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Introducao Resultados e Discussao

A Mata Atlantica abriga uma das maiores biodiversidades do mundo, sendo Microssatélites

um dos ecossistemas mais ameacados, com sua cobertura vegetal atual estimada Das 96 sequéncias analisadas, 67 continham motivos de SSR, sendo a maioria
em 5% da area original. Diante disso, a preservagao de espécies e seus habitats destes com repeticdoes de 2 nucleotideos. Foram desenhados 22 pares de primers e
tornam-se cada vez mais importante. Atualmente, com os avangos na area de até o momento 10 deles foram sintetizados (Tabelal). Os primers diretos foram

biologia molecular e as diferentes tecnicas que permitem a deteccdo da  sintetizados com uma extensdo M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT) na regido 5 de
variabilidade existente ao nivel do DNA, uma série de novos métodos para cada primer.

Tabela 1. Loci de microssatélites de Drimys, sequéncias

estudos genéticos e de evolugao de plantas vem sendo utilizados. Muitos desses e dos primers, motivo e Tm (C). Sequéncias em vermelho
rimer3 Output N . c .
’ . . = . 3 P indicam os primers sintetizados e testados.
meétodos fornecem excelentes meios para aquisicao de informacdes genéticas R e A T
= o S| . ek i, em o Ay B Db01F TAACAGCTCCAGCTATGAGG 56
relevantes a serem empregadas em programas de conservagdo genetica. SR o o hn b D o e LT e — TCes 56
O género Drimys (Winteraceae) (Fig. 1A e 1B), possui duas espécies e N ek Ay 56
. 3 . : e . i . SEOSNCS ISR} WIS e ORI 208 PREKIONOMETE 4509 DbO2R  CARATAARAGAGGGGTGGIC 56
endémicas no Brasil: Drimys angustifolia e D. brasiliensis, as quais sao conhecidas sl N Db03F  ACGATCACTATAGGGCGAAT r Yy 56
) . J A . . ) . Db0O3R AGTGTICTTTTTGCGATTGAA 56
como cataia e casca d’anta. Apresentam grande importancia ecologica, pois 6 TR oA AT CCAGCTATGACGOGAAGTGTIGACAACEGCTATITTS DbO4F CCGTGCGAGTCTTTTCTT - 56
g . - A EAACCTTACTACE ot ettt ettt erinen Db04R GCAAAAGGTCATGCAGACT 56
fazem parte de uma familia basal de angiospermas. Possuem compostos e DbO0SF  AAACTCCTTGAGCCTTTCAT A 56
5 s o ) oMo o s 5 A - o . 181 CICTCTCTICTCCACACACACATACACATATATGATGATGTTGTAATCATAATIGATGTGA Db0O5SR AAGCAACCAGATCTGCTGTA 56
fitoterapicos que sdo utilizados na industria farmacéutica, por isso tem sidoalvo | DbO6F  TGACTTACGCGTGGACTAAT o s6
. " 0 ~ o . 5 241 GAGAATCTAAGTFJ\TF(G:’::;’I?Z\iiEEI(«SSizisg:c‘r».L~.L TCTACTICTITTICICITICT DbO 6R CTTGGGAATTGTGAAACAAA (11) 56
do extrativismo desmedido, nao havendo registros atuais do real impacto da e DDO7F  GCTTTTGTTCGGTGATTAAA b 56
- . ) . A A A DbO7R ATCATAGGAATCGTCCTCGT - 56
pressao antropica sobre a diversidade genética destas espécies. " DDOSF  CTCATCCACATTTGAACCTC b3 55
Figura .3. Outp_ut do Primer3 mostrando a sequéncia giggi ggiiéziziﬁ;gggzgi gg
dos primers direto e reverso para um Jlocus (Db01). TEOOR L - R TG 56
Asteriscos indicam o motivo do lécus e os simbolos > e Db10F GGATGCTGGTGTTATGAATC b Be
< indicam as sequéncias direta (F) e reversa (R), Db10R CCTCTCGCTTTTTCTTCTTC i 56
res pectiva mente. DbllF GGATAGAGGGGATGACCATA cca 56
Db11R GGTGACTTATTCGAGGGAAC < 56
5 143 Dbl2F TGCCTGTCATTCTACATTCC 56
Os primers foram amplificados com T L e AG ) i
/ Db13F GATCAATAGATCGCCCAGTC 57
DNA de 8 amostras de Drimys de g ChcEm 606 ) 4
| W | diferentes populacdes, representando as B 66C ) L
Figura 1. Detalhes das folhas e inflorescéncias em (A) D. angustifdlia e (B) D. duas eSpéCieS em eStUdO (D bfGSiIiEﬂSiS e S " ECACCTCETCTG EEC o .
brasiliensis. (Fotos: http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars). . . . D R N
D. angustifolia). A figura 4 mostra 0  mwier cercerracTaceeTeace B 56
Dbl6R GTCCTTGACTCTCCCTTGTC 56
prOdutO de ampliﬁcagéo de quatro Dbl7F CACCACACATGACCATGATA CG o) 56
° ° » Dbl7R ATGTTGGTTTGTTTGCAGTT 56
rimers. Db18F CGAATTACGCCCTTTCTACT 56
O bJ Et I VO p Db18R AGATCGCATTAATTGCAGAA R 56
b9 Bhae Db12 Phe2 Db19F ACTTGACGACTGTCGGACTA - 56
Db19R GTTGTGGAGAAGAGTGGTGA o 56
O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de marcadores i 2 0n o GG o
. ar o 5 o oil= o Db21F ATTTGGATGGAAAGTCTGGT 56
microssatélites (SSRs) para Drimys angustifolia e D. brasiliensis e acessar a Figura 4. Foto de gel de agarose 5%, mostrando o produto de  Db2IR CACCTGCICTGGTAACGTAC G 19 .
5 5 7 .. ~ 7 . . - g A o Db22F CCATACCTTTGAATCATGGA 56
diversidade genética em populacdes dessas espécies no Rio Grande do Sul (RS) amplificago de quatro primers para SSR de Drimys. A — CT (20) "
em associacao ao uso de marcadores plastidiais.
Seguenciamento

. , Dez regides do cloroplasto e duas nucleares foram amplificadas com DNA de 8

Materlal e MetOdOS individuos de Drimys (quatro amostras de D. angustifolia e quatro de D.

brasiliensis) (Tabela 2). Até o momento quatro regides do cloroplasto foram

Coleta de amostras e extracao de DNA sequenciadas e duas delas foram polimodrficas entre os individuos testados. Os
polimorfismos encontrados nao diferenciam D. angustifolia de D. brasiliensis.

Amostras de folhas de Drimys foram coletadas de 92 individuos em 5
populacoes (Fig. 2) e o DNA foi extraido com o protocolo baseado no detergente
CTAB (Doyle & Doyle, 1990).

Tabela 2. Regides do cloroplasto amplificadas em individuos de D. angustifolia e D. brasiliensis

TS setntpimrs'3 i S remlfione  swesore | poimertine
ndhi F- TTG GGC TTC GAT TAC CAA GG 400 sv SIM SIM
R- TCA ATG AGC ATC TTG TAT TTC
rpoB F- ATG CAA CGT CAA GCA GTT CC 500 sv R v NAO
R- GAT CCC AGC ATC ACA ATT CC
rpoC1 F- GTG GAT ACA CTT CTT GAT AAT GG 500 sv R sV SIM
R- TGA GAA AAC ATA AGT AAA CGG GC
rbela F- ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC  # NAO _
R- CTT CTG CTA CAA ATA AGA ATC GAT CT
rpS16 F- GTG GTA GAA AGC AAC GTG CGA CTT 800 SIM _ *k
R- TCG GGA TCG AAC ATC AATTGC AAC
Ay o trnG-trnS  F- GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C 800 sv - e
| R- GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC
trnL-F F- GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC 500 sv [T SIM NAO
. R . . R- ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG
Figura 2. Mapa mostrando as populacdes de Drimys coletadas (circulos em preto).
trl intron  F- CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG 500 siv - =
R- GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC
Caracterizac3o e andlise de SSRs s reammercareres o+ vio [
R- CCC AAT ACC ATC ATA CTT AC
psbA_trnH  F- ACTGCCTTGATCCACTTGGC 400 siv [ - i
) _ . _ ] R- CGAAGCTCCATCTACAAATGG
Desenvolvimento dos SSR para Drimys: As sequéncias recebidas foram analisadas g E CCT TAT CAT TTA GAG GAA GGA G 200 SIM -
realizado pelo professor Giovanni G. para a identificacao dos motivos de SSR R- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
Vendramin, na Italia (colaboracao.) (Your Lab Data -yourlabdata.com) ITS2 F- ATG CGA TAC TTG GTG TGA AT 400 SIM **

R- GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT

ETS F- GAG CCATTG CCA GTT TCA CAG H NAO
R- CAT GGG CGT GTG AGT GGT GA

Desenho dos iniciadores utilizando o ** Amostras que ainda n3o foram sequenciadas
PCR e anadlise de polimorfismo em programa Primer3 # Nao houve sucesso na amplificagdo por PCR
sequenciador automatico ABI3100 — (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).
(Figura 3)

ConclusoOes e perspectivas

Para a genotipagem em sequenciador foi utilizada a metodologia descrita por Schuelke, 2000,
que consiste no uso de um terceiro primer (M13), o qual é marcado com fluorescéncia. | Até o momento foram realizadas a identificacao de motivos de SSRs e o desenho

de iniciadores utilizados na amplificacao de regidoes do genoma das duas espécies. Os
SSRs serao avaliados quanto ao padrao de polimorfismos para essas espécies e
utilizados em futura analises de diversidade genética.

Sequenciamento de regioes do cloroplasto

Amplificacio e sequenciamento de Alinhamento e analise das sequéncias .O seqL.Jencia.\mento de regides do cIor.opIasto permitiu a.i.dentificagéo dg duas

regides do cloroplasto de amostras de ClustalW (Thompson et al. 1994) regides polimorficas (rpoC1 e ndhJ), as quais também serdo utilizadas em analises de
Drimys (Tabela 2). implementado no software MEGA 4.0 diversidade.

(Tamura et al., 2007). ' Com base nos resultados de diversidade genética a serem obtidos, pretende-se

A ' . - disponibilizar informacdes que possam colaborar e orientar programas de
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