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1 INTRODUCAD

1.1 A Genelica na Conservagdo da Blodiversidade

Alyalmente, percebe-se UIMa Dredcupacdo cada ver malor em relacas a forte
interferéncia humana sobre o meln amblente e seus recurses naturals. Amplamente

dtos da intensa acdo humana Bm levado a comunidade

divulgados pela midia, os af

cientifica de todo o mundo & se mobilizar em tormo das conseqiencias dos impactos

alternalivas que possam Mmusar o « Ao catasy rofico
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preccupactes © relacan 2 SCED 8O O Do devista da gendtice e

poptiaches, tem como objetivos deleciar os falores genélicos gue sletam a exlingac

m;-“

de populactes e espeécies, desepvolver o maneio genético de peguenas populactes

para mHnimizar os riscos de extincfo, resolucho de incerlezas laxondmicas & de

unidades de maneio & a compresnsdo da bivlogia de espécies (Frankham el al

0 papel dos fatores genéticos na extingéo de populaghe

wagens continua
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controverso, mas agora evidencias cad

vez mals fortes mostram que sles 850
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4.2 B Mats AtiGntics

A Mata Adlanitica & uma das principais florestas bopicals do munde e

5,

s Inda 2 costs brastela, smours folgt de 12 miihdes de

ginalmente oobrig gue

Kr© de flore

ta nativa. ﬁ&g}aﬁz@ cinco seculos de ocupacdo humana e mfgz%m&@éf}

sondmita, - houve dmia- reducdo dae floresta para ¢ da drea onginal 858

reducEo inicicu-se com 0 processo de colonizacho suropéia no Brasi,
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1.3 A espbeie Dalbergia




inclusBo desta espécle na lista olicial deespévies-da Tora - bragiieira emeagadas de
sxtingdo, categoria vulneravel, o gue si <;mﬁm que essa espéoie apresenta alld 1soo
de extingdo na natureza em medio prazo {EE%ZI%M}%E 1992, HICH, 1894). A espicie €

mmbem listada no ﬁ’%@é-%’“ﬁﬁ%ﬁiﬁ | da Convengao sobre o Comercio Inlernacional das

idincdo m;i%? =5 1892), o gue profbe a

As érvores adultas de D nigra (Figara 1) ;}Qfﬁp&ry atinglr mals de 35 m de

cormprimento & 155 om de digmetro na allura do ;g;wg%{siﬁ::«- 5i§%:§§};§? e drameter al brge

s, B

height). As

0,7 o a 2.5 om de comprimento por BA0

corg D Bom e 1D o de o ,fﬁ?@"ji’s?%éiﬁﬁﬁ 1

DEORS 5 e comprimento, dendo ongem a baniculas. .

oy, s semventes s8o cogienbas, lsas, acohabtads

8% & DeUEnas e &

frtos peguenos o achatados de cor castanha, contendo até duas sem

{Carvalho, 1894), Nio ha na leratura dados sobre o seu &

mas estudo de uma espécle congenérica do Brasi (D miscol

atogarmia {predominaniemente fecundacdo oryzada) com om apargriie

sibbs & Sassak, & provavenns
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eletroforese  de o lgnenzimes FPosteromerdeodlras - teopivas baseaday arm

amplificacio aleatoria do DNA, como o RAPD (Randomly Ampiified Polymorphic
DNA), RFLPS {(Resliclion Fragment Length Polymorphisms), AFLPs (Amplified
Fragment Length Folymorphisms) e 188R {Infer-Simple Short Repest) Toram
smpregadas nos estudos genéticos, inclusive de populagbes. O seglenciamento de
INA, s analises de SNPs ¢ os.microssatélites sdo Bonicas mals recentes € mais
amplamesnte ulilizadas.

As isoenzimas sdo marcadores bloguimines, pols congistem na revelacdo da
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wcao gendliva ¢ umg slevada divergénos gendtica enrrelacio s ovras-duas

populachbes. Algumas gquesties relerentes aos efe tha Tragmentagdo, entratanto,
ndo Joram respondidas completaments, devido a0 peguens nlbmero de dreas
amostradas & pelo reduzigo nomere de marcadorss isoenzimaticos  oblidos,

conseguéncia das dificuidades de revelar lsoenzimas nessa %g:séf;m Esge fato

evidencia 8 dmportdncia de desenvelver marcadores  gendglioos

que

perritam A an tos efeltos da fragmentacio em populagdes dessa sspécie e em
outros estydos gendlicos Necessanos DArs & Sis
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hormozigotos dominaries (presen gooie ury fragmerdo T mEsne oo em

b gl

comddice dipldide ou superior) dagueles gue s8o heterozigotos  (auss
ampificacio do glelo, em pelo menos um conjunio cromossimico, 80 mesmo lempo
em gue ha amplificacgo do alelo em oubro coniunto cromossdmico do ndividuo
dipltide ou superior). A pringipal desvantagem em estudos de populacdo de todos 05

métodos gue wlilizem nicladores n @g}em%‘wm & produzerm padrtes de bandas

banda esta presene




microssaeiles e uma deleming e wma-grande variacio nes

tamanhos dos microssatélites entre diferentes laxae estudados. Por exemplo, a
mosca-da-fruta, Drosophila  melanogaster, € conslderada uma  especie gue
apresenta microssatélites peguenocs em relagdo a oulras especies gue tambem tem
txdo o genoma seglenciado, como 08 seres humanos (Schittterer, 2000, 2007}

interessante 2 ser destaceds é a diferenca enbre 08 tpos de motivos

srire as espécies. Por exemplo, mamiferos apresentam muito mais
v possibilidades {ﬁiéﬁ%f'ﬁ;ﬁiﬁ ATITA &

emas com e pei ches ACITG do oue as ou
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i aurmento no ndmers-de repelicBes. Be v grampo seforma na e molde, héuma
redugio no nlreero de repetictes. Varactes de tamanho arm wm determinado giglo

stho condiclonadas também ao sistema de reparo de pareamento, um sistema

enzimatico nuclear que cornigs erros de pareamento produzidos duranie a replicagio
do DNA ou recombinagio. Tal sistema de reparo diminui consderavelmente a taxa
de mutacho dos microssatolles em -uma geracdo para outra 8 0 processo de
'mf‘é':am 5 estd condidionado 3 eficiéncia do reparo (Schittterer, 2000, Li of al, 2002,

Lane &40 em regites de

al., 2002; Ellegren, 2004). Mesmo assim, @ taxa e mut

& oo malor, yvarando

TOS5a

de 1072 10°
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de mono, df e sanuckeoiidecs,

ratriz de leltura, © gue @ selecions

;;mfji@ ser enconbrada em regido codific
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e oa maic voorossatblites enoorira-se noslifiouldade e g

Crhesvartagen tok
custo em se isolar 08 iniciadores de amplificagao por PCR, muitos estudos @m
mostrade gue pares de injicladores des senhados para uma especie podem ser

usados para oubras espécies correlacionadas, algo mullas vezes dificl de ser

conseguido. A transferdbilidade, come @ chamada, € possivel

=

homdbloga das seqlidncias de DNA das regifes flangueadoras dos microssatel

entre espacies préimas (Clhivetra ef al 2008).

Mybom (2004) comparou diferentes marcadores moleculares baseados am
LA wlilizados e estudos com ple

S TR







orede  HoaNT DIesos oS TTRgmENIDS oo as  repetpdes

microssatélites para serem clonados em vetor especifico e transformagdo em

hacteria. Os clones assim oblidos podem ser divetaments seglenciados, sem 2
¥ :

fizacao ocom ﬁ'fif}i)ﬁiﬂ:ﬁ?iﬁ?ﬁﬂﬁfiE‘iﬁféﬁ marcados

necessidade de maior selecdo por hibd

radioathvaments. Essa teonica € mals ulilizada na caracterizagdo de microssatélile

as-gensticamente, de distribuicBo natural Tambem, a

em- espécies pouco estudad

teonica por enfiquecirnento e recomendads para especies de laxa reconhecidos por

terem baia fregléncia de microssatéliles em seu genoma, como aves e plantas

Adns BpEnas por e

CEHTIO B 0 0Rsn O0s Mgy

ar, 2UUT ).

Lim complicador reo

5 Iy LT

e urn oco pote ser amplificado e seus

PCR.
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as T rmmreaciores e

apresentam baixa taxa de svolugdo (oomn o opUNA oo
microssatéltes, que apresentam elevada taxa de evolucho, poderd distingulr os
fatores responsavels pela estrutura genética atual das populacdes, como atividades
ardripicas recentas, como fragmentacio de Areas e desmatamento, dos eventos
clirmdticos ocortddos no Pleistoceno [(Ribeiro ef al 2007, Estudos de esbrulura

genelica em phvel-loeal, -bem como de fluxe genélico por pdlen & por sernentes

3

constituemn projetos a serem implementados com os microssatélies solados no

presente estudo.



2. OBJETIVO

O presente frabalho de dissertagBo tem como objetivo geral identificar
marcadores microssatélites de Dalbergia nigra corn alto grau de polimorfismo para
reatizacio de %_itue:é% futuros de geneélica de populagbes, objetivando o manejo e
conservacho deste espéuie arbdres ameagada. Para fanto, @8 seguintes £1apas

foram gropostas:

&%
@ SO B0NGES gue apreseniam regides oo repelicao;
® enciamento @ carackerizacao dos microssaléliles,

o onstruglo dos  iniciadores para o diferendes  loocos i

ieniificados,
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3. MATERIAL E METODOS
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1.3 Ligacho dos fragmentos de DNA gendmico apvetor de clonagem-

A amplificacio plasmidial fol realizada com Insergdo do vetor a ser ulilizado
e bactérias  Escherchia  coli  eletrocompetentes  de  linhagem TOPO1Q,

posteriormente crescidas por incubacdo em agitador a 37°C por 18 horas, em meio

LB oom. ampiciina.. O procedimento de  extragio plasmidial por lise alcaling

{Sambrook ef al., 1989) fol realizado com & cullura de crescimento bacteriano de 18
horas de incubagio,
0 weltor ulil fol o ;ﬁ%&*ﬁ%ﬁ% sitio

intragbnica da bete-galactosidase (Figura 3). O velor

recnnbsoedorn o

Irntesting)) de acordo com manua)l do fabricante

twro reanelamento das extremidades Go plasmig

ligacko. Indicativo da ocorréndia da linearizacao do vator por

s e gel de agarose 1%.




BN

llgagao dos fragmentos selecionadus do DN

WA genbrmico de D0 nigre nos
vetores digeridos e desfostoriiados foi realizada pela reagdo com T4 DNA ligase, de
acordo com manual do fabricante (Promega Corp. 3. A reagéo fol incubada em
geladeira a 4°C por 24 horas. Apds incubacao, o produlo ol precinitado, lavado em
coll. O

sucesso-dacligacio fol confinmado apts transformacho, exiracio do DNA ;ﬁﬁé&i&-fsf”f"%iiﬁai

o

i

etanol 70% e ressuspendido em agua, para posteror eletroporacho em

s ampificacdo através de reacdo de PUR. O sucesso fol delindo abavés da

prioporgio de clones que apresentavam insertos maiores gue BO0 pb.
3.4 Transformacio bacteriana e selegio de transformantes com inserio

A transformacao ol realizada em células bacterianas B ool

i

TOPOD, preparadas para eletrocompet@ncia. A preparacio pars elelrooomips

el VUG s vers

erg conduzida por lavagem das células em gl

no proprio glicersl a urn volume final de 50ul C

aw&xmbm% af al 1889). A eletoporacao fol Ieita em cubsta oom 24

5 UM pulso rico de 2

¢
Nt
=
e
=
sl
=
&
&

i

KWa no eletroporador Micropwlser (BioRad). Adiclonou-se imediatamente na cubeta

3

whrato e Bvediurs,

Fintons,

covteido para wbo de 1.7
0yl de culiura de

Foram produsidas valias

Vo vl




Lolbrias brancas loran aeatonamante -para

existéncia # dos tamanhos dos insertos nos vetores de clonagem. Para tal, apds
coleta individualizada de cada colbnia em tubos com 1 mi de meio LB e Inoubados

H]

por 12 horas a 3770, ol realizads a8 exiracio plasmidial por lise alcaling com

detergente SDE 1% em cada twbo de cultura (Sambrook ef al 1898Y). Os dlones

obtides. foram lestados quanto. 2. presenca de inserios pela amplificacdo por PR,
utiizando-se  inicladores universais  M13 direto & reverso [ B

GTAAAMACDGACGGUCAGT 3 e R & GGAAAUAGCTATGACCATG

3 O volume

S0 mid KOL 10 mb

oretiriz), As reagbes Toram reali

{30%) & finglmeante 72°C (B mirg. Os produtos da ¢

agarose 1%, comparados com marcador de peso molecular lambda Hind

3.5 Benostragem dos clones

CilbgTas




teriarm gue ser novarmente transiormadas ¢ seus clones individualizados antes do-
seqUenciamento.

A extracdo dos plasmidios em numero grande de amostras fol realizada por
lise alcaline adaplads de Bambrook ef al (18988) para um volume menor de
reagentes. Os twbos de 1,5 ml com melo de cultura, apds coleta das colonias, foram
incubados por 18 heras-a 3770, para cescimento baclerano, e submeldos a
centrifugacdo a 8000 rom por cinco minutos, para precipiiacdo das cbluias e
descarte do meio de cultura. Aos tubos foram adicionados 10 ulde solugao | (glicose

850 mM, Trig-HC

i % 7
;

25 i prd B0

e

10 i gjé 8,0y e o precipitado ressuspendido
Ok 02N, 8305 19%),

18 minutos @ 4°C.

em agitader. Em seguida fol adicionads 10

considersds como solycan de lise, o d
AoGs descanso Toram agresaidos 10
aciclo acélion glacial), que estava a

490 por B mindos e postenomnente centifugados
% |

sobrenadants de cada twbo produgido por w;g%fsﬁmr% foi W

m adicionados cerca de 80 ul de etanol 101

bewss o

O por gerca ds

centrifugados a 1300(

ohig viars o ooulrn, anl

¥




A e

uma nova placa de-fundo redondo; contendo 2,5 phde BENAse (10 muimby e cada

poeo da microplaca. Wa nova placa fol adicionado 80 pl de NaOH 0 2MN 8D8 W em

£ Wl ¥

4

cada poco. A placa foi selada, misturada por inversao inta vezes ¢ dexada o
descanso por 10 minutos, sendo adicionado 80 ul de acelato de polassio M, a 4%,
Movamente, as placas foram misturadas por inversio tinda vezes. As placas foram
ncubadas emrestula g B0°C por 30 minutos @ posterormente resfnadas em gelo,
para serem submetidas a centrifugacio por © minutos a 4000 rpm. O sobrenadante

fol transferido para wma micropiaca de 98 pogos oom filbro

centrifugadas

filtro 2 ol

A€y ouira rnicroplas
nova placa com o fiftrado foi
placas foram misturades Irinta e

4000 rpm. ApGs centritugas

bavades duss

mrabi

v arrbierte

3.8 Hibridizacho da biblintecs genbmica com sonds radicativa complemesdar




74,

A segunds bibliolecs gendmica oo clones em placas de 88 pogos, tveram:

suas amosiras ressuspendidas com 80 ul de dgus ML auloclavada, na expectativa
deste matenal ja se encontrar pronio para f‘ﬁ@.iﬁ‘%if%ﬁ%ﬁ-éﬁé&%ﬁ%”‘ﬁ-’%@i”émb Os clones foram
aplicados também em membranas de nvion e tendo um molde em PYC coms guia,
O molde era construido de acordo com a posicio na placa, ou sela, linhas de A a H
eooiunas de e 120 clope era gﬁ@%@:@fmfméﬁfﬁ@ identificado pela posicdo na placa,
Por exemplo, BN4CY representa o clone da bibliotecs nova (BN gue se enconbia ng
membrana de aplicacdo 4, na linha C ¢ na coluna 9,

Apls aphcachs

A ddentiticacan do

biblioteca genbmica de

seqléncias asp as oom repeticbes  de 24

rachativamenie, A iabels 1 apresenia 2

s para marcacac radicativa para ¢

5 pligonucie

i%éﬁ?%iéig?pﬁ WP deowicitiding 110
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Pritneiro passo antes da hibvidizagao com os oligos marcados radativamente, -
as membranas foram pré-hibridizadas, por lavagem com solugio BLOTO fisite em

po desnatado 5%) e 88C 8X (NaCl 0.9 M, Citrato de 8ddio 0,02 M) durante 18 horas

g B0, para o bloguelo das mesmas. Apbs a pré-hibridizagdo, as membranas foram

lavadas duas vezes em S8C 68X & 808 0,1%. A hibridizaggo fol realizada com 0s
oligonuciectideos marcados radiativamente em solugdo 880 68X e 808 1%, as

membranas merguihadas e viradas com fregliencia de trés vezes durante 14 horas.

Apis 'ﬁxj?ﬁﬁﬁé%m@@@, foram realizadas lavagens da omembrana de confrole de

gstringéncia, uliizando-se concermiracies cada vez mais Tracas de sal (880 Hx, 3,

2X) e pumertando-se a lemperalura (H0°

s oe BORC) (Bambrook ef el 1989,

expostas em tempos varnados a

filmes radi

agraficos de 35 T-Mat GiFA) dentro de cass

apropfados e s8ia es0ura gue, ao seram reveal satraran g

o

dos clones posithvos {agusies

srentes empos de expo

astringdncia possibiitam defing com maior contiang:

s dentificados por sobreposingo com o

.

)

resgatados da biblic

soa gendmica, Ainda para a confins

analise foram

resuiado

fificaoao do vlone positivo presente om tulluras com




I 3o

Para tal, for necessaria wng nove franstonmacao do material do wibo e £

coll TOP 10 eletrocompetente. A pardir da placa de cullive das coldrias derivadas da
nova  wansformacao em meln  seletivo, foram  coletadas  coldnias  brancas
agleatoriamente, na proporgace 2.1 em relacio ao numero de clones presentes no
tubo. Assim, para tubos gue confinham dois clones, eram coleladas 4 colonias para
extragdo-plasmidial para-lubos gue continharm 3 clones, eram coletadas B colbnias
para extracao plasmidial, ¢ assim sucessivamente. kstas proporgbes tinham o
ohietivo de aumentar 2 chance de ooletsr oolbnias que continham os clones
difersmes prasentes no Wwho nicial

Trés procedimentos foram adotados para @ Wentfivacao dos diferentes cionas

1. identificacdo por comparacho dos tamanhos dos amplicons,
el

2. ldentilicaric

 dos clones;

5 diiferentes handeamentos

thios por

SOF T




7

soonguseresUita em

moletula de DNA podery Tommar diferentes

mals de uma banda no gel Inseros de tamanho diferentes pod entao, produzir

diferentes padroes de bandeamento guando inseridos no mesmo velor de dlonagem.
Esta regularidade fol observada durante as primeiras Wentificactes de olones
indistintos reglizadas no primeiro procedimento, Gﬁmﬁﬁféﬁﬁﬁ com o padrao de
separacdo poreletroforese produzidos pelos plasmidios em gel de agarose 1%. Este
procedimento Unha como obletive entificar o maior atmero possivel de diferenies
clones sliminando a necessidade de PCR de todos os velores, Malg rdpido & menos

eTosn

Para ubios o

em wbos individuais para. oag

Byt B o,
Ted, HHEl

oodetadan
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exdraidos foram anlis
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IS DR LT

3 s plaes

vos o construcas de consensos




A

adicionando=se Tyl de acetato de amtnio e 30 phde elanol absoluly g cada urm dos -

popos. As placas de seglenciarments Toram agitadas e incubadas por 20 min a
temperatura amblente e protegidas da luminosidade com papel laminado. Apos a
imoubacio, as placas foram centrifugadas por 45 min a 4000 rpm 2 o sobrenadante
fol descartade, A cada um dos pogos foram adicionados 150 yl de etanol 70%,
sende o sobrenadante descaitado apbs & centrifugacsdo da placa por 10 min a 4000
rom, Apds 20 min de repouso para total evaporagao do glcool o precipitado oblido fol
ressuspendido em 10 ul de leading buffer (BE Heslthcare) = levados ao

seglenciador automdtico de 986 capliares Megabace |

Toddas as oulras seqlibneias de clonss postivos, inclusive as que nion tiveram
“h L

suas seglhiendias comparatas com outras
conhecidas e depositadas. em banco de dados onine, através do programs Bl

2

Basic Local Alignment Bearch Tool (Allschul ef g, 1980, mals espe

i

e

BLASTn foomparagio ruched
o eeerw nebinim b, gov/BLASS

Luando o segbenciamento do clons dentiicava ©

com rmanho suficients para g determing;

apsras gblizando o mcedor M3 doeto, mais duss seqbiénclas com o mesmo

§ oy AT

s, DEta @ ouong

M1 direto e guando 5@%}&4}@ NErEsSari

Ve a1 Al 1

e
ﬁ,«iﬁé}

shraves e

cuidado de conferi a retirada d wetor de clonagenm.




3.9 Desenno dos inlcladores para os logi microssatélites ldentificados

Para o desenho de niciadores complementares a cada regiao flangueadora

das seqiencias dos microssatélites fol utifizado o programa disponivel gratuitamente

e internet thitpiiwerw genome. wimitedu/cgi-biniprimer/primer3 www ogi),

)

chamade Frimer 3 (Whitehead institute of Blomedical Hesearch). No desenho dos

finidos, para tentar avitar g

niciadores,  alguns  orledos fdgorosos  foram  de

amplificacio de produlos inespecificos, entre  eles lemperalura média de

"

anelamento de 52 a GE°C, diferenca maxima de 370 na temperatura de anslamento

entre cada imoietdor do par, comendo de 50 entre 40 e é::'ii.i‘;'.‘é“*?:?;,; susthnoea de

SRS 08 Doles a8

acado & o lamanho esperado do produlo da PR neis

ponstruldos. Os locos que apresemtaram lamanhns sermelhanies de produto de

amiplific , com emperaturas proximes de analame

proposican de multiplex, por mew da ligagdo dos inl

marcettores Huomsoenies parn oade oo, A leihurs

7

L 2 96 i*-ﬁ;jaz ares f*g?rf{;wwz s |

sidterudo o andlize de varos

o pom bmmanbos de

amplificag que apresentan mesma temperaturs de anelam

wonstrugio reacao de m




4. RESULTADOS

4.1 Extracao de DHNA gendmico e selegio de fragmentos com tamanhos de
interesse (500 — 1200 pb)

tracao de DMA gendmico de

e sementes germinadas de [

gra resultou em uma amostra integra, a0 ser observado em gel de agarose

Sy
=
=

etanto, o material da exdrscio

folhas apresentou-ge visuaiments escuro,

resultante de oy s devido e con

revitiadag 0n

smoarose 1%,

TR ¢




grande perda

- " o 25 3 g : Ppr—
EopeEduang ulEnaaalegne T TR B

g

permanecendo s hsixo peso molecular {Figura B).

O proe

550 de selecho de fragmentos a padir de corte

tamanho de interesse diretaments do gel de agarose i
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4.2 Ligacao

Apos a transformacan de células eletrocompetentes com a reacdo de ligacho

dos fragmentos com veltor de clonagem previamente preparado, amosiras aleatorias

de coldnias brancas forarm confirmadas guanto a presenca e tamanho dos inses

m duas amostragens, perfazendo um total de 34 colonias brancas ampliticadas,

foram oblidos 21 Insertos com tamanhos aproximacdos ou sup

riores a B00pb, o que

corresponde a 82% da amostra (Figuras 8 8 9),

faliehe e :
i Megaive:




4.3 Hibrdizagado com sonda radioativa

Ag-Figuras 10-e 11 apresentam as auto-radiografias das membranas de
hibridizagao lavadas em diferentes graus de extringéncia e expostas am diferentes
tempos, para methor visualizacio e vorfirmacay dos clones positivos. Alguns
@%ﬁﬁ:ﬁ;ﬁiég de clones .g:zéisé‘i%ms; .%_,rafi%}zazi%@afjm posteriormente esto oirculados. As
figuras 12 e 13 representam as auto-radiografias produzidas com a confirmagao do

sinal positivo dos ﬁ%ﬁé:ﬁzw:g %% ‘i:mmf;a}% & ;jé:ﬁ“%f} fa primeina anslise da primera

hibridizacho, Nessas, g}ﬁ{%nmm selecionar %ﬂ_ g5 positivos nais confidvels o

@

3 w&mi&, o ma«mim

z;sm da nrimein 2 gendimica, mais de uma colinia

iho, na teniatia de ay
a porcentagem de clones  positivos

Hildade de haver o

gsityacio, fol oblida uma balxa porcantagem

7

;5»;@4"@@?:% um total de 1.5%

de toda a biblioteca (Tabela 2). Apenss 2

i ten

estovam ndividustizades nos tubos e, neste baixa amostragem, Tol oblido um valor

présimo de clon

Ma segunda biblioteca gendmica, construlda em plac analetas, com

mados, Toram bibliotecs  foram

mg;w»f« timadn, oom o

g e aurnentay
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los & PCR-e os produtos oblidos foram separados em gel de
agarose. A eletroforese resultante sugere que o primeiro g o dltimo clones no gel s2o
O mesmo @ 08 dos presentes no mein Mmzmgmﬁszwm a0 ouwlro clone do twbo 4K13,

pela comparacao dos lamanhos, {,,{wmm pmla ser visto na figura 14, Ambos os clones

apresentam um-lamanho denserto @u@s%mi*- zaf;@d;m O privnelro € o seguido clonss

ay

foram seqlienciados, para i.a:‘iea[[ﬂa caodo microssatélite.
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figura 16 apresenta g comparacio fella enve os plasmidens puriflcados de guatro
y. 2% + -

solbnias distintas da retransformacio do tubo 4K13, separados em gel de agarose.

dos mseros presentas nos mesmos vetores,

mesrnn procedimentn de ge
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4.5 Segienciamento dos clones comrsinal positive

A partir da primeira biblicteca gendmica, foram seglenclados 83 clones
positivos, dentre aqueles gue se apresentavam com sinal forte & medio na
membrana, sendo que destes foram identificados 31 temas microssatélites (49,2%
dos clones seglienviados)-A tabela 4 apresenta o clone e seu respectivo tema B8R
tentificado.

A parlir da isbela 4, observa-se

kel

gue 16 temas sdp classificados como

possuldores de repeliches perfeiias T dos microssatélites dentificados, Dez

comn e e inoh Bmas oomo

repetiod slories (7429 apresentam repelictes e

dinciaot] & oito temas (25, sao de winuceotidess, Nao fol dentifivado

nenhum tema com epelicho de lebaouckeotides na pomers bibliots
3 o

gxcecio do clone 1024, nenhum outro clone apresenk

virte repeticdes do mesmo fema {1:
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as oblidas ¢ gue apresentavan ynicrossatelites, nem-todas

&5 segl

apresentavarm condigdes ideais para a construcéo de iniciadores a partiy das regides
ima demnais do

flanqueadoras. Alguns microssatélites apresentavar segliéncia pré

sifio multiplo de clonagem do vetor, impossibilitando a confecgao do iniciado

eratura a confeccho de inica

o

149), Meste caso, ia Tol cbservada na

g

sate procedirnento tem sido evitado, a NAO

ro saflstattrio de microssatélites polimdrficos

st el w&ii DG &mna@%ﬂ%ﬁ&aW£& AZOT2006 Bunll Cimarzon
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coresponde a 31,2% doioal de seqléncias con microssatéliles 'g;nmiz,g;?:éﬁzzg;

Exemplo inferessante a ser destacado desta situagho € o seglienciamento do clone
1024, que tinha o maior ntmero de repetichies pncontradas. A regio de repeticéo
estava provdma do sitio maltiplo de clenagem e logo que o seqglhenciamento atingla
as repeliches de GA, a qualidade do seqlenciamento cala consideravelmente

{Figura-20)- - Alguns -cases- como--este -puderam  ser  resohlidos com 0

‘segiiencimento do clone utllizando o iniciador M13 reverse, oblendo seqlancias de

e

NaRe wigs

todo o inserto, partingo tento do flanco esquerdo como o flanco direil




4.8 Desernbo-tos nioiadores

Um fator importante que teve que ser desconsiderado para a possibilidade de

construgao de muliplex com os  iniciadores  constiu e o tamanho do

ﬁ!‘}

microssatélite, representado  oelo namero  de  repeticbes. Boa parle dos

auenos (manos de 20

pares de bases de repetivdo) e abrangiam o mesmo famanho. Assim, dos

iniciadores  construidos, 14 de 15 propestes finham famanho de preduto de

asur tinha rnals de 200 ;L {C

mesms Sonurdo de
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5 DISTUSSAD

Para vegetais, segundo Zane ef af (2002), & aconselhavel ¢ a partir desse
trabatho tornow-se uma tendéncia, a construg@o de wna biblicleca enrguecida para

o dsnlmento de microssatélles. B

ses  Auiores  oon

gue as plantas

corressondem ac-grupe de seres vivos com o maior ntmers de rabathos baseados

&

1 bibliolecs enriguecida gzubiémeﬁ{}ia até margo de 2001, na Molecular Ecology

Notes. Entretanto, ate entio, trabalhos com bibliotecas gendmicas promarias nao
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tveram odo o ioserto seglenciado, mas apresenianrpotencial para a conshrugio de
iniciadores. lsso tem sido fello com g definicBo exata do tamanho do inserto atraves
de POR e seqlenclamento utiizando inicladores M13 direto e reverso para o velor
de clonagem,

Todas as oubras seqlidneias de clones positivos, inclusive as que ndo tiveram
microssatéites Wentificados, tiveram - suas segliénclas comparadas  com oulras
conbecidas e depositadas embanco de dados on-ing, altravés do programa BLAST -
Basic Local Alignment Search Tool{Altschul ef g1, 1980), mais especificaments, peln

BLAS T

Snocias  Lue

IS

ppfiangs

sorosl 185 de plar

iy &
et

dra chaperone de alua

3

S ] s s

i 8 origem das segl

e




Coon Chinuclentidecs foram dentificados) tamben sem destague
aparente para um tiphespecifico relatado na fiteratura,
Apenas um microssatélile encontrado continha mais de 20 repetlicdes
seglencials perfeitas, e boa parte dos outros podiam ser consideradons peguenos,
com menos de 12 pares de base, Existe forte consideragéo para o fato de que forgas
svoluiivas podem-Imitar o taranho-dos microssatélites e gue ha consideravels
varidactes nos tamanhos dos microssatélites de diferentes espécies {(Schittierer

2000). sso node ocomer devido a variactes na eficiéncia do sistema de reparo entre

og diferenies laxa. Dutra possibili

af

s de repelicio no genoma & & organ

v podlern ser selecionadss

CTHE THAD

negativamente (L1 et al 2002). Também, &

thiranis © seqlk

ararn wulo sxiEnss,

ol 0t 1) ;&:ﬁ%ﬁ%%ﬁ & exisie a possibiidade de ter side fomecido balka

g

?*’J Lt




microssatelites apresentados agul podem ser polmdrficos conr poucos - alelos e
passivels de ubllizacdo em tabaihos. Merdinogiu et gl (2005 isolou uma gran

guantidade de locos polimdrficos para Vills vinlfera L., com biblicteca ennguecida
para CT/AG e CAF %é“

e muitos se apresentavam peguenos, mas polimdrficos
Exemplo pode ser dado nos casos dos locos VWNEGT, com tema (CT)ys, 2 § alelos e

W7D, com tema {6 B oalos  dentificadoes, semelhanies aos emas

dentficados neste trabalho de disseriacdo. Em um trabaiho com uma

arborea s Amar

{(Manitkara huberi -~ 5

potacesas) locl com

dinuctestidens com wariacio de 11 a 23 reps 5 Iverarn uma

alalos

soptaches.

ropoEits

aplicacao

para

tahan

aEnc O




Cabe julgar o8 prés ¢ vontras de cada eslralegia, conjugados com o gue esta maig

e
pesguisador,

proximamente disponivel a2 um




Perspectivas

Os inicladores propostos 18 foram construidos e brevemente serdo iestados
gquanto a padronizecit da POR, de scordo com gquaniidade ulilizada do micador,
temperaturas de anslamento e vadlagbes do ciclo de reagdo.

Amostras de DNA de - individuos sm diferenties populacbes da espécie D
migra, diglribuidos do sul da Bahia até S&o Paulo, j8 se encontram extraidas no

laboratorio.  Apds A Hrgfw«a de alelos e

heterozigozidade esp

de Fopulacs

it de compreender




& CONCLUSAD

Tendo em consideracée vs resultados oblidos e a discusslo apresentada,

podemos conclulr que a metodologia, mesmo considerada muilas vezes pela
iteratura como insdeguada para plantas, Tol eficaz no wolamento de difersntes Hpos

te microssatelites para a espécie Dalbergia nigra,
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