11 U i

LY AL If Ny L %f‘@daé%sé SALAO DE 1%&5&09
Il, i L "F'I“" 7 | | ‘ g ¢ IR CENTIAC Ll
DIFERENTE \mt‘m e AL urkes
i) ”:I‘ i |m K mwn . A LAY PROPESQ
m ol il 1l | R [ I (1] {1 All f Rl

Identnﬁcac;ao de polimorfismos em genes relacionados a cor da corola em espécies
de Petunia Juss. (Solanaceae).
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INTRODUCAO

Petunia Juss. (Solanaceae) € um género nativo do sul da América do Sul (Figura 1) composto por
14 espécies, as quais apresentam diferencas morfologicas relacionadas a sindrome de polinizacao. A
caracteristica analisada neste trabalho foi a producdo de pigmentos florais em duas espécies do
género, Petunia exserta Stehmann (Figura 2), com flores vermelhas e polinizadas por beija-flores, e
Petunia axillaris (Lam.) Britton, Sterns & Poggenb. subsp. axillaris que apresenta flores brancas e tem
mariposas como seu principal agente polinizador; e de seus hibridos naturais, que ainda nao tém seus
polinizadores identificados. Neste trabalho foi verificada a existéncia de polimorfismos entre as espécies
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supracitadas e seus hibridos naturais atraves da analise de marcadores do tipo CAPS para o fator de ! "—"‘:”:’Lm ol
transcricdo MYB-FL, relacionado a producao de pigmentos florais e perda ou ganho de absorbancia de A B oo | | S
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luz UV nas flores das ESpECIes do genero. Figura 1. Distribuicio geografica do género
Petunia.(Stehmann et al., 2009)

Figura 2. Petunia exserta, hibridos de A a E, e, Petunia axillaris, da esquerda para a direita.

MATERIAIS E METODOS
1. Obtencao do marcador CAPS: 2. Genotipagem:

a) Obtencao da sequéncia completa do MYB-FL das duas espécies e sele¢do das sequéncias a) Extracdo de DNA;
codificadoras (NCBI);

, . s b) Amplificacdo por PCR;
b) Busca por homdlogos no transcriptoma de P. axillaris e P. exserta (BLAST);
Clivagem com enzima de restricao,

c) Alinhamento sequencial multiplo por CLUSTALW (GenomeNet); ) Mnll (CAPS MYB-FL-3");

d) Obtencdo do marcador CAPS MYB-FL, constituido de um par de oligonucleotideos iniciadores

(primers) e uma enzima de restricdo (SNP2CAPS); d) Analise de polimorfismos entre as

. . _ especies e os individuos.
e) Os primers foram desenhados com o programa Primer BLAST e submetidos aos testes de

formacao de estruturas diméricas com a ferramenta (OligoAnalyzer).

A enzima selecionada para o gene MYB-FL, pelo software
SNP2CAPS, fol a Alw26l, cujo protocolo de clivagem nao pode ser
otimizado. Alternativamente, usou-se a enzima Mnll. A reacdo de PCR 2000 pb
resultou em um fragmento com 828 pb. A clivagem dos fragmentos S 1200
amplificados de P. axillaris produziu um padrdo com 2 bandas, uma de 340 o . | 6 e

pb e outra de 480 pb (Figura 3); foram observados polimorfismos nesta
especie, com individuos apresentando duas e outros com trés bandas. Ja P.
exserta nao apresentou clivagem sendo observado o fragmento de PCR
inteiro, uma vez que esta espéecie nao tem o sitio de restricdo para a enzima
Mnll. Os individuos com COIOraQéO intermediaria (hfbl’idOS) apresentaram Figura 3.Teste 1. MYB-FL-3’, clivagem com enzima Mnll em amostras de hibridos (H), P.

um padré_o de trés ou duas bandas. exserta (E), P. axillaris (A), amplificacdo de PCR digerida pela enzima (D), amplificagdo de PCR
nao digerida pela enzima (U).
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Os resultados obtidos foram diferentes dos esperados, uma vez que houve segrega¢ao independente entre o @ 4QQCNPq

genotipo do CAPS e a cor da corola. Esperava-se que todos os individuos de corola branca (fendtipo de P. axillaris) - ¢ Comae s Do
apresentassem apenas o padrao de duas bandas, enquanto que os individuos considerados hibridos (corola rosada) APES icmassiciins
apresentassem sempre trés bandas. Os resultados assim indicam que pode haver introgressao génica nestas especies & ==

=
devido a retrocruzamentos entre as espécies parentais e seus hibridos e que cruzamentos entre hibridos devem estar UF“GS |3-§§h7|
também ocorrendo. Assim, nesta zona de contato secundario, um processo de diversificacao esta acontecendo. UNIVERSIDADE FEDERAL £ e,
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