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Construcao de um banco de marcadores genéticos do tipo microssatélites
para Salvator merianae

Introducao

A deteccao de polimorfismos de marcadores microssatélites, também chamados de
sequéncias curtas repetidas em tandem STRs (short tandem repeats), ou sequéncias
simples repetidas SSR (simple sequence repeats), € hoje uma das técnicas mais utilizadas
para a identificacao individual, a investigacao de vinculo familiar e o mapeamento genético
em diversos organismos, incluindo humanos, animais e plantas. Adicionalmente, estudos
com locos microssatélites de DNA siao amplamente utilizados para determinacao de
paternidade, principalmente em desovas comunitarias, sendo possivel definir qual o
sucesso reprodutivo dos machos.

O lagarto Salvator merianae (lagarto-de-papo-amarelo), apesar da sua ampla distribuicao
e de ser relativamente comum, é uma espécie que carece de estudos na area molecular
(Figura 1). E um animal forrageiro ativo, terrestre e com uma sazonalidade de atividade,
hibernando entre os meses de abril a julho, e tendo o pico de atividade nos meses de
novembro e dezembro. Sua ocorréncia abrange Brasil, norte da Argentina, Uruguai até a
Bolivia, sendo a espécie do género com a maior distribuicao geografica, o que evidencia a
necessidade de mais estudos sobre a sua fisiologia, comportamento, atividade entre outros.
Dessa forma, o objetivo do estudo é estabelecer um banco de marcadores genéticos do tipo
microssatélite para Salvator merianae a fim de investigar futuramente as relacoes de
parentesco entre os adultos e os jovens de cada ninho da Estacao Experimental da UFRGS,

buscando identificar quais machos colaboraram para cada ninho.
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Figura 1: Individuo jovem-adulto de Salvator merianae

Material e Métodos

As amostras de DNA dos individuos de S. Merianae foram coletadas em Eldorado do sul,
na Estacao Agronomica da UFRGS e o seu DNA extraido a partir de musculo usando o
método de CTAB. Uma biblioteca enriquecida com repeticoes de microssatélite foi feita em
parceria com o Laboratorio de Evolucao Molecular da UFRGS. Até o momento, foram
obtidos 135 clones positivos para repeticoes de dinucleotideos e 228 clones positivos para
repeticoes de trinucleotideos, dos quais, apés o PCR e sequenciamento do inserto pela
empresa Macrogen (Coréia do Sul) e analise dos cromatogramas no programa Chromas
resultaram em 28 clones contendo repeticoes do tipo microssatélites, sendo 18 para
repeticoes de dinucleotideos e 10 para repeticoes de trinucleotideos. A variacao
populacional desses marcadores sera avaliada em uma amostra de individuos atropelados

na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, e de individuos capturados no estado de Goias,

de modo a se estabelecer uma biblioteca de marcadores variaveis para a espécie.

Para fazer uma avaliacao preliminar da variacao a ser encontrada quando utilizados os
marcadores de microssatélites, foi realizado um teste comparando essas populacoes usando
o gene mitocondrial 12S. O DNA dos individuos foi obtido por extracio com CTAB, o gene
de interesse foi amplificado por PCR e, ap6s sequenciamento na empresa Macrogen (Coréia
do Sul), as sequéncias foram analisadas no programa Geneious e posteriormente no

programa Network.

Resultados

Para o marcador 12S foram encontradas variacoes nucleotidicas em 6 diferentes sitios,
totalizando 5 haplétipos diferentes entre 14 individuos de 3 populacoes distintas(Tabela 1).
As relacoes genealdgicas entre os haplotipos podem ser observados na figura 2.

Tabela 1 — Tabela de dados demonstrando a frequéncia entre os haplotipos nas
populacdes. Polimorfismos correspondentes aos da figura 2.
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Hs C A T A A C = - 1
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Figura 2 — Distribuicdo dos haplétipos de 12S no network. O tamanho dos circulos € proporcional

ao tamanho amostral e as cores representam as diferentes populagcoes de acordo com a legenda. Os
tracos vermelhos representam o nimero de passos mutacionais entre os haplotipos.

Discussao

Os dados obtidos e sintetizados pelo programa Network dao a entender que a populacao
do centro do pais (Goias) possui uma maior variabilidade de haplotipos enquanto que as
populacoes presentes no Rio Grande do Sul apresentam pouca variacao. Essa diferenca cria
expectativa para quando mais amostras forem analisadas, os resultados sejam mais

informativos e numerosos.

Perspectivas

As proximas etapas do projeto constituirdao na utilizacdo de primers especificos |,
previamente construidos, para esses marcadores, na amplificacdo e genotipagem dos
mesmos em uma amostra de individuos provenientes da Estacao Experimental Agronémica
da UFRGS (EEA/UFRGS) , em Eldorado do Sul para selecio dos marcadores mais
informativos e, finalmente, na andlise dos ninhos amostrados na EEA/UFRGS para

avaliacao da estrutura genética presente nessa populacao.
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