma vez identificados
os locos, sdo construidos primers especificos e os fragmentos amplificados via PCR para
analise populacional da espécie de interesse (FREITAS, 2005; TONG; WANG,; CHENG,
2009). A deteccdo de SSRs por mineracdo de dados a partir de sequéncias gendmicas é uma
estratégia de baixo custo para organismos com dados gendmicos suficientes disponiveis muito
utilizada em estudos bésicos e aplicados para a biologia, producéo, conservacdo e manejo de
muitos organismos (TONG; WANG; CHENG, 2009).

1.3.3. Anotacéo Gendmica

O sequenciamento de genomas representa um passo essencial no entendimento da
biologia das espéecies e tem gerado uma enorme quantidade de informagbes. Poréem, é
importante lembrar que o sequenciamento de genomas é apenas uma parte de um complexo
quebra-cabeca. Para ser significativo, sequéncias gendmicas devem ser convertidas em dados

bioldgicos, e a anotacdo gendmica € um passo essencial para que tal conhecimento seja
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alcancado. A anotagdo gendmica é o processo pelo qual uma sequéncia desconhecida é
documentada e todos os seus segmentos analisados se envolvidos funcionalmente ou ndo no
genoma. E, embora a anotacdo gendmica tenha surgido na mesma época em que surgiram as
bases de dados de sequéncias, ela ainda é um desafio novo e um processo de risco, pois
depende da presenga de homologias nos banco de dados e da analise correta dos resultados
(ROUZE; PAVY; ROMBAUTS, 1999).



18

2. OBJETIVOS

Considerando a necessidade de estudos genéticos das populacbes selvagens
remanescentes e dos individuos em cativeiro de Leontopithecus chrysopygus , este trabalho
teve por objetivos

1. Caracterizar novos locos microssatélites para esta espécie através mineragdo de

dados genémicos disponiveis para espécie relacionada Callithrix jacchus;

Para isso, bases de dados publicas foram mineradas e posteriormente submetidas a analises in
silico de data mining objetivando a localizacdo de regibes repetitivas, delineamento dos
primers flanqueadores e estabelecimento da localizacdo génica dos locos. Para a validagédo
populacional dos locos identificados, foi realizada a padronizacdo de reacdes de amplificacédo
para a analise dos marcadores, facilitando os estudos populacionais, de parentesco e de
diversidade genética das popula¢cdes de mico-ledo-preto. Estes protocolos foram estabelecidos
para novos locos na espécie, provendo o0 grupo com um conjunto de locos que possam

fornecer informagdes consistentes para futuros estudos integrados.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado entre os meses de abril/2013 a agosto/2015 no
Laboratorio de Biodiversidade Molecular e Conservacdo da Universidade Federal de S&o
Carlos e no Laboratorio de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisas Aplicadas do Centro

de Conservacdo de Fauna da Fundacao Parque Zooldgico de Séo Paulo.

3.1. METODO DATA MINING

3.1.1. Prospeccdo de sequéncias microssatélites no genoma de Callithrix

jacchus e estabelecimento dos seus respectivos primers flanqueadores

As sequéncias genémicas utilizadas para a mineracdo dos marcadores microssatélites
foram obtidas da espécie Callithrix jacchus, uma vez que a espécie alvo deste estudo ainda
ndo possui dados genémicos disponiveis. Tais sequéncias foram obtidas do GenBank, um
banco primario de dados bioldgicos do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) que armazena informacg@es bioldgicas originais (XIONG, 2006). Para cada um
dos 22 cromossomos autossémicos (tabela 2) da espécie foram escolhidas, aleatoriamente,

quatro regides suficientemente distantes entre si, evitando-se a ligagdo génica.

Tabela 2: Nimero de acesso das sequéncias dos 22 cromossomos autossémicos de Callithrix jacchus obtidos do
GenBank

Cromossomo pb Acesso Genbank
1 210,400,635 CMO000856.1
2 204,313,951 CMO000857.1
3 190,850,796 CMO000858.1
4 171,630,274 CMO000859.1
5 159,171,411 CMO000860.1
6 158,406,734 CMO000861.1
7 155,834,243 CMO000862.1
8 128,169,293 CMO000863.1
9 124,281,992 CMO000864.1
10 132,174,527 CMO000865.1
11 130,397,257 CMO000866.1
12 121,768,101 CMO000867.1
13 117,903,854 CMO000868.1
14 108,792,865 CMO000869.1
15 98,464,013 CMO000870.1
16 96,796,970 CMO000871.1

[N
~

74,750,902

CM000872.1
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18 47,448,759 CM000873.1
19 49,578,535 CM000874.1
20 44,557,958 CMO000875.1
21 50,472,720 CM000876.1
22 49,145,316 CM000877.1

A procura das sequéncias repetitivas em cada regido selecionada foi realizada com o
software TRF (Tandem Repeats Finder), versdo 4.07b (BENSON, 1999), na restringéncia dos
seguintes parametros de alinhamento: pareamento, erro de pareamento e insercoes e delecOes
(2,7,7, respectivamente), Score minimo de alinhamento para relato da regido repetitiva (50) e
tamanho maximo do periodo (50). As regides flanqueadoras de cada regido repetitiva
encontrada, consistindo em 500 nucleotideos de cada lado da repeticdo, também foram
fornecidas para caracterizar as regibes para delineamento dos primers utilizados para a
posterior amplificacdo através da técnica de PCR. Ao final da andlise, o software TRF gerou
arquivos de dados contendo o tamanho do periodo, o nimero de repeticdes do periodo, 0
tamanho da sequéncia consenso, a porcentagem de pareamento, a porcentagem de insercdes e
delecdes, a porcentagem de cada nucleotideo presente na repeticdo e a entropia para cada uma
das sequéncias repetitivas encontradas.

A definicdo das regides microssatélites se deu independente do nimero de repeticGes
do motif e da classe pertencente (perfeitos, compostos e complexos) (CHAMBERS;
MACAVOY, 2000), limitando-se apenas ao numero de unidades repetitivas, sendo o0s
tetranucleotideos os motifs selecionados, devido sua maior eficiéncia no processo de
validagdo e analise populacional, uma vez que costumam apresentar menos bandas
inespecificas nos produtos de PCR, particularmente quando os alelos diferem por poucas
unidades repetitivas ou pares de base (MURRAY; MONCHAWIN; ENGLAND, 1993;
WALSH; FILDES; REYNOLDS, 1996).

3.2. ANOTACAO GENOMICA DOS LOCOS SSR

O processo de anotagdo gendmica para identificacdo de possiveis sequéncias
correspondentes a genes expressos foi realizado através da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), algoritmo que realiza alinhamentos simples, heuristicos e locais de
sequéncias, fornecido pelo NCBI.

Cada sequéncia foi submetida ao BLASTn para uma comparagao
nucleotideo/nucleotideo dentro do banco de dados RefSeq_RNA, o qual contém sequéncias

referéncias definidas para RNA mensageiro.
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3.3. COLETA DE MATERIAL PARA OBTENCAO DAS AMOSTRAS
DE DNA

As amostras de DNA de L. chrysopygus utilizadas neste trabalho foram extraidas a
partir de dez amostras de sangue total colhido com anticoagulante EDTA de individuos
mantidos em cativeiro no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), situado junto a
antiga Estacdo Ecoldgica Estadual do Paraiso (EEEP), hoje integrada ao Parque Estadual dos
Trés Picos (PETP), em Guapimirim, Rio de Janeiro (INEA, 2015). A amostra de DNA de C.
jacchus utilizada para controle positivo das reacdes de amplificacdo cruzada foi extraida a
partir de amostra de sangue total colhido em tubo a vacuo com EDTA de um individuo
mantido em cativeiro na Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP), inserida no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), Agua Funda, na cidade de S&o Paulo, SP.

3.3.1. Extracdo de DNA pelo método de Sambrook et al. (1989) Adaptado.

Para a obtencdo do material genético dos individuos de L.chrysopygus,
aproximadamente 50uL da amostra de sangue foram adicionados a microtubos de 1,5mL e
acrescentados 550uL de Tampéao de Lise (50mM de Tris-HCL, 50mM de EDTA, 100mM de
NaCl), 40 uL de Dodecil sulfato de sddio (SDS) 20% e 15uL de Proteinase K (20mg/mL).
Tais amostras foram agitadas com o auxilio de um vortex e, em seguida, incubadas em banho
seco a 55°C por 5 horas. Posteriormente, foram adicionados 300uL de
Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (25:24:1). Os tubos foram fechados e homegeneizados
por inversdo durante 10 minutos e centrifugados por 30 minutos a 14.000 rpm. Apdés a
centrifugacdo, o sobrenadante formado foi transferido para um novo microtubo de 2mL
previamente identificado e as etapas de adicdo de Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico
(25:24:1), homogeneizagdo dos tubos por inversdo durante 10 minutos, centrifugagdo das
amostras por 30 minutos a 14.000 rpm e transferéncia do sobrenadante para um novo tubo
previamente identificado foram repetidas. Ao sobrenadante recuperado foi adicionado igual
volume de cloroférmio e os microtubos homogeneizados por inversdo e centrifugados a
14.000 rpm durante 10 minutos. Novamente o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e adicionados 10% de acetato de sodio 3M (pH 7,0) e 2,5 vezes a quantidade
recuperada de sobrenadante de etanol absoluto gelado. Os tubos foram fechados e
homogeneizados cuidadosamente por inversdo durante 10 minutos e incubados em freezer a
temperatura de -20°C por, aproximadamente, trés horas; sendo centrifugados a 14.000 rpm na

temperatura de 4°C durante 15 minutos apos esse periodo. Os microtubos foram vertidos
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cuidadosamente e individualmente para descarte do etanol absoluto e manutengéo do pellet de
DNA formado ao fundo do tubo, muitas vezes invisivel. Posteriormente foram adicionados
400uL de etanol 70% e os tubos novamente centrifugados a 4°C a 14.000 rpm durante 10
minutos. Mais uma vez os tubos foram vertidos para descarte do etanol 70% e mantidos
overnight em estufa a 37°C para evaporacao total de residuos de etanol. Por fim, apds a
secagem, 0s DNAs foram ressuspendidos em, aproximadamente, 100uL de TE (10mM de
Tris, pH 8,0 e 1ImM de EDTA, pH 7,4) para manutencdo do material biolégico e os mesmos

acondicionados em freezer a -20°C.

3.3.2. Extracdo de DNA com Promega Wizard Genomic DNA Purification
Kit

Para a extracdo de DNA gendmico de amostra sanguinea de C. jacchus foi utilizado o
Wizard Genomic DNA Purification Kit da Promega. Para isso, foram coletados em tubo com
anticoagulante EDTA 900uL de sangue total de um unico individuo de C. jacchus.O volume
total coletado foi dividido em 3 amostras (CJ1a, CJ1b e CJ1c) de 300uL cada em microtubos
de 1,5mL. Para cada amostra foram adicionados 900uL de solugdo de lise celular, os tubos
foram fechados e homogeneizados por inversdo e incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente, sendo homogeneizados de 2 a 3 vezes durante esse periodo para intensificar a lise
das hemécias para liberacdo da hemoglobina livre que, segundo Gribben et al. (1991), em
estudos com humanos, pode inibir a reagdo de PCR. Apds a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante formado foi descartado e o
pellet formado ressuspendido com a ajuda de um vortex. Para a lise nuclear e precipitacdo das
proteinas, foram adicionados em cada amostra 300uL de solucdo de lise nucleica e os tubos
homogeneizados por inversao. Entdo, foram adicionados 100uL de solugéo de precipitacdo de
proteinas e as amostras agitadas com o uso do vortex durante 20 segundos. Apos essa fase,
tais amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 3 minutos. Para a precipitacdo e
reidratacdo do DNA, ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo de 1,5mL, previamente identificado, contendo 300uL de isopropanol. Os tubos
permanceram a temperatura ambiente e foram homogeneizados cuidadosamente por inversao
e centrifugados a 13.000 rpm durante 1 minuto. O sobrenadante formado apds a centrifugacao
foi descartado e 300uL de etanol 70% foram adicionados as amostras, as quais foram
novamente centrifugadas, nas mesmas condi¢Ges descritas anteriormente, durante 1 minuto.

Por fim, o etanol 70% foi descartado e as amostras deixadas em temperatura ambiente para
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total evaporacdo de residuos de etanol. Ap6s a secagem total do material, o DNA foi
reidratado com 100uL de solucdo de reidratacdo de DNA e permaneceu incubado por 1 hora a

65°C. As amostras de DNA foram acondicionadas em freezer a -20°C.

3.3.3. Quantificacdo e Acondicionamento das Amostras de DNA

Apos a extracdo de DNA, as amostras foram devidamente quantificadas e avaliadas
com a utilizagdo de espectrofotémetro (Nanovue® Plus da GE Healthcare) conforme as
instrucbes do fabricante. Tais amostras, entdo, foram divididas em aliquotas-estoque e
aliquotas de uso, as quais foram diluidas a 10 ng/uL e acondicionadas em freezer -20°C no

Laboratério de Biologia Molecular da Fundacao Parque Zooldgico de Séo Paulo.

3.4. VALIDACAO DOS LOCOS

3.4.1. Estabelecimento e construcéo dos oligonucleotideos

As sequéncias FASTA com seus motifs de microssatélites identificados foram
submetidos a anélise no software Primer 3 Plus (UNTERGASSER et al., 2007) para o
delineamento dos primers para as regides flanqueadoras as sequéncias repetitivas
selecionadas. O estabelecimento de pardmetros de busca se deu da seguinte forma: tamanho
dos oligonucleotideos entre 18 e 27 pares de base, com valor 6timo de 20 pares de base;
temperatura de melting entre 57 e 63°C, com valor 6timo de 60°C; porcentagem de citosina e
guanina entre 20 e 80, com valor 6timo de 50% e tamanho do amplicon entre 200 e 300 pares
de base. O programa nos sugeriu, para cada sequéncia, cinco pares de primers alternativos, 0s
quais foram posteriormente analisados no software OligoAnalyzer versdo 3.1 para verificacdo
da qualidade e especificidade dos mesmos. Foram preferencialmente selecionados pares de
primers que possuiam valores de AG até -2Kcal/mol para hairpins e valores de AG até 10%
do valor de AG maximo para homodimeros e heterodimeros, com uma tolerancia de valores
de AG até -3Kcal/mol para hairpins internos, até -5Kcal/mol para homodimeros e
heterodimeros na extremidade 3’ e -6Kcal/mol para homodimeros e heterodimeros internos
(IDT, 2011).

Para cada sequéncia, somente um par de primer entre os sugeridos pelo software
Primer 3 foi selecionado de acordo com os parametros ja descritos acima. Os
oligonucleotideos selecionados foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT)

em uma escala de 25nmoles na condicao liofilizada. Uma sequéncia composta por 18 pares de
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base (TGTAAAACGACGGCCAGT), complementar a sequéncia universal M13 (Macrogen)
marcada com fluordforos, foi adicionada a extremidade 5° de cada primer foward para

posterior genotipagem dos locos amplificados, conforme descrito por Schuelke (2000).

3.4.2. Determinacédo das temperaturas de anelamento dos primers e reagdes

de PCR para amplificacdo das sequéncias-alvo

Para as reagdes de amplificagdo dos locos microssatélites selecionados, os pares de
primers liofilizados foward e reverse especificos para cada uma das sequéncias foram
ressuspendidos em agua miliQ a uma concentracdo de 100pmoles para a solucéo estoque e,
posteriormente, juntamente com o primer M13 nao marcado com fluoréforo, foram utilizados
em concentracOes de 2, 8 e 8pmoles, respectivamente.

A principio, as temperaturas de anelamento dos primers foram determinadas 5°C
abaixo da temperatura de melting (PROMEGA, 2013) descrita nos documentos de
caracteristicas dos primers fornecidos pelo fabricante dos mesmos e uma temperatura média
entre os pares foi utilizada para as reacOes-teste, as quais foram realizadas em termociclador
Veriti™ 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com um mix contendo concentracdes
finais de 0,4pmoles dos primers reverse e M13, 0,1pmoles do primer foward, 0,75mM de
MgCl, metade do volume final da reacdo de GoTag® Colorless Master Mix (PROMEGA),
10ng/uL da amostra de DNA de um mesmo exemplar e H,O miliQ completando um volume
final de 10uL de reacdo nas condigOes descritas na tabela 3.

Os produtos da PCR foram submetidos, com utilizagdo do GelRed™ (Biotium) como
intercalante de acidos nucleicos de fita dupla para visualizacdo das amostras, a eletroforese
em gel de agarose 1% imerso em TAE 1X. As corridas ocorreram em condic¢des de 90V,
90mA e 90W por 2 horas. As imagens analisadas foram capturadas em sistema de
fotodocumentacédo L-Pix Touch (Loccus biotecnologia).

Para os primers sem padrdo de amplificacio ou com amplificacdo de bandas
inespecificas, foram realizados testes de gradiente de temperatura com variacGes de
temperatura de 53 a 60°C nas mesmas condicdes ja descritas. Apos as amplificacdes e testes
de gradiente de temperatura, novas amplificacdes foram realizadas para todos os locos com as

temperaturas estabelecidas em todas as amostras de DNA de L. chrysopygus.
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Tabela 3: Ciclos da amplificacdo pela técnica de PCR

Programa
1x 94°C 05 minutos Desnaturacdo
94°C 30 segundos
30x Temperatura de anelamento 45 segundos Hibridizacdo primers especificos
72°C 45 segundos
94°C 30 segundos
8x 53°C 04 segundos Hibridizacdo cauda M13
72°C 48 segundos
1x 72°C 10 minutos Extensdo

3.4.3. Reagcbes de PCR para validacdo populacional e genotipagem das

sequéncias para identificacéo de locos polimérficos

Para determinados locos, ajustes nas condices de PCR e nas concentracfes dos
reagentes foram necessarios para otimizacdo das reacdes e do padrdo de amplificacdo das
amostras. Para todos os locos que apresentaram padrdo de amplificacdo satisfatorio, foram
repetidas as reacbes de PCR nas mesmas condi¢cdes ja descritas, porém, com primer M13
marcado com fluoréforo especifico (FAM, VIC, NED ou PET) utilizando-se o numero
amostral total. Novamente os produtos da amplificagdo foram submetidos com GelRed™
(Biotium) & anédlise eletroforética em gel de agarose 1% imerso em TAE 1X em corridas com
condigdes de 90V, 90mA e 90W por 2 horas e as imagens analisadas capturadas em sistema
de fotodocumentacdo L-Pix Touch (Loccus biotecnologia).

Apos as reacdes de amplificacdo, 5ul dos produtos obtidos para 13 locos amplificados
satisfatoriamente foram enviados para genotipagem na empresa Macrogen (Coréia do Sul) em
sequenciador ABI3730XL, Applied Biosystems. Os eletroferogramas foram analisados no
software Geneious versdo 8.1.6 (KEARSE et al., 2012).
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4, RESULTADOS

4.1. EXTRACAO DE DNA

As extracOes de DNA das amostras de sangue de todos os individuos foram realizadas

com sucesso, sendo sua concentracdo e qualidade demonstradas na tabela 4.

Tabela 4: Avaliacdo, quantificacdo e diluicdo de DNA para solucéo de trabalho.

Leontopithecus chrysopygus

AMOSTRAS A260 A280 A260/ Concentracao Concentracdo  Volume Volume Extracéo
280 DNA (ng/Ul) Sol. Trabalho DNA agua Fenol:

(50uL) Cloroférmio
BLT22 0,62 0,47 1,514 21,5 10 ng/uL 23,25 26,75 10/04/2014
BLT23 0,43 0,35 1,451 14 10 ng/uL 35,71 14,29 10/04/2014
BLT28 0,5 0,38 1,506 18 10 ng/uL 27,77 22,23 10/04/2014
BLT30 0,67 0,51 1,472 24 10 ng/uL 20,83 29,17 10/04/2014
BLT31 1.04 0,82 1,386 39,5 10 ng/uL 12,65 37,35 10/04/2014
BLT32 0,68 05 1,56 255 10 ng/uL 19,6 30,4 10/04/2014
BLT33 0,73 0,56 1,524 24 10 ng/uL 20,83 29,17 10/04/2014
BLT34 0,66 0,47 1,559 26,5 10 ng/uL 18,86 31,14 10/04/2014
BLT35 0,7 0,57 1,382 23,5 10 ng/uL 21,27 28,73 10/04/2014
BLT37 0,85 0,64 1,488 30,5 10 ng/uL 16,39 33,61 10/04/2014

Callithrix jacchus
AMOSTRAS A260 A280 A260/ Concentracao Concentracdo  Volume Volume Extracéo Kit

280 DNA (ng/Ul) Sol. Trabalho DNA agua PROMEGA
(50uL)
Clla 0,49 0,33 1,739 18 06/02/2015
CJib 0,53 0,42 1,643 12,9 06/02/2015
Clic 0,6 0,37 1,845 25 10 ng/uL 20 30 06/02/2015

4.2. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE SEQUENCIAS
MICROSSATELITES A PARTIR DA ABORDAGEM DATA MINING

Dos 22 cromossomos autossdmicos analisados, foram selecionadas 88 regides, sendo
gue somente 17 cromossomos apresentaram padrdo satisfatorio para delineamento dos
primers nas quatro regides aleatorias selecionadas. Para outros cinco cromossomos, somente
trés regides permitiram o delineamento de pares de primers eficientes, totalizando 83 regides
contendo sequéncias repetitivas tetranucleotidicas. Um total de 830 primers foi submetido a
analise individual de especificidade e eficiéncia para a amplificacdo dos locos. Apos a anélise
no software Oligoanalyzer de cada um dos cinco pares de primers sugeridos pelo software
Primer3PLUS para cada uma das 83 sequéncias selecionadas, somente 60 pares (Tabela 5)

obtiveram resultados satisfatérios, respeitando os parametros estabelecidos ja descritos.
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Os microssatélites selecionados foram classificados de acordo com Chambers e
Macavoy (2000) em perfeito, imperfeito, composto e composto interrompido, sendo 98,33%

categorizados como tetranucleotideos e somente 1,67% como mono/tetranucleotideos (Tabela

).



Tabela 5: Primers com parametros satisfatdrios para amplificagdo, tamanho esperado do fragmento, categoria e classificacdo das unidades repetitivas (microssatélites) segundo
Chambers e Macavoy (2000), temperatura de anelamento e padréo de amplificac&o especificos para cada par de primer.

Produto Padréo de Padréo de
Cromossomo/Regido  Nome Primers (5' - 3") Unidade Repetitiva esperado  Categoria Classificagéo Ta (°C) Ampllfl_ca«;ao Amp||_f icacao
(pb) Leontopithecus  Callithrix
p chrysopygus jacchus
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CAACATGGATGAATATGCCACT -3'  (AGAT), TCAT (AGAT), AGAC A-AT
11 LC11 , , (GGAT)s (AGAT)4 ACAC (AGAT); 280 Tetra Composto interrompido 56 F> Satisfatorio
(R) 5- TCCTGTGATGGATTACTTCTGG - 3 ACAC (AGAT),
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GCCAGTGACCGAAACTCAAT -3’ (CATC); TATC CATG (CATC), CTTC .
> >
12 LC12 (R) 5- GATGACCCAACAGGGCTAGA - 3' (CATC) 377 Tetra Imperfeito 55 F F
(F) 5~ TGTAAAACGACGGCCAGT GTTGCAGTGAGCCAAGACTG - 3' (AAAG), -AGA AAG- -AGA AAGA . . e -
1/3 LC13 (R) 5- COAGCAGATTCATCCTGAGE - AAG- AA-A (AAGA), (AA-A), AAGA 206 Tetra Composto interrompido 56 Insatisfatério  Insatisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GCCAGCAGCTTCATCCTTAG - 3' TCTT TC-T TCCT (TCTT)5 (TC-T) TCTT
2/1 LC21 , , TTTT (TCTT)2 (TCTC)3 (TCTT)2 (TCTC 234 Tetra Composto interrompido 56 Multilocos Multilocos
(R) 5- AGGCTGAGGCAGAGAATCAC -3 (TCTT)2 TC-T (TCTT)3
- TGTAAAACGACGGCCAGT -3
10 etra erfeito ultilocos ultilocos
212 LC22 E;)) i GGTGCAGTTTTGTGTGS AT»;A_A;\TTAGCTGGGCATGGTG 8 AAAT 243 T Perfei 53 Multil Multil
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TGCCTGAACATCTGCAAGAG - 3' (CCTC)5 CTTT TCTC (CCTC)2 CTTC . s e
2/3 LC23 R) 5- AAGGCTGTGGTGAGTGATCC - 3 CCTC)2 CTTC CCTT TCTC (CCTC), 239 Tetra Imperfeito 55 Satisfatorio Satisfatorio
R)
3/1 LC31 ) ) TTCC)yg 222 Tetra Perfeito 58 Multilocos Multilocos
, O Tonronsaoncmoniong o ARG o : s
312 LC32 ) ) ATTT), 215 Tetra Perfeito 53 Multilocos Satisfatorio
: () 5 ACANCOARGEEABOARTET o3 f i :
F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CACCAGACTCTAATCTCCACCA - 3"
313 LC33 ER)) 5TT GCGAACACTTTCTCTTGE 2 CCAGACTC CTCCACCA-3 (GGAT)s (GGAC), GGAT GGAC 244 Tetra Composto 56 Satisfatério >
F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TTTATCAGCAGCATGAGAAT -3
3/4 LC34 ER)) 55 GATAGATAGACAATGTCCCAGCT(C: ic GCATGAG 6G-3 (TCTA)10 257 Tetra Perfeito 57 Multilocos Multilocos
- TGTAAAACGA AGT -3
41 LC41 E'F?) 55 C(é ACCA C,CA(é Ciggg_ﬁf AiTT:_Gg(,:TGTAATCCCAGCTTCT 8 (AAAT), GAAT (AAAT), 367 Tetra Imperfeito 54 Insatisfatorio  Insatisfatério
4/3 LC43 E:)) 55_ LiEAAAiigéigggiﬁ_f;—(;\CA; AGTG ceeeerere -3 (ATAA), 456 Tetra Perfeito 54 Insatisfatério  Insatisfatério
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TGGCTGCTAAACGAGCTTCT - 3' (TTTC), (TCTC); TCTT -TTT (CTTT)s . . . .
5/1 LC51 (R) 5- GCAGGAGAATTGCTTGAACC - 3 (CTCT), TTCT CTCT (TTCT), 200 Tetra Composto interrompido 56 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TCAGTGGACACTGGTTTCTCTC - 3 (TCCT), TCTT (TCCT), TTCT (T)s
5/2 LC52 (TTCT) (TT-C) (TTC-) (TCCT) (TCCC), 253 Mono/Tetra Composto interrompido 57 Multilocos Multilocos
. Lo TTCT (TTCC)¢ TT-ATTAC TTCC TTAC
(R) 5- GTTGTGGTGAGCTGAGATCG - 3 (TTCC)4 (CTCC), TTCC
6/1 LC61 E';)) 55> Li:;é’:’:é_cr_? g ggﬁggﬁggfg/_\ ;: TCGACTGGCACAATCA -3 TTTG -TTG TT(GJTEI.GT-;TT)Z G-TT-TTT 296 Tetra Composto interrompido 55 Satisfatorio Multilocos
- - 4
6/2 LC62 (F) 5- TCTAAAACCACCECCACT CCTCCTCCTCCTTCTGCTTT -3 TTCC)14 285 Tetra Perfeito 57 Multilocos Multilocos
(R) 5- TAGCTGGGTGTGGTGTCTTG - 3'
F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT ACCAT AGGTCAGAGAAA -3
6/4 LC64 ER)) ?I'CATGCGATTTTGTACGATCA C3C CCCAGGTCAGAG 8 (CATT)s 372 Tetra Perfeito 52 F> Multilocos
- TGTAAAACGACGGCCAGT -3 8
71 LC71 ® 5, GACEE © AGG,CAGGAGAATCACTGG 8 AAAC)y 298 Tetra Perfeito 53 Insatisfatério Insatisfatézrio
(R) 5- TTCTCAGCCTTCCGAGTAGC - 3
712 LC72 (F)5- TGTAAAACGACGGCCAGT TGTGCTGCTCACCACTGAAT - 3' TGGA TGGG TGGA TGGG (TGGA)s 294 Tetra Composto interrompido 55 F> F>



(R) 5- CGTCCACCTACCCATTCTTC - 3'

TAGA TGGG TAGG -TAG (ATGG),
(ATAG), TTGG ATGG

(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GGAGCCCTCCTTTTGAGAAC - 3'

713 LC73 (R) 5- AGGCAGTGTGACTCCCAAGT - 3 (TAGA)1, (T-GA) (TAGA), 382 Tetra Perfeito 56 Insatisfatdrio Insatisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CTTCTTCGTCCTCCATCGTC - 3' TTCT (TTC-);(TTCT), TTC- TTCT (TTC- ) ) ) )

714 LC74 (R) 5- GGTTGTGGTGAGCCAAGATT - 3' )2 TTCT (TTCC)? _I(_'_II'_'Ir_é)(izg -TTC (CTTC)ss 280 Tetra Composto interrompido 55 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GGCACATGGTAAATGCTCAA -3' .

8/4 LC84 (R) 5- CTCCCCCAATAAATGCACTG - 3 (TCCA)y 251 Tetra Perfeito 58 F> F>
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CCATTATGCTGACGGAACCT - 3' . e .

9/3 LC93 (R) 5- AGGAGGTGAGGCAGGAGAAT - 3 (TCCT)1z 281 Tetra Perfeito 55 Insatisfatério Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GAGCTGAGATTGTGCCACTG - 3' (AGAA); AAAA (AGAA), AG-G

9/4 LC94 \ , (AGAA); (A-AA) AGGA AAGA AAG- 221 Tetra Composto interrompido 55 Satisfatorio Satisfatorio
(R) 5- CAGATTCCTTTCAATTTCAGTCAA -3 (AAGA); AAG- AA-A (AAGA)s
(F) 5~ TGTAAAACGACGGCCAGT GAACTCATGGGGGAAAACAA - 3 AGGA AGGC (AGGA)2 AGGG AA-G

10/4 LC104 , , AAGG ACGG TAGG GAGG (AAGG)2 315 Tetra Composto interrompido 53 Multilocos Satisfatorio
(R) 5- CAGGTCGGCAATGTCTCTTT -3 GATG (AAGG)4 GAGG
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TAGCACTGTGGAGCAGATGG - 3' . s .

111 LC111 (R) 5- AGGGGCTGTGAGGGTAACAT - 3 (CCCT)1o 293 Tetra Perfeito 56 Satisfatorio Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TGTGTCTCCATCCAAGTCGA - 3' . P

>

11/2 LC112 (R) 5- CAGTACTAAGCAGGGGGTTGA - 3 (ATGG)q 240 Tetra Perfeito 55 F Satisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CATCTGTGGAGCATGGACAC - 3' . . e

11/3 LC113 (R) 5- AAGCCTCCTTCCTTCCTTCTT - 3 AGGG AAGG AGGA (AGGG); 226 Tetra Imperfeito 55 Multilocos Satisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TGGGTGACAGAGCAAGACTG - 3' (AAGA); AAGG (AAGA)s (GAGA),

AAGA GGAA GGTA (GGAA); AGAA . . . e

11/4 LC114 300 Tetra Composto interrompido 55 Multilocos Satisfatorio

(R) 5- TTATGGATGGTGGTGCTTGA - 3' GGAA (AGAA); (GGAA), AGAA GGAA
AGAA (TGAA); AGAT CGAT (AGAA),

(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT AATTTTGGATGGACGGACAG - 3' . . .

12/1 LC121 (R) 5- GCCTGGGTAACAGAGCAAGA - 3' (GATA); GACA (GATA); 299 Tetra Imperfeito 54 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CACTTGCACCAAACAGAAGG -3 . . e

12/2 LC122 (R) 5- GACTGAGGCAGGAGAATTGC - 3 (TCTT)o 228 Tetra Perfeito 55 Multilocos Insatisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT AAGGTGGGAAGACTGCTTGA - 3 (AAAG)s (AGAG)s AAAG -AA- (AAAG), . . e .

12/3 LC123 (R) 5- AGCAATGCTTAGGGCTTCAA - 3' -AGA (AAGA), AAGG (AAGA), 283 Tetra Composto interrompido 56 Satisfatorio Multilocos
(F) 5~ TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGCAAGGGTCTCTAGGTG - 3' . . .

12/4 LC124 (R) 5- CAGGCTTAGGCTCACAGGAC - 3 (GAAG); GAAA (GAAG)s 327 Tetra Imperfeito 58 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GGAAGGTGAGGGAAGGAGAG - 3' (AAGG), AAAG AAGG AAAG AAGG : . .

13/1 LC131 (R) 5- TGTTGGTCTCAGTGTGATCCT - 3' (GAGG), (AAGG)s 278 Tetra Composto interrompido 56 F> Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GCTCCTCCTAAATCGCCTCT -3' TTGT TT-T (TTGT); TTG- TTGT TT-T . . .

13/3 LC133 R) 5- TTAGCTGGGCATGGTG - 3 TTGT TI-T TTGT 263 Tetra Perfeito 54 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CCAATAGGATGGATGGATGG - 3 . . e

13/4 LC134 (R) 5- TCCCTGGTTAGGAGGCTTTT - 3 (TAGA)13 289 Tetra Perfeito 54 Multilocos Satisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CAAATCGGAAACATTTTCTTTCT - 3' (TCCT), TCTC TTTC (CTTC);; TCTC . . . P

14/1 LC141 (R) 5- CCAGCCTGGGTAACAAGAGT - 3' TCCT TCCA TTCC 306 Tetra Composto interrompido 55 Multilocos Satisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GGGCAACATGAGCAAAACTC - 3 . . .

14/2 LC142 (R) 5- TCCTCCTGAGCCATGATTTC - 3 (TATC), TTTC (TATC)1, 275 Tetra Imperfeito 54 Multilocos Multilocos

14/4 LC144 (F)5- TGTAAAACGACGGCCAGT GATGTGGGCTTTCACCATGT -3' (TATC)13 300 Tetra Perfeito 56 Insatisfatorio Insatisfatorio
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(R) 5- GGGAGGTAGAGGTTGCAGTG - 3'

(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GAGCCTGACGGAGATCACTC - 3'

(CCTT), CCCTCTTT CCTTCTTT

15/1 LC151 (R) 5- GAGATGGGAGGATTGCTTGA - 3' (CCTT 281 Tetra Imperfeito 56 Multilocos Multilocos
15/3 LC153 E:)) 55_ ;i;i’é’:ég%:_crgiigéigf A? A3C TrecTeecTeceTeT -3 (TCCT), (TCCC); (TCCT); 288 Tetra Composto 56 Satisfatério Multilocos
16/1 LC161 E;)) i TGTACAAA%G%%GCECGZ\AAFTTGTATCT?:ATCTGCTTTTCACTGG -3 (TTTG)g 209 Tetra Perfeito 52 F> Satisfatorio
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GTGTGTGATGCTCCCCTTTT - 3' (ATAG), ATAA GATA GAT- (GATA), . .
16/3 LC163 (R) 5- GCCCTTTACTGCTCCATGAC - 3 GAT- GATA GATT (GATA), 251 Tetra Composto interrompido 55 F> F>
171 LC171 E;)) i IZGGTCAAiigii'? gAG_S AC GC (’? f ATT?_’?T?GCCACCGTTTTTGTGA -3 (TGTA); 298 Tetra Perfeito 54 F> Satisfatorio
- TGTAAAACGACGGCCAGT -3
1713 LC173 E';)) 55 GAGCACCCAAG GGG AE?_&?AACAGGGCTCAGGAGT 8 (TGAA)s 300 Tetra Perfeito 55 Satisfatorio F>
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GAAGTGAATGGGGCAGGTAA -3 (GGAG), GTGA GGGG AGGG AGGA : . fatdri
18/1 LC181 (R) 5- TCCCTCCGTCACTCTCTGAT - 3 (AGGG)s 237 Tetra Composto interrompido 55 F> Insatisfatorio
18/2 LC182 E';)) 55> Lilé/:géCGGACGCiCC%iiL? g (_:13—6 TGCTGGATTGGTTGA -3 (TTAT)1, 206 Tetra Perfeito 58 Satisfatorio Insatisfatério
18/3 LC183 E';)) 55- E%?éég?ii’éiigig@gT GCG-;ICC TCACAACTGA -3 (TTTA), 211 Tetra Perfeito 53 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT CAAAGAAAAACCCTTCCTCC - 3' (CTTT)s (CTTC)3 (CTTT); TCTT TCTC
18/4 LC184 , , TT-CCTCT TTCT TTCC TTGG TTTC 271 Tetra Composto interrompido 54 Multilocos Multilocos
(R) 5- CCTGGCAACAGAGCAAGACT -3 TGTT (TCTT),
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GGTTGTGGTGAGCCAAGATT - 3 (GAAG), (GATG), (GAAG)s GAAT
19/2 LC192 ¢ AGAA (AGAG), (AAGG); TAGG 309 Tetra Composto interrompido 54 Insatisfatério  Insatisfatorio
, . GA-G (AAAG), AA-A (AAAG), AAGA P P
(R) 5- CCAAGCATTCCTTCCTTCCT -3 AAGG (GAGG)s (AAGG); AA-G AAGG
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT AACTGCTATAGGGCGGGTTT - 3 TTTC TTT- TTCT (CTTT),C-TT -TTT
19/4 LC194 CTTT-TTT CTTT -TTC (TCTT), TC-T T- 225 Tetra Composto int id 55 Multil Insatisfatori
posto interrompido ultilocos nsatisfatorio
(R) 5- TCCAGCCTGGGTAACAAGAG - 3' TTTCTC (TTCT), TTTC TTT- TTCT
(CTTT),-TTC (TCTT), TTCT (TTTC),
, ; (TCTT)3s TC-T T-TT (TCTT), TCTC
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT GAAGGCTGCCAATTTAGGAA - 3 TTCC TTTC CTTT CCTT -TTT OTTT
2011 LC201 TTTTC-TTCTTTC-TTCCTTCTTT 294 Tetra Composto interrompido 52 F> F>
p p
(R) 5- GCCCTGCGATAAAAGAGAAA - 3' CCCT TCCT TTCT TCCT (TTCC), TTCT
TCCT CTTT C-TT (CTTT),
- TGTAAAACGACGGCCAGT -3
20/2 LC202 E:;)) ?I' CCTCATTCCTCTCACTTCS ATQGACAGGCATGGTGGTGAA 8 (AAAG)s --AG (AAAG); -AA- (AAAG)s 368 Tetra Perfeito 54 Multilocos Insatisfatorio
- TGTAAAACGA AGT -3
20/3 LC203 E'F?) 55 GGG AAGA GCGG A GCGGT(?I'CGCC AGGTEGAT-I;:ATCTTCTGCTAGGCTCA 8 (GGTT)12 265 Tetra Perfeito 57 Multilocos Satisfatorio
20/4 LC204 E';)) 55> Liiéﬁﬁégggggiggéig AG (;3 G:A CATACAGGGTTGTGG -3 (CCTT)ss 243 Tetra Perfeito 57 Multilocos Multilocos
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT ACCCAATGGTCAAAGCAAAC -3 TTCT CTTCTTTC TTTT (CTTT),
(TCTT)ys TTC-TTCT TT-T TCCT . ] P P
211 LC211 (R) 5- GCAGATTCTTAGAAGCAAGATGG - 3 (CTTT), (TCTT)s (TTCT); TTC- TTCT 290 Tetra Composto interrompido 54 Satisfatorio Satisfatorio
TT-T TCCT (CTTT),
21/3 LC213 (F) 5= TETAAAACGACCCCCACT TTCCATTTTCCCTTTTCAGE -3 GTTT TTTT (GTTT)s 204 Tetra Imperfeito 52 Satisfatorio Satisfatorio

(R) 5- CATTTGAACCCGAGAGGTGT - 3'
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(F) 5~ TGTAAAACGACGGCCAGT CTACTCCAACTCCCCAGCAG - 3'

22/1 LC221 (R) 5- ACCCGACCCTCCATTTATCT - 3 (ATGG)s 206 Tetra Perfeito 56 Multilocos Multilocos
(F) 5~ TGTAAAACGACGGCCAGT GCAAAATGTTTAGCACACAGC - 3' AGGA AGGC AGGA (AGGG), AA-G
AAGG ACGG TAGG GAGG (AAGG), . . . .
22/3 LC223 (R) ATCCAGGTTGGCAATGTCTC - 3' GATG (AAGG); AAGT (AAGé)g GAC%G 249 Tetra Composto interrompido 54 Multilocos Multilocos
AAGC G-GG (GAGG); GAAG (GGAA),
(F) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT TGGAGTTTGCGGTAAGTTGA - 3'
22/4 LC224 (R)5- CCAGCTCTGGGGTTTTCTAA-3' (AAAC)q 216 Tetra Perfeito 53 Multilocos Satisfatorio

Sequéncia M13 em azul nos primers foward; F>: Fragmento maior do que o esperado; F<: Fragmento menor do que o esperado
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Do total de 60 locos testados para L. chrisopygus nas amplificacbes por PCR, 22 locos
apresentaram padrdo de amplificacdo satisfatorio, 30 locos evidenciaram padrdo de
amplificacdo com multiplas bandas e/ou tamanho do fragmento muito superior ao esperado e
oito ndo amplificaram em nenhuma das condicdes testadas, mesmo apos os testes de gradiente
de temperatura. Quando utilizamos a amostra de C. jacchus, o padrdo de amplificacdo
evidenciou 23 locos satisfatorios, 25 locos com bandas mdaltiplas e 12 locos ndo amplificados
em nenhuma das condic¢des, conforme tabela 5. Uma vez que as amplifica¢Ges para C. jacchus
foram utilizadas apenas para controle positivo dos primers utilizados, essas foram realizadas
uma Unica vez, sem posterior otimizacdo da reacdo e continuidade das mesmas para validacao
populacional.

Os 13 locos selecionados para genotipagem em sequenciador automatico revelaram
baixa variagdo no numero de alelos por loco nos individuos investigados (1 — 2 alelos), sendo
monomorficos os locos LC11, LC12, LC33, LC64, LC153, LC173, LC201, LC211 e LC213,
e polimorficos com dois alelos os locos LC23, LC111, LC171 e LC181, conforme descrito na
tabela 6. As genotipagens dos locos LC153 e LC211 ndo apresentaram resultados

satisfatorios.

Tabela 6: Relacéo dos locos heterozigotos e homozigotos para cada individuo

Individuos
Locos BLT22 BLT23 BLT28 BLT30 BLT31 BLT32 BLT33 BLT34 BLT35 BLT37 Alelos
LC1l 288 288 288 288 288 288 288 288 288 288 288
LC64 389 389 389 389 389 389 389 389 389 389 389
LCl2 359 359 359 359 359 359 359 359 359 359 359
LC201 305 305 305 305 305 305 305 305 305 305 305
LC23 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243 149/243
LC173 308 308 308 308 308 308 308 308 308 308 308
LC171 315 325 325 325 325 325 325 325 315 325 315/325
LC111 290 290 286 286 286 286 286 286 286 286 286/290
LC33 230 230 230 230 230 230 230 230 230 230 230
LC213 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220
LC181  277/289 2771289 2771289 2771289 2771289 2771289 2771289 2771289 2771289 2771289 2771289

O processo de anotagdo gendmica automatica, realizado através da ferramenta

BLASTnN fornecida pelo NCBI, revelou hits positivos, em sua maioria, para proteinas preditas,

nunca isoladas em laboratério, e também para alguns genes ja conhecidos (Tabela 7).



Tabela 7: Informagdes do processo de anotacdo automatica com a ferramenta BLAST n fornecida pelo NCBI.

ID pb BLASTN Max Total Query  Evalue Ident Accession
Score Score  Cover %
%

LC11 1102 PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC105370291 (LOC105370291), ncRNA 1072 1072 99 0.0 85 XR_915158.1
LC12 1054 PREDICTED: Chlorocebus sabaeus uncharacterized LOC103219642 (LOC103219642), ncRNA 773 773 71 0.0 85 XR_492079.1
LC13 1106 Homo sapiens zinc finger protein 585B (ZNF585B), mMRNA 363 363 35 1e-96 84 NM_152279.3
LC21 1098 Homo sapiens zinc finger protein 585B (ZNF585B), mMRNA 375 375 35 2e-100 85 XM_003273170.2
LC22 1043 PREDICTED: Nomascus leucogenys NUAK family, SNF1-like kinase, 2 (NUAK2), mRNA 355 355 29 2e-94 88 XM_003273170.2
LC23 1076 PREDICTED: Pan troglodytes COMM domain containing 2 (COMMD?2), transcript variant X2, nRNA 241 241 26 Te-60 82 XM_009446673.1
LC31 1076 Ndo encontrada nenhuma similaridade significante

LC32 1031 Né&o encontrada nenhuma similaridade significante

LC33 1048 N&o encontrada nenhuma similaridade significante

LC34 1042 PREDICTED: Macaca mulatta hypothetical protein LOC100427495 (LOC100427495), mRNA 267 267 31 le-67 81 XM_002805249.1
LC41 1031 PREDICTED: Mandrillus leucophaeus yippee-like 1 (Drosophila) (YPEL1), transcript variant X2, mMRNA 436 436 43 8e-119 85 XM_011987353.1
LC43 1029 Macaca mulatta leucine rich transmembrane and O-methyltransferase domain containing (LRTOMT), transcript variant 427 639 88 5e-116 80 NM_001199354.1
LC51 1084 REDICTED: Pan troglodytes unchaélc:gﬁi\leﬁ LOC744739 (LOC744739), mRNA 387 387 33 8e-104 86 XM_009442564.1
LC52 1121 PREDICTED: Pan paniscus X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), transcript variant X4, mMRNA 300 300 25 le-77 85 XM_003823125.2
LC61 1041 Homo sapiens phosphorylated adaptor for RNA export (PHAX), mRNA 337 337 26 8e-89 89 NM_032177.3
LC62 909 PREDICTED: Cercocebus atys component of oligomeric golgi complex 7 (COG7), transcript variant X2, mMRNA 60.2 60.2 5 2e-05 87 XM_012060976.1
LC64 Nao encontrada nenhuma similaridade significante

LC71 1037 PREDICTED: Pan paniscus pleckstrin homology domain containing, family A member 5 (PLEKHADS), transcript variant 318 318 43 3e-83 80 XM_008969588.1
LC72 1085 N4o encontrada nen)rgmr:?i'?n/ial\aridade significante

LC73 1080 Pongo abelii adaptor-related protein complex 3, sigma 2 subunit (AP3S2), nRNA 124 124 9 Te-25 90 NM_001131540.1
LC74 1165 PREDICTED: Callithrix jacchus FAST kinase domains 1 (FASTKD1), transcript variant X3, mMRNA 436 436 27 8e-119 91 XM_008998746.1
LC84 1038 PREDICTED: Aotus nancymaae gametocyte specific factor 1 (GTSF1), transcript variant X2, mRNA 93.5 935 6 2e-15 91 XM_012450549.1
LC93 1068 PREDICTED: Pongo abelii uncharacterized LOC103892231 (LOC103892231), ncRNA 289 476 25 2e-74 87 XR_656450.1
LCY%4 1089 PREDICTED: Pan troglodytes uncharacterized LOC100614208 (LOC100614208), ncRNA 311 311 27 5e-81 86 XR_128960.2
LC104 1074 PREDICTED: Homo sapiens DNA meiotic recombinase 1 (DMC1), transcript variant X6, mRNA 289 289 27 2e-74 85 XM_006724112.2
LC111 1040 PREDICTED: Aotus nancymaae uncharacterized LOC105719249 (LOC105719249), transcript variant X2, ncRNA 202 202 13 3e-48 93 XR_001107937.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_767894483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/767894483?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SB9K2KX8015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_635074285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/635074285?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289547715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289547715?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289547715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/820986836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_820986836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/820986836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_694904665
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/694904665?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_297298867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297298867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795171829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/795171829?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_313569819
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_313569819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313569819?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_694894479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/694894479?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675772863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675772863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_301336152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301336152?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795245792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/795245792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675738442
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675738442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675738442?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_197099874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/197099874?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675663921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675663921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_817271839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/817271839?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686743675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/686743675?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_410050704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/410050704?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_768023197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/768023197?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_817256021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/817256021?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014

LC112
LC113
LC114

LC121
LC122
LC123

LC124
LC131
LC133

LC134
LC141
LC142
LC144
LC151
LC153
LC161
LC163

LC171
LC173

LC181
LC182
LC183
LC184
LC192
LC194
LC201
LC202
LC203

1132
1031
1081
1099

1042
1052
1078
1061
1055
1075
1065
1032
1056

1026
1047
1050
1031
1089
1130
1126
1172
1067
1048

N4o encontrada nenhuma similaridade significante
N&o encontrada nenhuma similaridade significante
PREDICTED: Macaca nemestrina Sp2 transcription factor (SP2), transcript variant X1, mRNA

Homo sapiens proline rich Gla (G-carboxyglutamic acid) 4 (transmembrane) (PRRG4), mRNA
PREDICTED: Callithrix jacchus phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta (PI4K2B), transcript variant X4, mRNA
PREDICTED: Equus przewalskii THO complex 2 (THOC2), mRNA

N&o encontrada nenhuma similaridade significante
N4o encontrada nenhuma similaridade significante
PREDICTED: Callithrix jacchus isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase (ICMT), mRNA

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC728099 (LOC728099), misc_ RNA
PREDICTED: Cercocebus atys zinc finger protein 160 (ZNF160), transcript variant X5, mRNA
PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC105374790 (LOC105374790), ncRNA

Pongo abelii paraneoplastic Ma antigen 2 (PNMA2), mRNA

PREDICTED: Pan paniscus Sp2 transcription factor (SP2), transcript variant X6, mMRNA
PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla F-box protein 48 (FBX048), mMRNA
PREDICTED: Pongo abelii transmembrane protein 127 (TMEM127), transcript variant X2, mRNA
PREDICTED: Macaca nemestrina I(3)mbt-like 4 (Drosophila) (L3MBTL4), transcript variant X13, mRNA

N&o encontrada nenhuma similaridade significante
PREDICTED: Nomascus leucogenys protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 3 (PTPN3), mRNA

Homo sapiens DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 52 (DDX52), transcript variant 1, mRNA
PREDICTED: Callithrix jacchus uncharacterized LOC103795545 (LOC103795545), transcript variant X3, ncRNA
PREDICTED: Saimiri boliviensis boliviensis zinc finger protein 682 (ZNF682), mMRNA
PREDICTED: Pan paniscus uncharacterized LOC100995691 (LOC100995691), ncRNA
PREDICTED: Cercocebus atys nucleic acid binding protein 2 (NABP2), transcript variant X4, mRNA
PREDICTED: Saimiri boliviensis boliviensis zinc finger protein 682 (ZNF682), mRNA
PREDICTED: Pan troglodytes WD repeat domain 55 (WDRS55), transcript variant X1, mRNA

PREDICTED: Pan paniscus complement component 4 binding protein, beta (C4BPB), transcript variant X7, mRNA

PREDICTED: Nomascus leucogenys alpha-mannosidase 2x (LOC100598002), mRNA

350
196
403
180

451
113
196
422
219
128
254
209
233

119
84.2
398
451
370
274
481
78.7
220
320

350
196
403
180

451
113
308
662
282
128
254
209
233

119
84.2
398
537
370
274
481
78.7
220
320

26
26
28
19

28

16
52
28
22
24
14
20

13

24
38
28
25
27

26
24

1e-92

le-46
8e-109

le-41

3e-123
2e-21
le-46
2e-114
3e-53
5e-26
8e-64
2e-50
le-57

3e-23
le-12
4e-107
3e-123
8e-99
7e-70
4e-132
5e-11
9e-54
8e-84

88
80
90
82

94
86
87
89
85
77
85
92
86

82
90
95
93
88
84
95
90
81
89

XM_011725419.1
NM_024081.5
XM_008993520.1
XM_008542445.1

XM_002750230.2
XR_941736.1
XM_012081192.1
XR_926117.1
NM_001133537.1
XM_008952825.1
XM_004029346.1
XM_002811653.3
XM_011736555.1

XM_003260342.3
NM_007010.4
XR_623128.1

XM_010330186.1
XR_612888.1

XM_012063470.1

XM_010330186.1

XM_003310871.3

XM_008976514.1

XM_012507121.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795583207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/795583207?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_338797740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/338797740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675649964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675649964?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_664766346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/664766346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675667878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675667878?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_767978341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/767978341?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795376710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/795376710?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_767879887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/767879887?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_197098083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/197098083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675787364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675787364?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_426335797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/426335797?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686706243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/686706243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795633658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/795633658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_820970186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/820970186?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_612407836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/612407836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675685688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675685688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_725603382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/725603382?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675779937
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675779937?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795250531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/795250531?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_725603382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/725603382?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_694912789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/694912789?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675771723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675771723?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_820989244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/820989244?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014

LC204
LC211
LC213
LC221
LC223
LC224

1061
1098
1032
1027
1118
1027

PREDICTED: Nomascus leucogenys par-6 family cell polarity regulator gamma (PARD6G), mRNA
PREDICTED: Propithecus coquereli myosin I1I1B (MYO3B), transcript variant X2, misc_ RNA

PREDICTED: Pan paniscus chromosome unknown open reading frame, human C4orf19 (LOC100993108), mRNA

PREDICTED: Callithrix jacchus outer dense fiber of sperm tails 3-like 2 (ODF3L2), mMRNA

PREDICTED: Chlorocebus sabaeus interleukin-1 receptor-associated kinase 2 (IRAK2), mRNA
PREDICTED: Homo sapiens SURP and G patch domain containing 2 (SUGP2), transcript variant X15, misc_ RNA

307
87.9
316
130
86.1
335

307
87.9
316
130
86.1
583

24

30

37

6e-80
9e-14
le-82
le-26
3e-13
3e-88

88
95
85
100
82
83

XM_012506181.1
XR_001137744.1
XM_008957555.1
XM_008986863.1
XM_007986218.1
XR_936145.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_820980201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/820980201?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_826311864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/826311864?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675799299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675799299?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675756081
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675756081?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_635122783
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/635122783?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_768000514
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/768000514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SBA3A9KN014
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5.  DISCUSSAO

A genética da conservagdo surge como uma area multidisciplinar que integra ecologia,
biologia molecular, genética de populacGes e evolucdo utilizando dados genéticos para
estratégias de preservacdo de espécies como entidades dinamicas capazes de lidar com
mudancas ambientais (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008). Muitas vezes confunde-
se a genética da conservacdo com a genética de populagbes, um de seus principais
componentes. Entretanto, a despeito de ambos os campos fazerem uso das mesmas
ferramentas genéticas e moleculares, enquanto a genética de populagdes foca em processos e
mecanismos pelos quais as mudancas evolutivas acontecem, a genética da conservacdo lida
com os efeitos da perda de diversidade genética e mudancgas recentes na estruturacdo genética
que afetam a sobrevivéncia de espécies ameacadas, requerindo 0 uso de marcadores
moleculares com alta taxa evolutiva (HARTL; CLARK, 2010).

O fato de L. chrysopygus ndo possuir uma quantidade expressiva de locos
microssatélites e tampouco dados gendmicos disponiveis para andlise in silico torna o uso de
locos heter6logos uma alternativa vidvel, uma vez que altas taxas de transferabilidade de
SSRs sdo observadas (SHARMA; GROVER; KAHL, 2007). Devido a esse fato, a mineracao
in silico no genoma de C. jacchus com posterior validacdo populacional em L. chrysopygus,
foi utilizada neste estudo como uma estratégia viavel para ampliar o niamero de locos SSRs na
espécie focal de estudo. A amplificagdo cruzada dos locos demonstrou padrdo de amplificagdo
satisfatorio para 37% de locos, padrdo multilocos ou com tamanho de fragmento amplificado
maior do que o esperado para 50% e 13% dos locos ndo foram amplificados. Como ja
mencionado, a taxa de amplificacdo observada se deve ao fato de regides flanqueadoras de
microssatélites serem, geralmente, conservadas entre individuos de espécies relacionadas
filogeneticamente (SELKOE; TOONEN, 2006). Stackelberg et al. (2006) e Garnica et al.
(2006) sugerem uma taxa de sucesso proxima de 50% em amplificacdes heterdlogas de
microssatélites obtidos de RNAmM (EST-SSR) para a maioria das espécies, incluindo passaros
e bovinos (PRIMMER; MOLLER; ELLEGREN, 1996) e bovinos (MOORE et al, 1991).

Apesar da boa taxa de amplificacdo, dentre os 13 locos genotipados, somente quatro se
apresentaram polimorficos nas amostras avaliadas, sendo que cada loco apresentou apenas
dois alelos, evidenciando um baixo nivel de polimorfismo. Tal fato pode estar associado a
natureza da amostra utilizada neste estudo que incluiu animais de uma populagéo cativa de L.

chrysopygus que foi fundada a partir de sete individuos selvagens provenientes de um unico
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local (Reserva Estadual do Morro do Diabo) por Adelmar Coimbra Filho no ano de 1973.
Esses animais foram transferidos e mantidos em cativeiro no Centro de Primatologia do Rio
de Janeiro (CPRJ), trés anos ap0s a redescoberta da espécie (BALLOU et al. 2008). Em 1998,
durante discussdes sobre a quantidade minima necessaria de individuos para a manutencao de
90% da variabilidade genética existente na natureza, por um periodo de 100 anos, sem a
necessidade de suplementacdo (de acordo com Ballou, et al, 1995), Valladares-Padua e Ballou
(1998) verificaram que, apesar de a populacdo inicial ter expandido, ela possuia 92,3% da
diversidade genética da populacdo selvagem, o que era equivalente a quantidade de
diversidade genética existente nos sete individuos inicialmente capturados, o que também era
equivalente a um nivel médio de parentesco de 8% (maior do que o encontrado em primos de
primeiro grau). Desta forma, embora cerca de 90% da diversidade genética tenha sido
mantida, mesmo que a populagcdo atingisse 300 individuos, em 10 anos tal nivel de
variabilidade cairia abaixo de 90% por conta de seu tamanho populacional inicial pequeno e
do alto nivel de parentesco entre os individuos. E, mesmo com a tentativa de estratégias de
manejo metapopulacional, no qual populacdes isoladas devido a fragmentacdo sdo manejadas
como uma metapopulacdo com fluxo constante de individuos, inclusive entre cativeiros e
natureza, de acordo com dados registrados em Studbook para permisséo de fluxo génico,
reversdo dos fatos e manutencao de sua variabilidade genética, dificuldades comprometeram a
continuidade do processo trazendo prejuizos, em longo prazo e, inclusive, refletindo na
capacidade reprodutiva dos animais, 0 que contribuiu para que, atualmente, a populacdo ex
situ de mico-ledo-preto se encontre com baixa variabilidade genética e alto grau de parentesco
entre os individuos (REZENDE, 2014).

Pope (1996) sugere que baixos niveis de variabilidade genética parecem caracterizar
todos os géneros de calitriquideos ja estudados, alegando que micos-ledes, por exemplo,
“podem, de fato, estar adaptados a um passado genético homozigotico”, embora tais niveis
parecam alarmantes em uma perspectiva conservacionista. Ele sugere também que os baixos
niveis de variabilidade encontrados podem estar associados as caracteristicas dos sistemas
sociais desses taxa, especificamente a reducdo no tamanho efetivo (Ne) da populacdo e
crescente possibilidade de endogamia, resultados da supressédo reprodutiva dentro dos grupos
e das oportunidades limitadas de dispersdo e de vagas para novos reprodutores em ambientes

saturados.
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Embora, neste estudo, o objetivo ndo tenha sido avaliar a diversidade genética das
populacbes cativas, o baixo nimero de alelos observado pode estar refletindo a origem e
fundacédo da populacéo de cativeiro avaliada.

Outra explicacdo que também pode estar associada ao baixo polimorfismo encontrado,
seria a possivel localizacdo desses locos em regides codificadoras do genoma. Microssatélites
presentes em regides expressas tendem a ser menos polimorficos do que os presentes em
regides ndo expressas, principalmente no caso de repeticGes microssatélites ndo mdaltiplas de
trés, as quais poderiam levar a uma mudanca de fase de leitura do DNA alterando a estrutura
tridimensional das proteinas, possibilitando a selecdo negativa contra essas mutacdes e
reduzindo suas chances de fixacdo na populagdo (METZGAR; BYTOF, WILLS, 2000;
CHABANE et al., 2005; MADESIS; GANOPOULOS; TSAFTARIS, 2013). Neste trabalho,
de acordo com os dados dos alinhamentos realizados na ferramenta Blastn, a maioria dos
locos microssatélites, inclusive os locos selecionados para genotipagem, apresentou
similaridade com produtos proteicos preditos, sugerindo que os locos apresentam-se

relacionados a sequéncias codificadoras (tabelas 7 e 8).

Tabela 8: Relacéo dos locos genotipados e seus respectivos hits apresentados na anotagao gendmica automatica.

Locos Motif Alelos BLASTN Max Total Query E Ident
Score Score  Cover %  value %
LC11 (AGAT), TCAT 288 PREDICTED: Homo sapiens 1072 1072 99 0.0 85
(AGAT), AGAC A- uncharacterized LOC105370291
AT (GGAT)s (LOC105370291), ncRNA
(AGAT), ACAC
(AGAT); ACAC
(AGAT),

LC12 (CATC); TATC 359 PREDICTED: Chlorocebus sabaeus 773 773 71 0.0 85

CATG (CATC), uncharacterized LOC103219642

CTTC (CATC) (LOC103219642), ncRNA
LC23 (CCTC)5CTTT 149/243 PREDICTED: Pan troglodytes 241 241 26 Te-60 82

TCTC (CCTC)2 COMM domain containing 2

CTTC (CCTC)2 (COMMD?2), transcript variant X2,

CTTC CCTT TCTC mRNA
(CCTC),4

LC33 (GGAT)s (GGAC), 230 Né&o encontrada nenhuma similaridade

GGAT GGAC significante
LC64 (CATT)s 389 Né&o encontrada nenhuma similaridade

significante

LC111 (CCCMwo 286/290 PREDICTED: Aotus nancymaae 202 202 13 3e-48 93

uncharacterized LOC105719249
(LOC105719249), transcript variant

X2, ncRNA
LC171 (TGTA) 315/325 Nao encontrada nenhuma similaridade
significante
LC173 (TGAA)s 308 PREDICTED: Nomascus leucogenys 119 119 13 3e-23 82

protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 3 (PTPN3), mRNA

LC181 (GGAG), GTGA 277/289 Homo sapiens DEAD (Asp-Glu-Ala- 84.2 84.2 6 le-12 90
GGGG AGGG Asp) box polypeptide 52 (DDX52),
AGGA (AGGG)s transcript variant 1, mRNA
LC201 (TCTT)1s TC-T T- 305 PREDICTED: Pan troglodytes WD 78.7 78.7 5 5e-11 90

TT (TCTT), TCTC repeat domain 55 (WDRS55), transcript
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TTCCTTTCCTTT variant X1, mMRNA
CCTT-TTTCTTT
TTTTC-TTCTTT
C-TTCCTTCTTT
CCCTTCCTTTCT

TCCT (TTCC),
TTCTTCCTCTTT
C-TT (CTTT),
LC213 GTTTTTTT 220 PREDICTED: Pan paniscus 316 316 30 1e-82 85
(GTTT)s chromosome unknown open reading

frame, human C4orf19
(LOC100993108), mRNA

De acordo com os resultados e dados obtidos para os alinhamentos realizados com o
algoritmo BLASTn apresentados na tabela 7, 10 locos ndo encontraram nenhuma similaridade
significativa, 31 apresentaram similaridade com sequéncias de RNA mensageiro de genes
preditos, sete sequéncias encontraram similaridade com sequéncias ESTs ja descritas e 11
locos apresentaram similaridade com DNA nédo codificante (LISTER HILL NATIONAL
CENTER FOR BIOMEDICAL COMMUNICATIONS, 2016). Como descrito por Agostino
(2012), uma sequéncia anotada como “predicted”, reflete similaridades significativas com
sequéncias de RNA mensageiro conhecidas para organismos como humanos, ratos ou
qualquer outra espécie mais profundamente estudada, além de evidéncias experimentais ainda
incompletas.

Como podemos observar, os dois primeiros hits da tabela 8 sdo bastante significativos,
ambos com E-value igual a zero, o que significa uma chance nula de similaridade ao acaso
das sequéncias em questdo com as sequéncias de referéncia. Também se mostram
significativos os hits LC13, LC34, LC52, LC114, LC121, LC123, LC141, LC163, LC181,
LC213 E LC221, com E-values 1e-96, 1e-67, 1e-77, 1e-92, 1e-46, 1e-41, 1le-46, 1e-57, le-12,
1e-82 e le-26, respectivamente, embora todos esses apresentem um queda na porcentagem de
similaridade da cobertura total da sequéncia (Query Cover) com o respectivo hit encontrado e
uma queda nos valores de Max Score e Total Score, evidenciando uma mudanga no tamanho
do alinhamento entre a sequéncia e o hit e/ou uma menor qualidade de alinhamento, além de
informar o encontro de multiplas regides de similaridade entre as sequéncias, nos caso em que
o valor Total Score é maior que o valor Max Score.

Em relacdo a sequéncia LC11, o alinhamento (Figura 3) e os valores da tabela 9 para
essa sequéncia sugerem, praticamente, uma completa identidade a sequéncia de ncRNA
humano (RNAs ndo codificadores de proteinas), com 99% de sua cobertura 85% idéntica a

sequéncia referéncia. Ja a sequéncia LC12, embora com E-value significativo, possui apenas


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_694912789
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675799299
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675799299
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675799299
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675799299
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71% de sua cobertura total 85% similar ao melhor hit encontrado, refletindo uma queda
significativa no valor de Max Score em relacdo ao alinhamento da primeira sequéncia.

Por fim, nos alinhamentos posteriores aos dois primeiros hits, podemos observar uma
grande queda nos valores de Query Coverage e um aumento ainda maior nos valores de E-
value, sugerindo que, apesar da existéncia de muitos hits com altos valores de Identidade, tais
BLASTSs encontraram apenas alguns pedacos das sequéncias em questdo, podendo se constituir

em possiveis variantes de proteinas.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel caracterizar 11 novos locos para L. chrysopygus em adi¢ao
aos 15 ja descritos por Perez-Sweeney et al. (2005). Apesar de poucos locos se mostrarem
polimorficos na populacdo amostral avaliada, cinco locos (LC23, LC173, LC181, LC201 e
LC2013) encontram-se inseridos em regifes codificadoras do genoma. Estudos que
considerem a validagcdo destes locos em animais ndo aparentados poderdo confirmar se o
baixo polimorfismo observado se deve a natureza dos locos aqui caracterizados ou a estrutura
genética da populacdo avaliada. Adicionalmente, estudos que verifiguem a taxa de
transferabilidade de tais microssatélites em espécies relacionadas poderdo ser conduzidos com
o intuito de fornecer ferramentas de andlises genéticas para outras espécies de micos,

incluindo saguis e outros pequenos primatas taxonomicamente préximos.
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