Guia de como Continuar o Projeto de Isolamento e Caracterização de Microsatélites de Peixes

Francisco Prosdocimi Santos

Esse guia de como continuar o projeto está sendo feito levando em consideração que a pessoa que irá lê-lo entenda alguma coisa de biologia molecular e saiba como foi realizado o projeto.

O que já foi feito

· Biblioteca de DNA genômico (Evanguedes, Canadá);

· Isolamento dos clones da biblioteca (transformação, crescimento em meio seletivo e isolamento da colônia isolada);

· Screening dos microsatélites (hibridização com sonda de oligonucleotídeos repetidos marcados radiativamente);

· Sequenciamento de alguns clones positivos;

· Montagem de 3 pares de primers para testar os 3 microsatélites encontrados.

O que falta fazer...

1. Pedir e testar os primers já montados;

2. Realização de mais sequenciamentos com o objetivo de encontrar novas regiões de microsatélites ou novas extremidades de regiões já encontradas;

3. Montagem de novos primers;

4. Teste dos novos primers e padronização da técnica de PCR.

Como fazer o que falta?

1. Pedir e testar os primers já montados;

Já isolei três clones que continham os microsatélites mais as extremidades flanqueadoras, para os quais já foram montados primers, que são os seguintes:

876F 5'GGCTTGGTCCAATGAGTCATGG 3'

876R 5'TGTGCGTCACCATTTCTGAGC 3'

873F 5'GCTTCTTACCACACCACGTACAC 3'

873R 5'GATCAATAAAGTATCTCTCTATC 3'

877F 5'AGTAAGGTTTTCATGCTGCACCTC 3'

877R 5'GATCAATAAAGTATCTATCTATC 3'

Até o momento que estou escrevendo este texto os primers ainda não foram pedidos e o Evanguedes deve pedí-los a uma empresa que os polimeriza.

Ao recebê-los, eles devem ser testados para ver se funcionam e se realmente amplificam regiões de microsatélites. Para isso deve-se realizar um teste de paternidade de peixes. Temos nadadeiras de alguns peixes e deve-se realizar a extração de DNA dos peixes para realizar a reação de PCR com os primers mostrados acima.

As nadadeiras dos peixes estão em um isopor dentro do freezer -80ºC horizontal. Elas estão nomeadas de acordo com as seguintes tabelas:

Furnas 11/01/2000 (Data de coleta dos peixes

Curimba – P. scrofa
fêmeas

número
Cor
PC (gr)

01
Amarelo
2590

02
Vermelho
1570

machos

número
cor
PC (gr)
CT (cm)

01
amarelo
700
40,0

02
azul claro
950
42,9

03
vermelho
1100
47,0

04
amarelo-verde-vermelho
640
37,0

incubadora
fêmea
macho
número

11
amarelo
Amarelo
01/01

12
amarelo
Azul claro
01/02

13
vermelho
Vermelho
02/03

14
vermelho
amarelo-verde-vermelho
02/04

matrizes 

Porto Colômbia

rio Araguari - Itumbiara

rio Corumbá - Itumbiara

Já realizei a extração de DNA da fêmea amarela e do macho azul-claro e estão dentro do freezer -20ºC numa caixa contendo o meu nome (Francisco), dentro de um eppendorf de 1,5mL contendo o nome dos dois peixes.

Deve-se então extrair DNA dos outros peixes e testar a herdabilidade dos loci de microsatélites utilizando PCR dos primers pedidos.

Como num teste de paternidade, os filhos devem ter microsatélites com o tamanho igual aos dos pais (um alelo do pai e outro da mãe).

2. Realização de mais sequenciamentos com o objetivo de encontrar novos microsatélites.

Bem, já realizei alguns sequenciamentos e o que obtive está resumido na seguinte tabela:

Seq N.º
Placa
Clone
Status seq
Primer
Microsat
Bordas



22


FAZER PREP


724
3A2
39
Bom
Rev
GATA
Esq

878
3A2
39
Ótimo
Univ
CTAT
Dir

1061
6B12
87
Horrível-cont
Rev
?



2B11
105


Fila do seq.



5G3
137


Fila do seq




147


FAZER PREP


880
5C3
2C8
Ótimo
Univ
No


719
7D1
2G11
Bom
Rev
CTAT
Dir

986
7D1
2G11
Bom
Rev
CTAT
Dir

721
4A10
215
Bom
Rev
CTAT
Dir

1060
6H8
242
Bom
Rev
sem microsat




3G3


FAZER PREP


717
1B12
334
Bom
Rev
CTAT
Dir

816
1B12
334
Ótimo
Rev
CTAT
Dir

873
1B12
334
Ótimo
Univ
GATA
Dir/Esq

1058
6D9
337
Bom
Rev
sem microsat


723
1B8
370
Bom
Rev
CTAT
Dir

718invrev
1H7
181
Bom
Rev
GATA
Dir/Esq

876
1A7
370
Ótimo
Univ
CTAT
Dir/Esq

725
4D11
385
Bom
Rev
CTAT
No

879
4D11
385
Horrível-cont
Univ
? – contaminado


1059
6A5
403
Horrível-cont
Rev
Contaminado


715
1D12
481
Bom
Rev
No


874
1E10
481
Ruim-([]
Univ
?


987
1E10
481
Ruim-([]
Univ
Fila - ok!


1057
4F8
58A
Bom
Rev
sem microsat


722
1F2
58B
Bom
Rev
No


875
1F10
58B
Ótimo
Univ
No – conferir


720
8B7
578
Ruim
Rev
Talvez CAT


716
2A11
591
Bom
Rev
CTAT
Dir

877
2A11
591
Ótimo
Univ
GATA + AGG?
Dir/Esq

A primeira coluna contém o número do sequenciamento realizado. A Segunda contém o número do clone nas placas de cultura. A terceira coluna contém o número do clone mesmo. 

Essa diferença é porque foram realizadas duas hibridizações. Na primeira etapa nós unimos 4 colônias isoladas (cada uma com um plasmídeo) e cada "clone" era, na verdade, quatro clones (continha bactérias com 4 plasmídeos diferentes). Então realizamos a hibridização. Pegamos então os "clones" positivos (que continham 4 plasmídeos diferentes), transformamos em bactéria, produzindo um pool de bactérias, sendo que algumas delas continham o plasmídeo 1, outras o 2, outras o 3 e outras o 4. Do resultado da transformação pegamos colônias separadas. Só que, como não sabíamos qual o número de bactérias teríamos que pegar para que pegássemos as 4 necessárias, pegamos 20 colônias.

Assim, existem 20 clones com o número 87, 20 com o número 370, 20 com o número 591 e etc. Então a coluna 2 mostra qual dos 20 é, e a coluna 3 mostra o clone em si. Mais tarde comentarei mais sobre como saber qual número da placa está relacionado a qual clone.

A coluna de status do sequenciamento mostra se o sequenciamento ficou bom, ruim, ótimo, etc.

A coluna de primer mostra com qual primer foi realizado o sequenciamento.

A coluna de microsatélite mostra a sequencia encontrada do microsatélite, se é que ele foi encontrado. Fila significa que eu já havia realizado a prep para sequenciar e havia dado o clone para o Daniel sequenciar, entretanto não cheguei a ver o resultado.

A coluna bordas mostra qual das bordas do microsatélite foi encontrada. Aqueles nos quais as duas bordas (extremidades flanqueadoras) foram encontradas são aqueles cujos primers já foram montados. Seu trabalho então será encontrar novos microsatélites ou as outras bordas dos microsatélites que só possuem uma ou nenhuma borda. Acho interessante começar por esses que já apresentam uma borda, resequenciá-los, pois assim você poderá mais facilmente encontrar a outra borda...

Recomendo começar testando os clones presentes na tabela. Além disso os outros clones positivos são: 22, 87, 137, 147, 2C8, 215, 242, 3G3, 334, 337, 370, 385, 403, 481, 58A, 58B e 591.

É interessante fazer o teste, a princípio, com apenas um positivo de cada clone, pois dois positivos do mesmo clone podem ser iguais, já que queríamos apenas 4 dos 20 que utilizamos. 

O que você deve fazer é olhar no arquivo sinais.doc quais são os números dos positivos da membrana. Então você deve guardar seus números de membrana, e então abrir o arquivo final.xls e ver qual o número da membrana corresponde ao número da placa. No arquivo final.xls, cada planilha corresponde a uma membrana. Os números sequenciais são as posições da membrana e os números em negrito representam o número da placa, por exemplo 4 e o a posição do clone na placa, por exemplo, B1.

Por exemplo, observa-se no arquivo sinais.doc que o clone 8/29 da membrana 1 teve um sinal forte. Então ao abrir a planilha 1 do arquivo final.xls, observa-se que o número 8 e o número 29 estão relacionados ao clone 4A7.

Isso significa que na placa 4, o buraquinho A7, contém um clone de bactéria que contém um plasmídeo que contém um inserto do DNA do peixe que é complementar ao primer utilizado no screening (ou seja, a bactéria provavelmente possui um pedaço de um DNA microsatélite do peixe).

Então você deve retirar a placa 4 do freezer -80ºC, pegar uma ponteira e raspar no buraquinho A7. Então realize uma estria numa placa de LB-AMP. Dessa estria você deve crescer o clone em meio líquido e realizar uma purificação de plasmídeo e depois você deve tratar o plasmídeo para o sequenciamento.

Realize este procedimento para o maior número de clones positivos que conseguir, assim você encontrará mais microsatélites e poderá publicar um trabalho melhor, em uma revista melhor.

3. Montagem de novos primers para as regiões de microsatélites

Depois que você tiver novos microsatélites sequenciados contendo as duas extremidades, você já poderá montar novos primers e nessa etapa você deve pedir ajuda a seu chefe para pedir os primers.

4. Teste e padronização da técnica de PCR

Assim como feito com os primeiros 3 primers que eu montei você deve realizar um teste de paternidade dos peixes. E então deve ser padronizada um técnica de PCR ideal, com a temperatura de annealing correta e outros fatores bem determinados.

Veja abaixo um esquema das placas e a disposição dos clones nelas. Está mostrado apenas o primeiro número e o mesmo clone continua até que a cor mude. Observe que as placas 7 e 8 apresentam disposição diferente das outras.
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Outros arquivos anexos:
Monografia2.doc : comecei a montar uma monografia com esse estudo, entretanto acabei mudando...

Doutorado.doc : projeto da tese de doutorado do Renato, outro cara que já trabalhou com o projeto. A parte de biologia molecular está pobre, mas dá pra perceber as implicações ecológicas do projeto. Como você verá, algumas coisas eu já coloquei na monografia.

Seqs_alt_ver.doc : Contém os clones sequenciados, de forma normal, na fita complementar, invertido e complementar-invertido. É importante fazer isso para comparar os clones sequenciados entre si e ver se não são repetidos.

Micro_highlight.doc : Contém os clones sequenciados com microsatelites, e estes estão coloridos de verde para melhor visualização.

Obs.: Tenho ainda vários artigos e informações sobre outros marcadores moleculares e outros coisas relacionadas com o projeto, se interessar me procure.

Sobre o Material Necessário para Continuar:

Bem, o que será mais necessário para continuar o projeto são as 9 placas contendo os clones (mostradas nos diagramas acima). Elas estão em uma caixa de isopor no freezer -80ºC horizontal, o isopor está cheio de fita crepe e tem o meu nome pra todo o lado (Francisco).


Além disso há também uma caixa de eppendorfs de papelão, onde existem algumas coisas que facilitarão a continuidade do projeto:

Nesta caixa há vários eppendorfs de 500 contendo primers, P2 a P9 são os primers utilizados como sonda para encontrar os microsatélites e consistem de oligonucleotídeos repetidos. 

Outros eppendorfs pequenos (01F, 01R, 6F e 6R) contêm primers que foram testados pelo EK. Eles são de microsatélites de outros peixes que funcionaram (no Canadá) para Curimba e foram testados pelo próprio EK. 

Nessa caixa contém também dois eppendorfs de 1500 escritos em azul que contêm DNA purificado de dois dos peixes (servirá para testar os microsats - Macho 2 azul claro e Fêmea 1 amarela).

Os eppendorfs que estão escritos DNA pool são pools de DNA curimba purificado pelo EK há muito tempo (acho que no Canadá, em julho de 1999).

O eppendorf 1B é a fração da biblioteca genômica e é muito importante, tome cuidado!.

Os outros eppendorfs são menos importantes e são de clones possivelmente positivos da biblioteca. São plasmídeos purificados contendo o inserto possivelmente positivo e estavam prontos para o sequencimento... mas não deu tempo de fazer.

O clone 1277 é de uma toxina e não tem nada a ver, assim como o pFastBac.

Qualquer dúvida, envie-me um mail 

franc@icb.ufmg.br
franc@gcsnet.com.br
ou telefone pra minha casa: 2231977; 282-1984

