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Resumo: Cryptosporidium sdo protozodarios parasitas monoxenos, que invadirem a parede do epitélio
gastrointestinal dos hospedeiros, causando diarreia, provocando danos a salde dos animais e
perdas econbmicas aos produtores. A identificacdo e caracterizacdo genética desses patdgenos,
podem auxiliar em estratégias de prevencao e controle, tanto em hospedeiros humanos como em
animais domésticos. Diante disso, os marcadores moleculares tornam-se ferramentas pertinentes,
tanto para estudos de caracterizacao, estudos evolutivos e diagnéstico de doencas. Assim, por
meio desse estudo, objetivou-se desenvolver marcadores moleculares que permitissem identificar
e, caracterizar espécies de Cryptosporidium por meio do polimorfismo do gene que codifica 0 RNA
ribossébmico da subunidade 18S. Para investigar as relacdes evolutivas e, o polimorfismo genético
da subunidade menor do gene rRNA 18S no género, pares de iniciadores foram projetados com
base em 37 sequéncias de DNA, disponiveis no banco de dados internacional (genBank/ NCBI).
Adotou-se para o desenho de primers o software web Primer3. O editor de alinhamento de
sequéncias BioEdit v7.2.3 foi empregado para a identificacdo das regides conservadas,
adotando-se o alinhamento de sequéncias multiplas (MSA) com o algoritmo ClustalW, de forma a
projetar primers nas regides terminais de parte do gene. Depois de selecionados os primers, todas
as sequéncias foram submetidas a PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) in silico de forma a
obterem sequéncias, que posteriormente fossem submetidas a inferéncias no pacote dos softwares
DNAsp v.5.0 e MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, versdo 7), a fim de obter andlise
de divergéncias e relacOes filogenéticas entre diferentes genoétipos de Cryptosporidium. Duas
regides conservadas foram identificadas da sequéncia consenso. Com a PCR in silico, empregando
0s primers obtidos, foward 5-AGCTTTAGACGGTAGGGTATTGG-3' e reverse
5-ATCCCCTAACTTTCGTT- 3', a amplificacdo confirmou produtos variando entre 645 a 661 pb em
31 espécies do género Cryptosporidium, presente em diferentes hospedeiros: Cryptosporidium
parvum, C. hominis, C. suis, C. andersoni, C. meleagridis, C. canis, C. scrofarum, C. ryanae, C.
bovis, C. xiaoi, C. avian, C. avium, C. serpentis e C. galli. A esse grupo foram adicionados mais
cinco genotipos desconhecidos oriundos de cavalo, coala, porco, coelho e um subgrupo da espécie
C. avian (gendtipo V). Foram revelados 30 haplétipos, com 101 locais polimérficos, sendo 18
singleton e 83 sitios informativos parsiménia. A diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,988 e a
diversidade nucleotidica (Pi) foi de 0,052. Foi obtido um sinal filogenético consistente que suporta
uma filogenia bem resolvida desse gene. Na arvore filogenética, as diferentes espécies de
Cryptosporidium foram reunidas em dois grupos, sendo que um dos grupos apresentou sete
espécies (C. testudinis, C. serpentis, C. andersoni, C. fragile, C. galli, C. proliferans e C. muris) e a
outra maior, com 24 espécies, divididas em diferentes subgrupos. A congruéncia das relacdes
filogenéticas obtidas sugere que a sequéncias do gene do rRNA 18S, obtidas pelo par de primers
aqui desenvolvidos, pode ser Gtil como marcador para estudos de filogenia molecular no género
Cryptosporidium.
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