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A Planicie Costeira e a Mata Atlantica encontram-se sob constante pressdo antropica. A investigacdo de processos
histéricos nestes locais é relevante e pode ser realizada através de marcadores microssatélites, altamente variaveis.
As espécies Petunia integrifolia subsp. depauperata e Passiflora ovalis foram selecionadas por se distribuirem ao
longo da Planicie Costeira e da Mata Atlantica, respectivamente, estando ameacadas de extin¢do pela fragmentacédo
de seus ambientes. O objetivo do trabalho foi desenvolver marcadores microssatélites para estas espécies. O DNA
total foi extraido e digerido com enzimas Rsal e Haelll. A seguir foram ligados adaptadores para amplificacdo por
PCR com "primers" especificos. Os fragmentos com microssatélites foram selecionados com sondas biotiniladas,
capturadas por esferas magnéticas com estreptavidina (que se liga a biotina). Os fragmentos foram reamplificados e
clonados em vetor "TOPO TA cloning", o qual foi inserido em células competentes de Escherichia coli. Foram
selecionadas 500 col6nias transformadas de P. integrifolia subsp. depauperata e 300 de P. ovalis. Os clones de ambas
foram amplificados com os "primers" do vetor. Até 0 momento foram seqtienciados 100 clones de P. integrifolia
subsp. depauperata e estd em andamento o seqiienciamento dos demais clones de ambas bibliotecas. Quatorze
insertos apresentaram microssatélites: dez com repetices de dinucleotidios, dois trinucleotidios e dois
tetranucleotidios. Sete conjuntos de "primers" foram desenhados e estdo sendo sintetizados. Para validacdo dos
conjuntos de "primers”, 15 individuos de dois locais de ocorréncia de cada espécie serdo genotipados. Serdo
avaliados o numero de alelos por locus, a heterozigosidade esperada e observada, e a existéncia de desequilibrio de
ligacdo. (BIC).
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