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RESUMO

O presente trabalho apresenta os resultados referentes a otimizacdo de um protocolo
para a extracdo de DNA a partir de aciculas de plantas adultas de Araucaria
angustifolia e critérios para o armazenamento e conservacdo do material vegetal, além
da otimizagdo e adaptacao de protocolos para as técnicas RAPD e AFLP, bem como o
teste de transferibilidade de iniciadores para marcadores microssatélites de Pinus sp
para A. angustifolia. A capacidade informativa destes marcadores para andlise da
diversidade genética de A. angustifolia foi testada em uma populacio natural do Parque
Ecolégico Municipal de Lages/SC, a qual ja havia sido estudada com marcadores
isoenzimaticos e RFLP-PCR. Observou-se que o acondicionamento e armazenamento
das aciculas é um fator crucial para a qualidade do DNA extraido. A quantidade de
DNA obtido nas extra¢des variou entre 66 a 400 pg por grama de tecido, com um valor
médio de 147,3 ug para os materiais acondicionados em silica gel. Materiais
acondicionados em caixas térmicas com gelo resultaram em DNA com qualidade
inferior, com uma média de 137,3 ng. Materiais armazenados por até trés meses a —
20°C resultaram em menor quantidade de DNA, com qualidade inferior. O protocolo
otimizado resultou em DNA com baixa contaminacdo por proteinas, com razao
ODy60/ODygy entre 1,7 e 2,0 em 80% das amostras analisadas. Com o protocolo
otimizado para a técnica RAPD, 10% dos iniciadores utilizados revelaram polimorfismo
quando testados em individuos de duas populacdes, todavia, apenas 7,5% revelaram
polimorfismo quando somente a populacdo de Lages foi analisada. Os seis iniciadores
utilizados revelaram 18 bandas polimérficas. O protocolo adaptado para a técnica AFLP
possibilitou um nimero varidvel de bandas polimorficas, entre nenhuma e 29 bandas,
dependendo da combinag¢do de iniciadores utilizada. Dentre 29 iniciadores para
marcadores microssatélites testados, somente dois geraram produtos amplificados em A.
angustifolia, sem, no entanto serem utilizados para a andlise da diversidade genética da
populacdo, devido a caracteristica das bandas. A andlise da diversidade genética da
populacdo foi realizada a partir de 18 marcadores RAPD, 62 marcadores AFLP e com
os 80 marcadores agrupados. A diversidade genética estimada pelo indice de Shannon
foi de 0,53, 0,54 e 0,54, respectivamente. Os dendogramas de similaridade genética
gerados também apresentaram grande coeréncia entre as trés situagdes testadas. O nivel
de diversidade genética estimado com esses marcadores foi superior aquele obtido com
marcadores isoenzimaticos e RFLP-PCR utilizados anteriormente por outros
pesquisadores. Os resultados obtidos neste trabalho levam a conclusdo que o
armazenamento das folhas e o processo de extracdo do DNA sdo cruciais para o sucesso
de estudos utilizando marcadores baseados na andlise direta do DNA e confirmam a
hipétese de que marcadores RAPD e AFLP sido poderosas ferramentas para estudos
genéticos em A. angustifolia, devido a sua capacidade de acessar aleatoriamente, amplas
regides gendmicas. J4 o baixo nivel de transferibilidade de iniciadores microssatélites
deve-se, provavelmente, a grande distancia taxondmica entre as espécies utilizadas no
estudo, caracterizando a necessidade do desenvolvimento de iniciadores para regides
microssatélites especificos para A. angustifolia.
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ABSTRACT

This work displays the outcomes concerning the DNA extraction protocol optimization
from Araucaria angustifolia leaves, and the storage and conservation rules of plant
material, besides the optimization and adaptation protocols for the RAPD and AFLP
techniques, as well as the conveyance capability test of microssatellite marker primers
from Pinus sp to A. angustifolia. These markers informative capability for the A.
angustifolia genetic diversity analysis was tested in a natural population of the Municipal
Ecological Park of Lages/SC, which had been studied with isozyme and PCR-RFLP
markers. The leaves storage and conditioning was identified as a crucial factor for the
extracted DNA quality. The achieved DNA amount from the extractions varied between 66
to 400 pg per tissue gram, with an average value of 147,3 ug for the silica gel conditioned
materials. Conditioned materials in boxes with ice brought lower DNA quality, with an
average value of 137,3 ug. Three-month stored materials at -20°C resulted in a lower
amount of DNA and quality. The optimized protocol caused DNA with low protein
contamination with an OD,¢/OD,gp rate betweenl.7 and 2.0 in 80% of the analyzed
samples. Because of the protocol optimization for the RAPD technique, 10% of the used
primers displayed polymorphism when tested in individuals from two populations.
Nevertheless, only 75% unfolded polymorphism when the Lages population was analyzed.
The six used primers showed 18 polymorphic bands. The AFLP technique adapted
protocol generated a variable number of polymorphic bands, between none and 29 bands,
depending on the used primers combination. Among 29 primers for the microsatellite
tested, only two originated A. angustifolia broadened products, notwithstanding, without
being used for the population genetic diversity analysis due to the bands features. The
population genetic diversity analysis was carried out from 18 RAPD markers, 62 AFLP
makers and the 80 clustered markers. The Shannon index estimated genetic diversity was
0.53, 0.54 e 0.54, respectively. The genetic similarity generated dendograms showed,
moreover, great coherence among the three tested circumstances. The genetic diversity
level estimated through these markers was higher than the one obtained from PCR-RFLP
(Shannon index H=0) and isozyme markers (Shannon index H=0,29) used by other
researchers. The achieved outcomes from this work lead to the conclusion that the leaves
storage and extraction process are vital for the successful studies using DNA direct
analysis based markers and confirm the hypothesis that the RAPD and AFLP are powerful
tools for the A. angustifolia genetic studies, due to its capability to randomly access broad
genomic regions. Yet, the low conveyance capability level of microsatellite primers is
likely due to the great taxonomic gap among the species studied, featuring the markers
development need for the A. angustifolia specific microsatellite regions.
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1. INTRODUCAO

A Floresta Ombroéfila Mista ou Floresta de Araucéria (Guerra et al., 2002) € uma
importante formacdo vegetal componente da Mata Atlantica, no Sul do Brasil. Nesta
formacdo vegetal, a Araucaria angustifolia € a principal espécie vegetal encontrada,
dominando o estrato superior da mata e consorciada com diversas espécies vegetais, como
Ocotea porosa (imbuia), llex paraguariensis (erva-mate), Nectandra lanceolata (canela-
lageana) e Ocotea pretiosa (canela-sassafras) (Klein, 1978).

Originalmente com ampla distribuicao nos trés Estados da Regido Sul do pais, a
Floresta de Araucdria foi gradativamente cedendo lugar aos campos, reflorestamentos com
espécies exoticas e lavouras diversas. Atualmente, estima-se entre 2 € 4% o remanescente
da drea original (Guerra et al., 2002), distribuida de forma fragmentada e isolada.

Um dos principais fatores causadores do desaparecimento da A. angustifolia de seu
habitat natural € seu alto valor econdmico, explorado por diversas indudstrias madeireiras e
papeleiras. Em func¢do desta exploracdo, pode-se prever que houve reducdo da diversidade
genética original dessa espécie. Porém, pouco se conhece sobre o quanto dessa diversidade
ainda existe.

O conhecimento existente sobre a diversidade genética atual dos remanescentes de
araucaria € proveniente de estudos desenvolvidos com marcadores morfolégicos e
isoenzimaticos. Além de escassos, esses estudos apresentam limitagdes inerentes as
técnicas utilizadas, como a interferéncia ambiental nos marcadores morfolégicos e o baixo
nimero de locos acessados pelas isoenzimas.

Ferramentas que permitem a andlise direta da molécula de DNA, acessando de
maneira aleatéria uma ampla regido gendmica, foram desenvolvidas nas udltimas duas
décadas, sem, no entanto terem sido empregadas de maneira efetiva para estudos genéticos
desta importante espécie florestal.

O presente trabalho apresenta a otimizagdo de protocolos para extragdo de DNA,
para marcadores moleculares RAPD e AFLP e resultados referentes ao teste de
transferibilidade de iniciadores para marcadores microssatélites de Pinus spp para
Araucaria angustifolia, além de uma comparagcdo da capacidade informativa entre estes

marcadores e a técnica de analise de isoenzimas.
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2. JUSTIFICATIVA

Classificada como vulnerdvel na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira
Ameacada de Extingdo, pela Portaria 37-N/92 (IBAMA, 2002), a Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze. deve esta condi¢do a exploragdo desordenada promovida desde o final do
século XIX e a expansdo de fronteiras agricolas no Sul do Brasil. A principal causa dessa
exploragdo € o alto valor de sua madeira, devido a qualidade para a fabricacdo de méveis e
construcgao civil, além de suas fibras, que apresentam excelente qualidade para a producao
de papel e celulose.

Na década de 1970, a Floresta de Araucdria do Sul do Brasil (Floresta Ombréfila
Mista) foi considerada a regido mais importante para a economia florestal e madeireira do
pafs. A araucdria correspondia, na época, a 90% de cerca de um milhdo de m’® de madeira
exportada pelo pais (Hueck, 1972). Essa exploracdo, mais intensa no periodo de 1950 a
1970, causou grande perda de parte da diversidade genética nas populagdes naturais de
araucdria, reduzidas a fragmentos de tamanhos varidveis.

Para a espécie humana, a arvore € considerada simbolo das regides em que é
encontrada, sendo motivo de inspiracao para festas, musicas, poesias e lendas.

Além do valor econdmico e cultural, a araucdria tem uma importante fungdo
ecoldgica na Floresta Ombrofila Mista, sendo responsavel pela producdo de alimento para
diversos mamiferos e aves, como bugios, cutias, gralhas e papagaios (Reitz e Klein, 1966)
e criando ambientes propicios ao desenvolvimento de dezenas de espécies vegetais em seu
caule e galhos e na regido sombreada por sua copa (Mattos, 1994).

A acentuada fragmenta¢do dessas populagdes provoca alteracdes na dinamica de sua
regeneragdo e reprodugdo, além da erosdo da variagdo genética e aumento da divergéncia
genética entre populacdes através da deriva genética, endogamia e redugdo do fluxo gé€nico
(Shimizu et al., 2000; Auler et al., 2002). O aumento da endogamia e da deriva genética
pode ainda gerar fragilidade nas novas geracOes, por promover o aparecimento de genes
deletérios.

Apesar de certas procedéncias serem capazes de apresentar um incremento médio
anual superior a 20 m°>/ha/ano (Guerra et al., 2002), as poucas tentativas de reflorestamento
promovidas com A. angustifolia tém apresentado resultados pouco atrativos no que diz
respeito ao seu crescimento e um dos fatores limitantes pode ser o pouco conhecimento
relacionado a genética dos ecotipos especificos de cada regido geogréfica (Guerra e Reis,

1998; Hampp et al., 2000).
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Em funcdo de sua importancia e pelo alto grau de degradacdo das matas de
araucaria, o desenvolvimento de técnicas de estudos da diversidade genética de A.
angustifolia é de grande relevancia, pois pode auxiliar significativamente em dois grandes
programas: (i) de conservagdo, que envolve a preservacdo, recuperacao e manejo dessas
matas e (ii)) de melhoramento genético, que envolve a selecdo de combinagdes alélicas
adaptadas aos diversos ambientes para fins de reflorestamento. Contudo, € crucial que
essas técnicas permitam o acesso a diversidade genética das populacdes de araucdria, de
forma rapida e eficiente.

Os estudos existentes sobre a diversidade genética de populacdes naturais de
araucdria no Brasil t€m sido realizados basicamente a partir de marcadores morfoldgicos
(Reitz e Klein, 1966), em testes de procedéncia e progénie (Shimizu e Higas, 1980,
Kageyama e Jacob, 1980, Monteiro e Spelz, 1980; Fahler e DilLucca, 1980) e com
marcadores isoenzimadticos (Shimizu et al., 2000; Auler et al., 2002; Mantovani et al.,
2002).

Os avancos da biologia molecular permitem a identificacio de marcadores em
diferentes partes de regides genOmicas, através da andlise direta da molécula de DNA. Seu
uso pode possibilitar em um curto espaco de tempo a avalia¢do da diversidade genética de
populagdes naturais, notadamente aquela de valor ndo adaptativo.

Neste sentido, a defini¢do de um protocolo rdpido para a extracio do DNA a partir
de folhas e a padronizacdo de técnicas RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e microssatélites para araucdria sao
extremamente importantes para que se possa desencadear os programas anteriormente
citados, de conservagdo e melhoramento genético da espécie. A combinacido de marcadores
morfolégicos com a andlise direta do DNA permite uma melhor compreensdo da
organizacdo da diversidade genética e conseqiientemente contribui para a estruturagdo de
estratégias de manutencdo de dreas naturais com individuos mais produtivos

economicamente ou que apresentem quaisquer outras caracteristicas de interesse.



15

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:
Adaptar e otimizar protocolos de marcadores moleculares e avaliar
comparativamente a eficiéncia informativa destes na andlise da diversidade genética de

uma populagdo de Araucaria angustifolia.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Definir um protocolo para a extragdo de DNA total a partir de folhas, obtendo um
material de alta qualidade.

e Otimizar um protocolo da técnica RAPD.

e Adaptar um protocolo da técnica AFLP.

e Testar a transferibilidade de iniciadores para a amplificacio de seqiiéncias
microssatélites de Pinus sp para Araucaria angustifolia.

e Realizar uma comparagcdo relativa dos indices de diversidade dos marcadores
isoenzimaticos, RAPD, AFLP e microssatélites em uma populacdo natural de

Araucaria angustifolia.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. HABITAT E CARACTERISTICAS BOTANICAS DA ARAUCARIA

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze, é a tunica espécie nativa representante da
Familia Araucariaceae no Brasil (Marchiori, 1996; Guerra e Reis, 1998). O género
Araucaria, por sua vez, ¢ composto por dezenove espécies, exclusivas do hemisfério Sul,
sendo duas espécies oriundas da América do Sul e as demais, da regido Sudoeste do
Pacifico (Nikles, 1980).

Popularmente conhecida como pinheiro-brasileiro, pinheiro-do-parand ou
simplesmente araucdria, essa espécie € encontrada em uma vasta drea no planalto sul-
brasileiro, em regides acima de 500 m entre 18 e 30° de latitude Sul, com predominéincia
nos Estados do Sul do Brasil e alguns pontos descontinuos no Sudeste, além de pequenas
manchas existentes na Argentina, (extremo nordeste) e no leste do Paraguai. No Brasil, sua
area original de cerca de 20 milhdes de hectares, distribuia-se em seis Estados, da seguinte
forma: 40% no Parand, 31% em Santa Catarina, 25% no Rio Grande do Sul, 3% no sul de
Sédo Paulo, e 1% em areas elevadas no sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro (Reitz e Klein,
1966; Hueck, 1972; Reitz et al., 1979; Mattos, 1994).

Nos Estados da regido Sul, onde mais se adensam os pinhais, o clima predominante
varia do sub-tropical ao temperado, com temperaturas médias de 20°C a 21°C no verdo e
10°C a 11°C no inverno e precipitacdo média entre 1500 e 1750 mm anuais, com variagoes
extremas entre 1300 e 3000 mm anuais (Reitz e Klein, 1966).

Quando vistas ao longe, as florestas de araucdria apresentam uma aparéncia
homogénea, contudo, as mesmas sdo extremamente heterogéneas em virtude de suas sub-
matas, podendo ser classificadas em duas sub-formacdes vegetais: a Floresta dos Pinhais,
onde prevalecem os pinheiros de grande porte com sub-matas densas bem desenvolvidas e
a Floresta dos Faxinais, que apresenta pinheiros de menor porte e esparsos, com sub-mata
baixa e pouco densa (Klein, 1978).

A 4rvore jovem de pinheiro brasileiro apresenta copa cOnica, com ramos primarios
cilindricos, curvos para cima, os inferiores maiores que os superiores. Arvores adultas
apresentam a copa em forma de taca, com tronco geralmente cilindrico e reto, raramente
ramificado, coberto por casca grossa e resinosa, com espessura de até 15 cm. A arvore
adulta pode atingir de 30 a 50 metros de altura e de 150 a 250 centimetros de diametro na

altura do peito (DAP) (Reitz e Klein, 1966; Reitz et al., 1979).
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As folhas verticiladas, encontradas concentradas na porcao terminal dos galhos,
medem cerca de 15-80 mm de comprimento e 6-35 mm de largura, possuem numerosas
nervuras finas estendendo-se da base ao dpice, sem nervura central (Reitz e Klein, 1966;
Goldberg e Smith, 1975).

A Araucaria angustifolia apresenta-se com darvores didicas, porém, exemplares
mondicos ocorrem raramente, com producdo alternada anualmente de cones masculinos e
femininos; plantas masculinas que passam a produzir cones femininos ou a produ¢do, na
mesma arvore, de cones masculinos e femininos (Reitz e Klein, 1966).

Os estrobilos masculinos coniformes, axilares ou terminais, medem de 50 a 100 mm
de comprimento € 13 a 19 mm de largura, com escamas formadas por vdarias anteras
pendentes. Os cones femininos sdo formados por até 200 escamas, com um 6vulo por
escama. Essas escamas, quando maduras (o pinhao) se desprendem do cone, com excecao

ocorrendo para a variedade indehiscens (Reitz e Klein, 1966; Goldberg e Smith, 1975).

4.2. IMPORTANCIA ECONOMICA E CULTURAL DA A. angustifolia

Além da indiscutivel importancia ecoldgica da A. angustifolia, esta espécie apresenta
uma crucial contribuicdo para os aspectos econdmico e cultural nas regides de sua
ocorréncia.

Sua madeira possui alto valor comercial tanto no mercado interno, quanto para
exportacdo. Estima-se em 15 milhdes de m’ a quantidade de madeira de araucdria
exportada entre os anos de 1958 e 1987 (Guerra et al., 2002). Durante o Ciclo da Madeira
na regido Sul do Brasil, as toras da araucdria eram comercializadas objetivando
principalmente, a obtencdo de madeira para tabuados, vigamentos, pranchdes, caixas,
moveis, cabos de vassouras e ferramentas, palitos de dentes e de fésforos, fabricagdo de
compensados, caixas de ressondncia para pianos, tacos de nds, mourdes e telhas de
tabuinhas (Guerra et al., 2002).

Segundo Guerra et al. (2002), a alta qualidade de suas fibras longas levou a
utilizacdo da araucdria para fabricacdo de pasta mecénica, celulose e papel, além de
matéria plastica, 12 e seda artificial.

A resina exsudada pela casca das arvores de araucéria era utilizada na fabricacdo de
vernizes, terebentina e outros produtos quimicos (Guerra et al., 2002), além das
propriedades medicinais atribuidas a esse produto, utilizado ainda hoje, no tratamento de
reumatismo. Também as folhas jovens sao utilizadas para a producdo artesanal de xarope

para o combate de bronquites.
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O comércio do pinhdo nas margens de rodovias ou nos mercados é também uma
importante fonte de renda para a populagdo de regides onde os remanescentes de araucdria
persistem (Guerra et al., 2002).

Além de alimentar representantes da fauna local, o pinhdo é muito apreciado na
culindria regional. No municipio de Lages, estado de Santa Catarina, desde 1988 realiza-se
anualmente a Festa Nacional do Pinhdo, tendo como principais atrativos as apresentacoes

culturais e os diversos pratos preparados com pinhao.

43. MARCADORES MOLECULARES NA ANALISE DA DIVERSIDADE
GENETICA DE A. angustifolia

Uma caracteristica capaz de detectar diferencas entre dois ou mais individuos ou
organismos pode ser considerada um marcador genético, desde que seja transmitida pelos
pais para as progé€nies e que permita a andlise de similaridades e diferencas entre
individuos. Assim, podemos considerar como marcador genético, toda caracteristica
fenotipica proveniente da expressio de um gene (marcadores morfologicos e
isoenzimaticos) ou qualquer segmento de DNA expresso ou ndo (marcadores moleculares
ou de DNA).

Apesar de apresentarem resultados que possibilitam a analise da diversidade e a
vantagem de indicar o valor adaptativo dos gendtipos em um determinado ambiente,
caracteristicas morfologicas sao em geral altamente influenciadas por fatores ambientais,
além de suscetiveis a pleiotropia e controle por varios genes simultaneamente. Outro fator
limitante desses marcadores é que, em alguns casos, somente podem ser avaliados na
planta apds vérios anos de seu desenvolvimento em campo (Alfenas et al., 1991; Shimizu
et al., 2000).

Os marcadores isoenzimdticos sdo uma importante ferramenta para os estudos
genéticos, obtidos através de uma técnica simples, acessivel e de custo relativamente
baixo. Essa técnica permite analises diretas pela identificacdo das bandas em um gel.
Contudo, esses marcadores permitem acessar somente uma baixa parcela do genoma,
identificando um pequeno nimero de locos e um baixo nimero de alelos por loco (Ferreira
e Grattapaglia, 1998).

Dessa forma, a utilizacdo de marcadores genéticos baseados na andlise direta do
DNA ¢ indicada para complementar ou substituir estudos desenvolvidos com marcadores

morfolégicos e isoenzimaticos. Alteracdes da molécula de DNA podem ser detectadas
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através de técnicas que identifiquem variacdo no comprimento ou a presenca/auséncia dos
fragmentos de DNA revelados em um gel.

Marcadores moleculares baseados na andlise direta da molécula de DNA surgiram
com a utilizagdo da técnica RFLP ou polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo por Botstein et al. (1980). Esta técnica consiste na clivagem da molécula de DNA
com enzimas de restricdo e andlise do padrdo de bandas formado apds eletroforese,
hibrida¢do com sondas radioativas e autoradiografia em filme de raios-X. Essa técnica gera
dados altamente consistentes, porém ¢ bastante trabalhosa e exige a utilizacdo de grande
quantidade de DNA altamente purificado. Com o desenvolvimento da técnica de
amplificacdo de segmentos de DNA, pela reacdo em cadeia da polimerase ou PCR (Mullis
et al., 1986), um novo horizonte se abriu para o desenvolvimento de marcadores
moleculares, partindo-se de pequena quantidade de material e sem a necessidade de DNA
altamente purificado. Neste método in vitro, a sintese de 4cido nucléico possibilita a
replicagdo de um segmento especifico de DNA, com alta especificidade (Mullis e Faloona,
1987).

A partir da técnica de PCR, foram desenvolvidos, entre outros, marcadores
moleculares baseados na amplificacdo de seqii€éncias microssatélites (Litt e Luty, 1989;
Weber e May, 1989), marcadores baseados no polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(Williams et al.,, 1990; Welsh e McClelland, 1990) e marcadores baseados no
polimorfismo de fragmentos amplificados (Vos et al., 1995).

Estudos relacionados a diversidade genética de A. angustifolia comecaram a ser
desenvolvidos na década de 1970, em funcdo da importancia econdmica e ecoldgica desta
espécie e a forte pressdo extrativista, exercida principalmente pelas inddstrias madeireiras.

Marcadores morfolégicos foram utilizados em testes de procedéncia e progénie,
para a caracterizacdo do desenvolvimento de plantas de araucdria, relacionando as
condi¢cdes edafoclimdticas e geograficas das regides de origem das sementes e de
germinacdo e crescimento das mesmas, buscando a caracterizagdo de ecotipos especificos
para esta espécie (Shimizu e Higas, 1980, Kageyama e Jacob, 1980, Monteiro e Spelz,
1980; Fahler e DiLucca, 1980). Todavia, apesar da importancia préitica dos dados gerados
por estes trabalhos, esse tipo de estudo € demasiadamente demorado, tornando-se dificil a
andlise da diversidade genética de muitas populagdes naturais de araucéria.

Marcadores isoenziméticos t€m sido o principal recurso gerador de informacgdes a
respeito da diversidade genética em populacdes naturais de A. angustifolia. Essa técnica

tem permitido caracterizar desde populacdes que ndo se encontram em equilibrio de
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panmixia, mas apresentam alto nimero de locos polimérficos (Shimizu et al., 2000) a
populagdes naturais em total equilibrio de panmixia (Mantovani et al., 2002), além de
diferencas nos indices de diversidade, relacionadas ao estado de conservacdo dos
fragmentos estudados (Auler et al., 2002).

Mesmo com o advento das técnicas de andlise direta do DNA, poucos trabalhos de
andlise da diversidade genética em populacOes naturais de araucdria t€m registrado a
utilizacdo destes marcadores. Pode-se citar a utilizacio de marcadores RAPD (Mazza,
1997), marcadores PCR-RFLP (Schlogl, 2000) e uma tentativa de caracterizacdo de
marcadores microssatélites (Hampp et al., 2000).

A vantagem da utilizacdo de marcadores moleculares na andlise da diversidade
genética em populagdes de A. angustifolia esta relacionada com a capacidade destes
marcadores em acessar uma maior diversidade, devido a cobertura de uma ampla regido
genOmica, que inclui segmentos nao codificantes de DNA, os quais ndo sio acessados com
marcadores morfolégicos ou isoenzimdticos. Como as seqiiéncias de DNA ndo
codificadoras ndo sofrem pressdo direta de forcas evolutivas como a selecdo natural, os
marcadores baseados nessas regides podem ser considerados praticamente neutros. Além
disso, marcadores moleculares sao identificados em grande quantidade e de forma
extremamente rdpida, quando comparados a marcadores morfolégicos e isoenziméticos.
Esses dois aspectos sdo uma importante vantagem para trabalhos que envolvem um grande

numero de individuos a serem analisados, como estudos de diversidade genética.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. EXTRACAO DE DNA TOTAL DE FOLHAS DE Araucaria angustifolia

MATERIAL VEGETAL - folhas de plantas adultas de popula¢gdes naturais do Parque de
Campos do Jordao - Instituto Florestal do Estado de Sao Paulo (100 amostras) e do Parque
Ecolégico Municipal Jodo J. T. C. Neto — Prefeitura do Municipio de Lages/SC (30
amostras) foram coletadas, acondicionadas em silica gel ou em caixas térmicas com gelo e
transportadas até o laboratério. Parte das amostras foi mantida a —20° C por um periodo de
uma semana a trés meses, até o momento da extracdo. Outra parte do material foi

submetida a extracdo imediatamente apds a chegada ao laboratoério.

EXTRACAO DO DNA - Os protocolos descritos por Murray e Thompson (1980), Hattori
et al. (1987), Rogers e Bendich (1988), Doyle e Doyle (1990), Cheng et al. (1997),
Ferrreira e Gratappaglia (1998) e Romano e Brasileiro (1999) foram testados (com exce¢dao
das etapas de centrifugacdo em gradiente de cloreto de césio e cromatografia citada em
alguns protocolos) e, posteriormente, um protocolo padrao foi definido e otimizado para a
extragdo de DNA a partir de folhas de plantas adultas de A. angutifolia. Para a defini¢do do
protocolo de extracdo, foram testadas: concentracoes de 0, 1 e 2% de PVP
(polivinilpirrolidona); a utilizagdo de PVP ou PVPP (polivinilpolipirrolidona); 1, 2 ou 3
lavagens com CIA (cloroférmio:alcool isoamilico - 24:1); lavagem com solucdo CTAB
10% (CTAB 10%; NaCl 1,4 M); lavagem com solu¢do de NaCl 1 M; tratamento com
RNAse nos passos iniciais da extracdo ou na etapa de diluicio do DNA em tampao TE
(tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM); e utilizagdo de material desidratado sob vacuo

em silica gel.

QUANTIFICACAO E ANALISE DA QUALIDADE DO DNA - O DNA extraido foi
resolvido em eletroforese com gel de agarose 0,8% (Gibco) corado com solucdo de 0,02%
de brometo de etideo (Sigma), visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (Sigma
T2202), conforme descrito por Sambrook et al. (1989) e fotografado com filme polaroid
preto e branco. A quantidade de DNA obtido para cada amostra foi estimada pela
comparagdo com DNA de fago Lambda (Pharmacia) com concentra¢gdes conhecidas de 20,

50, 100 e 200 ng/uL. A leitura em espectrofotdometro (Shimadzu UV-1200) em 260 e 280
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nm foi realizada para determinar a pureza das amostras frente a contaminagcdo por

proteinas, através da relacio OD;40/OD3sp.

PROTOCOLO DEFINIDO PARA A EXTRACAO DE DNA DE FOLHAS DE A.
angustifolia — 0,15 g de folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas em
gral de porcelana, até obter um p6 fino. Imediatamente, acrescentou-se 1,5 mL de tampao
de extragdo [CTAB 2% (Gibco BRL); NaCl 1,5 M (Vetec); EDTA 20 mM (Synth); Tris-ClI
pH 8,0 100 mM (Sigma); PVP 2% (Sigma); 2-mercaptoetanol 1% (Sigma)] a 60°C. O
material foi dividido em 2 tubos eppendorf de 2 mL e mantido em banho-maria (60°C) por
40 a 60 min, invertendo-se a cada 15 min. para homogeneizar. Depois de decorrido o
tempo, os tubos foram deixados sobre a bancada para esfriar e acrescentou-se 600 UL de
CIA [cloroférmio (Nuclear):dlcool isoamilico (Nuclear) 24:1], homogeneizando o material
por inversdo, durante 3 min. Apds este procedimento, centrifugou-se os tubos a 13.000
RPM por 5 min. e o sobrenadante foi transferido para 2 novos tubos eppendorf de 2 mL.
Acrescentou-se 5 UL de RNAse A, com concentracdo de 10 pg/mL (Sigma), seguido de
homogeneizacdo. Apds essa etapa, o material foi mantido na estufa a 34°C por 40 min.
Acrescentou-se entdo 600 pL de CIA, homogeneizando por 3 min. e centrifugando a
13.000 RPM por 5 min. O sobrenadante foi transferido para dois tubos eppendorf de 1,5
mL, acrescentando 50 pL de solucdo de CTAB 10% [CTAB 10% (Gibco BRL); NaCl 1,4
M (Vetec)] a 60°C. Apds a homogeneizagdo, adicionou-se 600 pL de CIA, invertendo por
3 minutos e centrifugando a 13.000 RPM por 5 min. Transferiu-se o sobrenadante para 2
novos tubos eppendorf de 1,5 mL, adicionando 2/3 do volume de isopropanol (Nuclear) —
20°C. O material foi deixado em freezer a —20°C por 30 min. e posteriormente
centrifugado a 7.000 RPM por 5 min. Apds descartar o sobrenadante, acrescentou-se 1 mL
de etanol 95% (Nuclear) ao precipitado, que foi mantido a —20°C por 10 min. O material
foi centrifugado a 8.000 RPM por 5 min. e o sobrenadante foi descartado, deixando o
precipitado secar a temperatura ambiente. Ao DNA, adicionou-se 100 uL de TE [Tris-Cl
10 mM, pH 8,0 (Sigma); EDTA 1 mM (Synth)], mantendo a temperatura ambiente por 12-

16 horas e armazenando a -20°C, até o momento do uso.

5.2. OTIMIZACAO DO PROTOCOLO PARA MARCADORES RAPD

MATERIAL VEGETAL - O DNA de quatro plantas da populacdo de Lages e de quatro

plantas da populacdo de Sdo Paulo foi selecionado aleatoriamente entre as amostras
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extraidas e utilizado para a selecdo dos iniciadores polimérficos. O DNA de todas as

plantas foi extraido utilizando o protocolo definido para A. angustifolia.

REACOES DE AMPLIFICACAO - Partindo-se do coquetel descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1998), realizou-se a otimizacao da técnica, testando diferentes concentragdes
de magnésio (2,5; 3,8 e 5,0 mM), de iniciadores (0,4 € 0,6 uM), de dNTPs (0,2 e 0,4 mM)
e de DNA (0,8, 1,2, 1,5 e 2,0 ng); e a presenca ou ndo de BSA (0,8 mg/mL). O programa
de PCR foi otimizado partindo-se do programa descrito por Mazza (1997), testando
diferentes tempos para desnaturacdo do DNA (30 s, 45 s ou 1 min.), para anelamento dos
iniciadores (30 s, 45 s ou 1 min.) e para a extensdo da cadeia de DNA pela enzima DNA-
polimerase (1, 1,5 ou 2 min.); a temperatura para o anelamento dos iniciadores (35, 40 ou
45°C); 30 ou 35 ciclos com a mesma temperatura de anelamento (Ty,) (35, 40 ou 45°C);
trés ciclos com Ty, de maior estringéncia (40 ou 45°C), seguido de 30 ciclos com T,, de
menor estringéncia (35°C); e trés ciclos com T, de menor estringéncia (35 ou 40°C),
seguido de 30 ciclos com Ty, de maior estringéncia (45°C). Apds a padronizacgdo da reacdo
de amplificagdo, oitenta iniciadores de 10 bases (kits A, C, F e AN da Operon
Technologies) foram testados para a identificacdo de marcadores polimorficos. As reacdes

de PCR foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.).

VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DA AMPLIFICACAO - os produtos da
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (Invitrogen) corado
com brometo de etideo 0,02% (Sigma), em cuba de eletroforese submersa (Pharmacia),
com tampao de cuba TBE 1X [tris-Cl 20 mM (Synth); 4cido bérico 2 M (Nuclear); EDTA,
20 mM (Synth)]. Apds a eletroforese, as bandas foram visualizada sob luz ultravioleta
(Sambrook et al., 1987) e fotogratadas com filme polaroid preto e branco. Também foi
realizada eletroforese em gel nao desnaturante de 3,5% de poliacrilamida [bis-acrilamida
1% (Sigma); acrilamida 29% (Sigma)], em cuba vertical modelo SA32 (Life
Technologies), com corrente elétrica constante de 2 V/em? (Sambrook et al., 1989) e
visualizac¢do das bandas apds coloracdo com nitrato de prata.

Para a coloragdo dos géis com nitrato de prata, foram testados o protocolo descrito
por Dantas (2002) e o protocolo descrito por Caetano-Anollés e Gresshoff (1994). O
primeiro protocolo baseia-se na fixacdo do DNA com solucdo de 4cido acético 0,5% +
etanol 5% por dez min. e com &cido nitrico 1% por trés min.; impregna¢do com solugdo de

nitrato de prata 0,2% por trinta minutos; revelacdo com solu¢ao de carbonato de sédio 3%
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+ formaldeido 0,2% e finaliza¢do da revelagdo com solugdo de 4cido acético 5%. Entre
cada etapa, o gel € lavado durante 20 segundos com dgua destilada. O segundo protocolo
utiliza solu¢do de acido acético 7,5% para a fixagdo do DNA, por 20 min.; impregnagao
com solug¢do de nitrato de prata 0,15% + formaldeido 0,056% por trinta minutos; revelacao
com solucdo de carbonato de sédio 3% + formaldeido 0,056% + tiosulfato de sédio
400ug/L e finalizagdo da revelacdo com solucdo de acido acético 7,5% a 4°C. Apds a
fixagdo do DNA, o gel € lavado trés vezes com agua destilada, por dois minutos cada e
apds a impregnacao com prata, € lavado uma vez por 20 segundos.

Ap6s a coloragcdo dos géis com prata, os mesmos foram avaliados visualmente sob

transiluminador de luz branca e registrados por meio de fotografia digital ou escaneados.

5.3. ADAPTACAO DO PROTOCOLO PARA MARCADORES AFLP

MATERIAL VEGETAL - O DNA de duas plantas da populag¢do de Lages e de uma planta
da populagdo de Sao Paulo foram selecionadas aleatoriamente entre as amostras extraidas e
utilizado para a otimizacdo das reacdes AFLP. O DNA de todas as plantas foi extraido

utilizando o protocolo definido para A. angustifolia.

REACOES DE AMPLIFICACAO - As reagdes de AFLP, conforme descrito por Vos et al.
(1995), foram desenvolvidas utilizando-se o kit AFLP® Analysis System I (Life
Technologies®). Apds a digestdo com as enzimas EcoRI e Msel e ligacao dos
oligonucleotideos adaptadores, o DNA foi amplificado utilizando iniciadores com uma
base seletiva (EcoRI-A e Msel-C) (pré-amplificacdo). Apds essa etapa, o DNA pré-
amplificado foi diluido e amplificado utilizando iniciadores com trés bases seletivas
(EcoRI-NNN e Msel-NNN). Iniciadores EcoRI-NNN foram utilizados sem a dilui¢do
recomendada pelo fabricante. Para a restricio enzimdtica, foram testados dois
procedimentos (2 h a 36°C e 12 horas a temperatura ambiente); a ligagdo dos adaptadores
foi por 2 h a 20°C; o volume das reagdes de pré-amplificacdo foi testado para 25 ou 50 uL;
e a diluicdo testada para o DNA pré-amplificado foi de 1:25 e 1:50. Para os iniciadores,
cada N corresponde a uma base nitrogenada: A, C, T ou G. As reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.), utilizando os programas
descritos no manual do kit. Todo o processo foi otimizado utilizando os iniciadores

EcoRI+AAC e EcoRI+AGC, combinado com os iniciadores Msel-CNN. As 48



25

combinacdes de iniciadores restantes do kit foram selecionadas e classificadas a partir das

condig¢des otimizadas de pré-amplificacdo e amplificacao.

VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DA AMPLIFICACAO - a visualizacdo dos
resultados foi realizada apds a eletroforese em gel desnaturante de 6% de poliacrilamida
[bis-acrilamida 1% (Sigma); acrilamida 29% (Sigma); uréia 0,42 g/mL (Nuclear)] em
aparato vertical modelo S2 (Life Technologies), testando-se o tampao TBE 1X [tris-Cl 20
mM (Synth); dcido bérico 2 M (Nuclear); EDTA, 20 mM (Synth)] nas cubas inferior e
superior e a adicao de acetato de sédio 0,35 M (Vetec) na cuba inferior. O gel foi aquecido
até 50°C com poténcia constante de 85 W (pré-eletroforese) e as amostras de DNA foram
desnaturadas por 5 min. a 94°C. A eletroforese foi testada com poténcia constante de 60 ou
65 W, para uma, duas , trés e quatro horas de corrida. Para a coloragdao dos géis com nitrato
de prata, foram testados os mesmos protocolos descritos para as reacdes RAPD. A
avaliagdo e registro dos dados também foram realizados da mesma forma descrita para as

reacoes RAPD.

5.4. TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES MICROSSATELITES

MATERIAL VEGETAL - O DNA de duas plantas da populag¢do de Lages e de uma planta
da populagdo de Sao Paulo foram selecionadas aleatoriamente entre as amostras extraidas e
utilizado para a selecdo dos iniciadores que revelaram produtos amplificados em araucaria.
Uma planta de Pinus taeda foi utilizada como controle positivo para as reacdes de
amplificacdo de regides microssatélites. O DNA de todas as plantas foi extraido utilizando-

se o0 mesmo protocolo definido para A. angustifolia

REACOES DE AMPLIFICACAO - Vinte iniciadores para regides microssatélites em
cloroplastos de P. thunbergii e nove iniciadores para regidoes microssatélites em DNA
nuclear de P. taeda e de P. strobus foram selecionados a partir da listagem disponibilizada
na internet, no endereco  http://dendrome.ucdavis.edu/Data/primer.html.  Sua
transferibilidade foi testada utilizando-se o a reacdo descrita pelos autores e os iniciadores
que revelaram produtos amplificados em A. angustifolia tiveram a reacdo e o programa de
PCR otimizados. O coquetel otimizado para as reagdes de PCR foi composto por tampao
de PCR 1 X (acompanha a Taq); Tag DNA polimerase 1 U; dNTPs 0,2 mM; MgCl, 2,5
mM; iniciadores 0,2 uM de cada; e 2 ng/ul. de DNA. A temperatura de anelamento de
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cada par de iniciadores foi calculada pela féormula T, = [2x (A+T)+4x (C+ G)] -5
(Innis e Gelfand, 1990). A partir deste valor, um programa de amplificacdo foi elaborado
para cada par de iniciadores, constando de uma etapa de desnatura¢do inicial de 4 min. a
94°C, seguida de ciclos de 1 min. para a desnaturacdo (94°C), 1 min. para anelamento dos
iniciadores (com reducdo da estringéncia em 1°C a cada dois ciclos, partindo-se da
temperatura de anelamento mais alta, até a temperatura de 51°C, seguido de 29 ciclos com
esta temperatura) € 2 min. para extensdo da cadeia de DNA pela enzima Tag DNA
polimerase (72°C). A finaliza¢do do programa constou de uma etapa de 5 min. a 72°C para
a completa extensdo dos produto amplificados. Todas as reacdes foram realizadas em
termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.). O coquetel e os ciclos de PCR foram

otimizados a partir daqueles descritos por Echt et al. (1999).

VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DA AMPLIFICACAO - a visualizacio dos
resultados foi realizada apds a eletroforese em gel desnaturante de 6% de poliacrilamida
[bis-acrilamida 1% (Sigma); acrilamida 29% (Sigma); uréia 0,42 g/mL (Nuclear)] em
aparato vertical modelo S2 e SA32 (Life Technologies), com tampao de cuba TBE 1X
[tris-Cl 20 mM (Synth); 4cido bérico 2 M (Nuclear); EDTA, 20 mM (Synth)]. A corrida
eletroforética foi realizada com poténcia constante de 65 W. Para a coloracdo dos géis com
nitrato de prata, foram testados os mesmos protocolos descritos para as reacdes RAPD. A
avaliacdo e registro dos dados também foi realizada da mesma forma descrita para as

reacoes RAPD e AFLP.

55. ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DE UMA POPULACAO
NATURAL

MATERIAL VEGETAL - Procedeu-se a andlise da diversidade genética da populagdo
natural de A. angustifolia do Parque Ecolégico Municipal de Lages / SC (Parque Ecolégico
Municipal Jodo José Theodoro da Costa Neto). O referido Parque apresenta uma érea
aproximada de quarenta hectares, com uma altitude média de 918 metros, localizado a
27°47°52 de latitude Sul e 50°22°30’° de longitude oeste. Trinta plantas foram
selecionadas aleatoriamente no parque, buscando amostrar a totalidade de sua area. O

DNA de todas as plantas foi extraido utilizando o protocolo definido para A. angustifolia.
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MARCADORES RAPD - Os iniciadores OPA04, OPA(09, OPA17, OPC06, OPFOS,
OPF16, OPAN13 e OPANI15 (Operon Techonologies) foram utilizados para proceder a
analise da diversidade genética da referida populacdo. Para os segmentos polimoérficos
amplificados foi construida uma matriz bindria, analisando-se a presenga ou auséncia de
cada banda, codificada por 1 ou O respectivamente. A partir dessa matriz, foi determinado
o indice de similaridade de Jaccard entre individuos e posteriormente realizado
agrupamento do tipo UPGMA (método das médias das distancias). A andlise dos dados e
constru¢do do dendograma foi feita com auxilio do programa NTSYS-pc 2.02 (Rohlf,
1995). Os indices estimados foram: a similaridade genética, o nimero médio de bandas, a
porcentagem de bandas polimoérficas e a diversidade genética (Lewontin, 1972). A
diversidade genética foi determinada pela medida de Shannon (1945), que € dada por H = -
X pi In(pi), considerando cada banda polimérfica como um loco com dois alelos. Foi
considerada uma banda polimorfica aquela em que a freqiiéncia do alelo mais comum nao

ultrapassou 95%.

MARCADORES AFLP - Sete combinagdes de iniciadores (E-ACG + M-CAG e E-ACA +
M-CTT, E-AGC + M-CAC, E-ACT + M-CAA, E-AAG + M-CTG, E-ACC + M-CAT, E-
AAC + M-ACA) foram selecionadas aleatoriamente para se proceder a andlise da
diversidade genética da populagdo. A andlise dos dados para a caracterizacdo da
diversidade genética e os indices de diversidade determinados foram os mesmos utilizados

para os marcadores RAPD.

MARCADORES MICROSSATELITES — uma vez que somente dois iniciadores para
regides microssatélites em cloroplastos (cpDNA 4 e cpDNAS) revelaram produtos
amplificados para A. angustifolia e que os mesmos apresentaram-se monomorficos ou nao
satisfizeram o limite de 95% de freqii€ncia para serem considerados polimérficos, esses
marcadores ndo foram utilizados para proceder a andlise da diversidade genética da

populacdo.

COMPARACAO DA CAPACIDADE INFORMATIVA ENTRE MARCADORES - os
indices referentes a andlise da diversidade genética da populacdo, estimados com
marcadores RAPD e AFLP foram comparados com indices obtidos para a mesma
populagdo por Auler et al. (2002) e Schlogl (2000), com marcadores isoenzimaticos e

PCR-RFLP respectivamente, levando em consideracdo suas diferengas técnicas. Os dados
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originais referentes a marcadores isoenzimaticos (Auler, 2000), foram utilizados para a
determinagdo do indice de diversidade genética de Shannon [H = -X pi In(pi)]. Para esse
célculo, cada alelo de um loco revelado no gel foi considerado como sendo uma banda

independente e os dados foram avaliados como marcadores dominantes.
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6. RESULTADOS

6.1. EXTRACAO DE DNA TOTAL DE FOLHAS DE Araucaria angustifolia

A quantidade média de DNA extraido a partir de folhas acondicionadas em silica gel
ou em caixas térmicas com gelo, mostrou-se equivalente na anélise dos géis de agarose
(147,3 ng e 137,3 ug por grama de tecido, respectivamente), porém, em materiais
acondicionados em gelo e armazenados a —20° C, observou-se que houve degradacido do
DNA e redugdo na quantidade de DNA obtido, sendo maior a degradacdo e menor a
quantidade de DNA, quanto maior o tempo de armazenamento do material vegetal. Para
folhas acondicionadas a —20°C por trés meses, a média de DNA extraido foi de 43,8 ug
(entre 13,3 e 66,6 ug por grama de tecido). Para os materiais cuja extracdo foi realizada
aproximadamente 24 horas apds a coleta, a quantidade de DNA obtida variou entre 66,6 e
400 pg por grama de tecido (Figura 1).

Devido a consisténcia fibrosa das folhas, houve necessidade de seu congelamento
com nitrogénio liquido e maceragdo em gral de porcelana, para completa pulverizacdo do
material vegetal. Folhas maceradas diretamente no tampao de extragdo ou com nitrogénio
liquido em tubos eppendorf ndao puderam ser completamente pulverizadas.

Extracdes de DNA realizadas sem a adicao de PVP ao tampao de extragdo, ou com a
adi¢do deste composto na concentracdo de 1% resultaram em precipitados de coloragdo
escurecida, devido a oxidagdo de compostos fendlicos que se ligam ao DNA. Também se
observou, diretamente nos géis de quantificacdo, a degradacdo do DNA. Dessa forma,
houve a necessidade adicionar PVP ao tampao de extragdo, na concentracdao de 2%, além
de 2-mercaptoetanol 1%. Por outro lado, a utilizagdo de PVP ou de PVPP ndo gerou
diferencas na qualidade e quantidade do DNA obtido.

A realizacdo de trés extracdes organicas com cloroférmio (CIA), mostrou-se
necessdria para a obtencdo de DNA de boa qualidade. Quando essa etapa foi realizada uma
ou duas vezes, restaram contaminantes protéicos no produto final da extrag¢do, detectados
pela leitura em espectrofotometro. A adicdo de solucdo de CTAB 10% + NaCl 1,4 M
também foi necessdria para a limpeza do DNA, uma vez que protocolos que nao
apresentavam esse passo, resultaram em precipitados com consisténcia viscosa, resultado
da contaminacdo do DNA com polissacarideos (Cheng et al., 1997; Ferreira e

Gratappaglia, 1998). A limpeza do DNA com NaCl 1 M, indicada em alguns protocolos
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como uma opg¢do para a precipitagdo seletiva (Ferreira e Gratappaglia, 1998), resultou em
amostras com menor quantidade de DNA, ndo compensando a sua utilizagdo.

A adi¢do da RNAse nos passos iniciais da extragdo, ou junto ao TE no momento da
diluicio do DNA ndo demonstrou diferencas quanto a sua agdo, que é a degradacdo dos
RNAs presentes. Em ambos os casos, a avaliacao dos géis de quantificacdo demonstrou
auséncia destas moléculas.

Extragdes realizadas a partir de material desidratado sob vdcuo em silica gel
apresentaram resultados iguais ao do material nao desidratado e dessa forma, optou-se por
ndo desidratar o material, uma vez que esse passo torna a extracdo mais trabalhosa e longa.

Na leitura espectrofotométrica, a razdo OD260/0OD280 resultou em um valor entre
1,7 € 2,0 em 80% das amostras obtidos a partir do protocolo otimizado, indicando uma

baixa contaminacao das amostras por proteinas.

OTIMIZACAO DO PROTOCOLO PARA MARCADORES RAPD

O coquetel de amplificagdo a partir do qual se procedeu a otimizagao das reacdoes de RAPD
foi o descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998) e consta de tampdo de PCR 1 X, 2,5 mM
de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,8 mg/uL de BSA, 0,4 uM de iniciadores, 1 U de Taq
DNA-polimerase e 1,2 ng/uL de DNA (Tabela 1).
O aumento gradativo na concentracdo de magnésio proporcionou um aumento no nimero
de bandas amplificadas. Uma concentracdo de 3,8 mM possibilitou a amplificagcao de um
médio ndmero de bandas, ndo ambiguas e com alta intensidade, gerando um padrdo de
facil analise. A utilizagdo de uma concentragdo de 2,5 mM gerou um padrdo com menor
numero de bandas e menor intensidade das mesmas, enquanto uma concentracdo de 5,0
mM gerou um alto nimero de bandas, com um padrdo de dificil interpretacao devido a
ambigiiidade das mesmas.

A utilizacio de 0,4 ou 0,6 uM de iniciadores ndo proporcionou diferengas no produto
das amplificagdes, gerando um padrdo de bandas igual para ambas as concentragdes. Ja o
aumento na concentracdo de dNTPs de 0,2 para 0,4 mM revelou diferencas no padrao de
bandas amplificadas, com maior intensidade das mesmas quando uma maior concentragao
foi utilizada.

Reagdes de amplificacdo com concentragdes de DNA de 0,8 e 1,2 ng/uL
apresentaram boa amplificacdo para algumas amostras, porém, outras amostras revelaram

bandas de baixa intensidade. Quando foram utilizadas as concentrag¢des de 1,5 e 2,0 ng/uL,
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o padrdo de bandas amplificadas revelou alta intensidade, optando-se entao pela utilizacao
da concentragdo de 1,5 ng/uL (Figura 2).

A utilizacdo de BSA revelou-se desnecessaria, uma vez que reagdes realizadas com
ou sem esse reagente resultaram em produtos amplificados, gerando bandas de mesma
intensidade para diversos iniciadores utilizados.

Com base nestes testes, o coquetel que proporcionou melhor amplificagdo foi
composto por tampao de PCR 1X, 3,8 mM de cloreto de magnésio, 0,4 mM de dNTPs, 0,4
UM de iniciadores, 1,5 ng/ul. de DNA e 1 U de Tag DNA-polimerase (Tabela 1).

Tabela 1: Coquetel para reacdes RAPD para A. angustifolia para a populagdo natural do
Parque Ecolégico Municipal de Lages. Florianopolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

Componente Marca Concentragdo Final
Tampao de PCR Cenbiot 1X
Cloreto de Magnésio Cenbiot 3,8 mM
DNTPs Pharmacia 0,4 mM
Iniciadores Operon Technologies 0,4 uM
DNA --- 1,5 ng/uLL
Tag DNA-polimerase Cenbiot 1U

O programa de PCR descrito por Mazza (1997) consta de 40 ciclos de amplificacdo
(94°C por 15 s; 35°C por 30 s; 72°C por 1 min.) e ndo gerou produtos amplificados quando
utilizado com o coquetel descrito pela mesma autora. Utilizado com o coquetel otimizado
no presente trabalho, este programa de PCR gerou produtos amplificados de baixa
intensidade.

Bandas de alta e média intensidade foram obtidas otimizando o programa de PCR,
que constou de uma etapa inicial de desnaturagdo (92°C por 4 min.), seguido de 35 ciclos
de amplificagdo (92°C por 45 s., 35°C por 45 s. € 72°C por 1 min e 15 s.), finalizando com
uma etapa de extensao da cadeia de DNA (72°C por 3 min.).

A utilizagdo de 45 segundos para as etapas de desnaturacdo e anelamento dos
iniciadores apresentou resultado igual ao revelado com a utilizagdo de 1 min. O
desenvolvimento dessas etapas por 30 segundos gerou um padrdo de bandas menos
intenso. Para a etapa de extensdo da cadeia de DNA, resultados semelhantes foram
observados, com bandas de alta e média intensidade sendo reveladas quando 1 min. e 15 s

ou 2 minutos foram utilizados para esta etapa. Uma etapa inicial de desnaturagdo (92°C por
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4 min.) e uma etapa final de extensdo (72°C por 3 minutos), também auxiliaram na
obtencdo de padrdes de bandas com alta e média intensidade.

Programas formados por temperaturas mais estringentes (40 e 45° C) apresentaram
um numero reduzido de bandas amplificadas (Figura 3) ou padrdes de bandas de baixa
intensidade.

Os programas de PCR com duas temperaturas diferentes para anelamento dos
iniciadores apresentaram o resultado igual para a temperatura utilizada nos dltimos trinta
ciclos e os programas de PCR com a mesma temperatura de anelamento em tnico ciclo. Os
programas de PCR testados estdo descritos nas tabelas 2 e 3.

Dentre os oitenta iniciadores testados, oito (10%) apresentaram polimorfismo entre
individuos para as amostras utilizadas de duas popula¢des. Uma banda foi considerada
monomorfica quando a sua presenga ou auséncia apresentou uma freqiiéncia superior a
95%. Os iniciadores polimoérficos foram: OPA04, OPAQ9, OPA17, OPC06, OPFOS,
OPF16, OPAN13 e OPAN15. O nimero total de bandas para os iniciadores polimérficos
variou entre seis e treze € o numero de bandas polimorficas, entre uma e cinco (Tabela 4).
Cinco dos oitenta iniciadores (6,25%) nao apresentaram bandas amplificadas (OPF10,
OPF17, OPF18, OPC11 e OPAN14).

Utilizando os oito iniciadores polimorficos selecionados, os iniciadores OPFO8 (duas
bandas polimorficas) e OPAN13 (uma banda polimoérfica) ndo revelaram polimorfismo
para a populagdo do Parque Ecol6gico Municipal de Lages, mesmo havendo apresentado
bandas polimérficas na selec¢do, a qual foi realizada com amostras de plantas de Sdao Paulo
e de Lages (Figura 4).

Todos os demais seis iniciadores revelaram polimorfismo para a populacdo do
Parque Ecolégico Municipal, com uma média de 11,2 bandas reveladas e 3 bandas
polimérficas por iniciador, valor correspondente a 26,9% do total de bandas reveladas. A
Figura 5 apresenta o polimorfismo observado entre 30 individuos da populac@o natural de
A. angustifolia do Parque Ecoldgico Municipal de Lages, utilizando o iniciador OPA0O4. Os
iniciadores OPA09, OPF16 e OPAN1S5 foram os que apresentaram maior numero total de
bandas (13), enquanto o iniciador OPA17 apresentou o menor nimero (06). OPF16 revelou
cinco bandas polimérficas, correspondendo 38,5% do total de bandas reveladas pelo
iniciador. O menor nimero de bandas polimoérficas foi revelado pelo iniciador OPA17 com
uma unica banda (16,7%), porém a menor porcentagem de polimorfismo foi revelada pelo
iniciador OPAQ09, com 15,4% de polimorfismo, valor correspondente a duas bandas

(Tabela 4 e Figura 6).
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Tabela 2: Programas de PCR testados para as rea¢des de RAPD, utilizando uma tnica
temperatura para anelamento dos iniciadores para a populacdo natural de A. angustifolia do

Parque Ecolégico Municipal de Lages. Florianopolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

N.° de Programa 1* Programa 2 Programa 3
ciclos Temperatura / Tempo Temperatura / Tempo Temperatura / Tempo
1 92°C /4 min. 92°C /4 min. 92°C /4 min.
92°C/45s. 92°C/45s. 92°C /45 s.
35 35°C/45s. 40°C /45 s. 45°C /45 s.
72°C/ lmin. e 15 s. 72°C/ 1min. e 15 s. 72°C/ 1min. e 15's.
1 72°C /3 min. 72°C /3 min. 72°C/ 3 min.

* Ciclo de PCR selecionado para desenvolvimento das reacdes de RAPD

Tabela 3: Programas de PCR testados para as reacdes de RAPD, utilizando duas
temperaturas para anelamento dos iniciadores para a populacdo natural de A. angustifolia do

Parque Ecolégico Municipal de Lages. Florianopolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

N.° de Programa 4 Programa 5 Programa 6
ciclos

Temperatura / Tempo Temperatura / Tempo Temperatura / Tempo

1 92°C /4 min. 92°C /4 min. 92°C /4 min.

92°C/45s. 92°C/45s. 92°C/45ss.

3 35°C/45s. 35°C/45s. 40°C /45 s.
72°C/ 1min. e 15s. 72°C/ 1min. e 15s. 72°C/ 1min. e 15s.

1 72°C /3 min. 72°C /3 min. 72°C /3 min.

92°C/45s. 92°C/45s. 92°C/45s.

30 40°C /45 s. 45°C /45 s. 35°C/45s.
72°C /1 min. e 15 s. 72°C /1 min. e 15 s. 72°C /1 min. e 15 s.

1 72°C /3 min. 72°C /3 min. 72°C /3 min.
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Tabela 4: Iniciadores utilizados para reagdes RAPD polimérficos para a populagdao
natural de A. angustifolia do Parque Ecol6gico Municipal de Lages. Florian6polis — SC,

CCB/UFSC, 2003.

Numero de bandas

Iniciador Numero total de bandas Porcentagem de bandas
amplificadas polimérficas® polimorficas
OPA04 12 03 25,0
OPA09 13 02 15,4
OPA17 06 01 16,7
OPCO06 10 03 30,0
OPF16 13 05 38,5
OPANI15 13 04 30,7
Valores médios 11,2 3,0 26,9

* Critério de 95% para a presenga ou auséncia da banda

A comparacdo entre os géis de agarose corados com brometo de etideo e os géis de
poliacrilamida corados com prata revelou o mesmo nimero de bandas de alta e média
intensidade. Apesar da maior sensibilidade da coloragdo de DNA com prata, as bandas
fracamente coradas pelo brometo de etideo no gel de agarose apresentaram fraca revelagao
nos géis de poliacrilamida.

Com relac@o aos protocolos utilizados para a coloracdo dos géis de poliacrilamida,
ambos permitiram a observacdo do mesmo nimero de bandas no gel, com intensidade

semelhante, optando-se pelo uso do protocolo descrito por Dantas (2002).
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Figura 1: Amostras de DNA extraidos a partir de folhas de A. angustifolia coletadas 24 horas antes da
extracdo e acondicionadas em silica gel. Gel de 0,8% de agarose corado com solucdo de 0,02% de
brometo de etidio. Linha 1: DNA A 20 ng/pL; linha 2: DNA A 50 ng/uL; linha 3: DNA A 100 ng/pL; linha
3: DNA A 200 ng/uL; linhas 5 a 11: DNA de A. angustifolia. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

Figura 2: Amplificagdo de marcadores RAPD em individuos da populacdo de A. angustifolia do Parque
Ecolégico Municipal de Lages, utilizando o iniciador OPA17, com diferentes concentracdes de DNA.
Linhas 1 a 3: 0,8 ng/uL; linhas 5 a 7: 1,2 ng/uL; linhas 9 a 11: 1,5 ng/uL; linhas 13 a 15: 2,0 ng/uL.
Linhas 4, 8 e 12: vazias. M= marcador de peso molecular 1kb. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

PAINEL A PAINEL B

M PAINEL C . PAINEL D

Figura 3: Polimorfismo revelado em marcadores
RAPD om A angustzfol}zai entre . 1pd1v1duos da RAPD em A. angustifolia, entre individuos das
populacdo do Parque Ecoldgico Municipal de Lages, lacdes do P Ecoléei Municioal d
utilizando o iniciador OPANOS e diferentes ciclos de populagoes o Farque Ecologico viunicipal de
PCR. Painel A: ciclo de T..=35°C: Painel B: ciclo de Lages e do Parque de Campos de Jordio, utilizando
T = 4500 Pair.lel C: cicln(; de "[: —35°C £3 ciclos o iniciador OPF08. Linhas 1 e 2: individuos da
iniciais) e 40°C (30 ciclos finais); Painel D: ciclo de poéll).ulla%a}ofgo Pa;que de Fa{npczls d; Jordacl):j 111111’1a.s 3
T,=40°C (3 ciclos iniciais) e 35°C (30 ciclos finais). ~ © - MdIviduos da populacao do Farque LECOIogico
" L Municipal de Lages. Florian6polis - SC,
M= marcador de peso molecular 1kb. Floriandpolis CCB/UFSC. 2003
- SC, CCB/UFSC, 2003. ’ )

Figura 4: Polimorfismo revelado em marcadores
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Figura 5: Polimorfismo revelado em marcadores RAPD em A. angustifolia, entre os trinta individuos da
populacdo do Parque Ecolégico Municipal de Lages, utilizando o iniciador OPAO4. Linhas 1 a 30:
individuos da populagdo. M= marcador de peso molecular 1kb. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.
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B quantidade de bandas polimorficas
M porcentagem de bandas polimérficas

Figura 6: Numero total de bandas, nimero de bandas polimérficas e porcentagem de bandas polimérficas
para iniciadores RAPD testados para A. angustifolia para a populacdo natural do Parque Ecoldgico
Municipal de Lages. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.
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6.3. PADRONIZACAO DO PROTOCOLO PARA MARCADORES AFLP

O resultado da restricdo enzimadtica realizada por duas horas a 36°C foi satisfatdria,
gerando produtos amplificados na reacdo de AFLP com amplo espectro de peso molecular,
sem a concentragdo de bandas de alto peso, caracteristicas de digestdes parciais do DNA.
Resultado semelhante foi obtido na restricdo enzimdtica realizada por oito horas a
temperatura ambiente de aproximadamente 25°C (Figura 7).

A reagdo de amplificacdo realizada em 25 uL, aliada a diluicdo do DNA na razao de
1:25, apresentou os mesmos resultados obtidos em 50 puL de reacdo, com diluicdo de 1:50
gerando bandas de alta e média intensidades, possiveis de serem analisadas sem
ambigiiidade (Figura 7).

A concentragdo de iniciadores EcoRI que apresentou melhores padrdes de bandas no
gel foi de 0,7 ng/uL, mantendo a concentracdo de iniciadores Msel (1,5 ng/uL). As
concentragdes de 0,1 e 0,25 ng/uL. amplificaram um grande nimero de bandas de alto peso
molecular, gerando padrdes de dificil interpretacdo (Figura 8).

Depois de otimizadas as condi¢des de pré-amplificacdo e amplificagdo do DNA, as
48 combinagdes de iniciadores para reacdes AFLP testadas foram selecionados em trés
categorias. Combinacdes que geraram padroes com poucas bandas amplificadas e todas
monomorficas foram classificados como niao recomendados (NR). Quando as combinagdes
originaram padroes com bandas polimérficas, porém com baixa nitidez, gerando
ambigiiidade, foram classificados como pouco recomendados (PR). As combinagdes que
geraram padroes com boa resolugdo e até 15% de bandas polimorficas foram classificadas
como recomendadas (R). Finalmente, as combinacdes que geraram padrdes com boa
resolugdo numero de bandas polimérficas acima de 15%, foram classificadas como
altamente recomendadas (AR) (Tabela 5).

Seguindo essa classificacio, 9 combinagdes (18,75%) foram altamente
recomendadas, 6 combinacdes (12,5%) foram recomendadas, 22 (45,83%) foram pouco
recomendadas e 11 (22,92%) nao foram recomendadas (Figuras 9 e 10).

O nivel de polimorfismo das combinac¢des de iniciadores variou de nenhuma banda
(vérias combinagdes) a 33 bandas (EcoRI-AGG + Msel-CAA). Em termos de

porcentagem, esses valores variaram de zero a 39,7% (Figura 9).
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Figura 7: Teste para volume de reacdo e tempo para digestdo do DNA para reacdes AFLP em individuos de
A. angustifolia das populagdes do Parque Ecolégico Municipal de Lages (a, b) e do Parque de Campos de
Jordao (c), utilizando as combinagdes de iniciadores EcoAGG+MseCTA (1), EcoAGG+MseCAC (2),
EcoAGG+MseCAT (3) e EcoACC+MseCAG (4). M= marcador de peso molecular 1kb. Florian6polis — SC,
CCB/UFSC, 2003.

Figura 8: Concentracdes de iniciadores EcoRI (0,7, 0,25 e 0,1 ng/uL) em reagdes
AFLP para individuos de A. angustifolia (n=10) das populagdes do Parque Ecolégico
Municipal de Lages e do Parque de Campos de Jorddo. Combinacdo de iniciadores:
Eco-AGC+Mse-CTG. M= marcador de peso molecular 1 kb. Florianépolis — SC,
CCB/UFSC, 2003.
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Tabela 5: Numero total de bandas geradas, nimero de bandas polimorficas e classificagao

das combinagdes de iniciadores para reacoes AFLP em A. angustifolia da populagao

natural do Parque Ecolégico Municipal de Lages. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

Combinagdo de Nimero  Bandas Classifi- Combinagdo de Numero  Bandas Classifi-
iniciadores total de - polim6r- cacdio * iniciadores total de - polimor- cagdio *
bandas ficas** bandas ficas **
Mse CAA 62 24 PR Mse CAA 67 5 PR
Mse CAC 68 14 AR Mse CAC 50 9 PR
Eco Mse CAG 73 29 PR Eco Mse CAG 107 26 AR
A Mse CAT 54 6 R A Mse CAT 21 0 NR
C Mse CTA 77 19 PR C  MseCTA 84 10 R
G Mse CTC 62 21 AR C  MseCTC 50 14 AR
Mse CTG 36 9 PR Mse CTG 99 18 AR
Mse CTT 61 18 AR Mse CTT 73 4 PR
Mse CAA 50 5 PR Mse CAA 28 0 NR
Mse CAC 63 8 R Mse CAC 49 1 PR
Eco Mse CAG 41 6 PR Eco  Mse CAG 35 5 PR
A Mse CAT 37 0 NR A Mse CAT 33 0 NR
A Mse CTA 39 0 NR C  MseCTA 40 0 NR
G Mse CTC 48 4 R A MseCTC 22 0 NR
Mse CTG 39 4 PR Mse CTG 26 0 NR
Mse CTT 51 7 R Mse CTT 26 0 NR
Mse CAA 58 6 PR Mse CAA 109 33 AR
Mse CAC 41 4 PR Mse CAC 56 7 PR
Eco Mse CAG 39 6 PR Eco Mse CAG 86 25 R
A Mse CAT 53 8 PR A Mse CAT 57 8 PR
C Mse CTA 47 5 PR G Mse CTA 108 22 AR
T Mse CTC 72 7 PR G Mse CTC 60 3 PR
Mse CTG 45 0 NR Mse CTG 79 21 AR
Mse CTT 0 0 NR Mse CTT 59 7 PR

* AR: altamente recomendado

** Critério de 95% para a presenca ou auséncia da banda.

; R: recomendado; PR: pouco recomendado; NR: néo recomendado.
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Figura 9: Numero total de bandas amplificadas, nimero de bandas polimérficas e porcentagem de bandas
polimérficas para combinagdes de iniciadores AFLP testados para A. angustifolia. As bandas foram
consideradas polimoérficas quando o alelo mais comum ndo excedeu 95%. Floriandpolis - SC,
CCB/UFSC, 2003 (continua...).
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Figura 9: (Continuacdo) Numero total de bandas amplificadas, nimero de bandas polimérficas e
porcentagem de bandas polimérficas para combinagdes de iniciadores AFLP testados para A. angustifolia.

As bandas foram consideradas polimoérficas quando o alelo mais comum ndo excedeu 95%. Florian6polis
- SC, CCB/UFSC, 2003.
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B Nimero de combinag¢des de iniciadores AFLP segundo a classificacdo proposta

N Porcentagem de combinagdes de iniciadores AFLP segundo a classificagdo proposta

Figura 10: Numero e porcentagem de combinacdes de iniciadores AFLP, segundo a
classificagdo proposta. AR: Altamente recomendada; R: recomendada; PR: pouco
recomendada; NR: ndo recomendada. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

A utilizacdo de tampao TBE 1X nas cubas superior e inferior, com a adi¢do de
acetato de soédio 0,35 M nesta ultima, foi testada como alternativa para o melhor
aproveitamento das bandas de baixo peso molecular, que perdem nitidez na porcao inferior
do gel de poliacrilamida e possibilitar um maior tempo de corrida eletroforética. Todavia, o
resultado obtido foi o mesmo das corridas eletroforéticas realizadas somente com tampao
TBE 1X em ambas as cubas.

A utilizacdo de 65 W como poténcia constante para as corridas eletroforéticas
possibilitou melhor separacdo das bandas no gel, sem aumentar o tempo de corrida ou a
perda de nitidez das bandas de baixo peso molecular. Para obter a mesma separacdo das
bandas com a utilizacdo de 60 W de poténcia, foi necessario aumentar o tempo de corrida,
sem alcancar melhores resultados na resolucao das bandas.

A utilizagdo de corridas com duas, trés ou quatro horas, independente do tampao de
cuba utilizado ou da poténcia, ocasionaram na perda de nitidez das bandas de baixo peso
molecular, revelada na base do gel. O tempo de corrida ideal foi de 1:45 h para os
iniciadores testados.

A coloragdo dos géis com prata apresentaram os mesmo resultados obtidos

previamente para os géis de poliacrilamida corados para as reagdes de RAPD.
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6.4. TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES MICROSSATELITES

Nas reacOes de microssatélites, dentre os vinte e nove iniciadores testados, todos
amplificaram produtos especificos para P. taeda, mas apenas dois, desenhados para DNA
de cloroplastos (cpDNA4 e cpDNAS), originaram produtos amplificados em A.
angustifolia. Os fragmentos revelados em A. angustifolia apresentaram o mesmo tamanho
daqueles amplificados para P. faeda.

Como os produtos amplificados em A. angustifolia geraram bandas de baixa
intensidade, a concentracdo de DNA na reacao foi aumentada e um novo programa de PCR
foi estabelecido, calculando-se a temperatura de anelamento de cada iniciador e utilizando-
se a técnica de reducdo da estringéncia ou “touchdown” (Tabela 6).

Ap6s a otimizagdo das reagdes de PCR, cada iniciador utilizado (cpDNA4 e
cpDNAS) gerou uma tnica banda na planta controle (P. taeda), a qual chamamos de banda
referencial, que também foi amplificada para A. angustifolia. Todavia, outras bandas
também foram amplificadas em A. angustifolia, sem existéncia de bandas correspondentes

em P. taeda.

Tabela 6: Programa de amplificacio PCR para os iniciadores cpDNA4 e cpDNAS,
otimizado para o genoma de A. angustifolia da populacdo natural do Parque Ecolégico
Municipal de Lages. Floriandpolis — SC, CCB/UFSC, 2003.

Ciclos Temperatura Tempo

01 94°C 4 min.

94°C 1 min.

Reducdo da estringéncia 59 a 51°C (cpDNA4) 1 min.
(1°C a cada 2 ciclos) 57 a 51°C (cpDNAS)

72°C 2 min.

94°C 1 min.

29 51°C 1 min.

72°C 2 min.

01 72°C 5 min.

Das trinta plantas, somente o padrao de bandas de uma delas foi diferente dos
demais. Nesta, o iniciador cpDNA4 amplificou a banda referéncia com menor peso
molecular. Duas bandas com maior peso molecular e trés bandas com menor peso
molecular, quando comparadas a banda referéncia, também foram amplificadas em

algumas plantas, além da banda referéncia (Figura 11).
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Além da banda referéncia, comum a todas as plantas, o iniciador cpDNAS gerou mais
cinco bandas com maior peso molecular e vinte € uma bandas com menor peso, todas
polimorficas. Dentre essas, quatro bandas revelaram alta intensidade e as demais revelaram
baixa a média intensidade (Figura 12).

Os géis de poliacrilamida foram corados com prata, empregando o mesmo
protocolo utilizado para os géis de RAPD e AFLP. Os testes para coloracdo apresentaram
os mesmos resultados obtidos na coloracio dos géis de poliacrilamida utilizados para essas
reacOes, conforme anteriormente citado.

A transferibilidade de iniciadores tem se mostrado uma importante ferramenta para
diferentes espécies do mesmo género (Echt et al., 1999) e entre géneros relacionados (Echt
et al., 1999; Santos et al, 2001). Contudo, apesar da conservagdo das seqii€éncias gendmicas
dos cloroplastos (Plamer, 1987; Lemieux et al., 2000), o baixo indice de transferibilidade
pode ser justificado, devido a distdncia taxonOmica existente entre P. thumbergii e A.
angustifolia. As relacOes taxonOmicas entre P. thumbergii € A. angustifolia e entre

Eucalyptus grandis e Acca sellowiana sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7: Comparacio entre as categorias taxondmicas' de espécies utilizadas na
transferéncia de iniciadores microssatélites no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e de Genética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Santa Catarina. Florian6polis — SC, CCB/UFSC, 2003.

Categoria Transferéncia de P. thumbergii paraA. | Transferéncia de E. grandis para A.
taxondmica angustifolia sellowiana

Reino Plantae Plantae Plantae Plantae
Filo Gimnospermae Gimnospermae Antophyta Antophyta
Classe Coniferopsida Coniferopsida Dicotyledoneae Dicotyledoneae
Ordem Coniferales Coniferales Myrtales Mpyrtales
Familia Pinaceae Araucariaceae Myrtaceae Myrtaceae
Género Pinus Araucaria Eucalyptus Acca
Espécie P. thumbergii A. angustifolia E. grandis A. sellowiana

"'Segundo Joly, 1998

Esses resultados sugerem a necessidade de desenvolvimento de iniciadores para

regides microssatélites especificos para A. angustifolia, uma vez que a transferibilidade
nao foi satisfatoria.

Além disso, os resultados apontam também para a possibilidade de se utilizar DNA
de cloroplastos para o desenvolvimento de iniciadores para regides microssatélites, uma
vez que esses marcadores ji vém sendo utilizados para estudos genéticos diversos em

coniferas (Echt et al., 1999).
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Figura 11: Padrdo de bandas amplificadas em individuos da populacdo de A. angustifolia do Parque
Ecolégico Municipal de Lages, utilizando o iniciador cpDNA4. M1: marcador de peso molecular 100 pb com
DNA controle de Pinus taeda. M2: marcador de peso molecular 100 pb. @: banda referéncia. *: banda
referéncia de menor peso molecular, quando comparada as demais bandas e a planta controle. §: bandas ndo
especificas amplificadas, com menor peso molecular. Florianépolis — SC, CCB/UFSC, 2003.



