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RESUMO

O género Miconia, é o maior nas Melastomataceae, um dos maiores géneros
neotropicais, com mais de 60% de espécies apomiticas. Miconia albicans ¢ uma planta
arbustiva, caracteristica do Cerrado, as savanas do Brasil Central, onde é observada em
alta densidade em areas de regeneracdo. A espécie € apomitica diplospoérica obrigatdria.
A transferibilidade de marcadores microssatélites € conferida a espécies relacionadas, em
razdo das sequéncias que antecedem as regides microssatélites, serem altamente
conservadas entre espécies de um mesmo género ou de uma mesma familia. Embora ainda
ndo existam primers microssatélites desenvolvidos para M. albicans, os primers
desenvolvidos para M. calvencens podem ser usados como uma alternativa para o estudo
da diversidade genética dessa espécie. Este trabalho teve entdo como objetivo avaliar o
potencial de transferibilidade de marcadores microssatélites de M. calvecens para M.
albicans. O DNA total de M. albicans foi extraido a partir do tecido foliar com o kit
DNeasy Plant e quantificado com a utilizag8o em NanoDrop (Thermo Fisher). Os primers
microssatélites selecionados (loci: B2, B9, B102(a), B109, B117, C103, D101, D114 ¢
D118) desenvolvidos para M. calvences foram previamente testados em 6 individuos de
M. albicans de uma populacdo da Estacdo Ecoldgica do Panga, Uberlandia-MG. Os
fragmentos foram amplificados em termociclador PTC-200 (MJ Research) com
diferentes temperaturas de anelamento e, posteriormente os testes foram realizadas com
20 individuos de uma populagdo. Os produtos de amplifica¢do foram separados por meio
de eletroforese em gel de agarose 3% com a tensdo de 110 V por 2 horas e 30 minutos,
em seguida, foram fotodocumentados. Os géis apresentaram bandas dentro do padrio
esperado de peso molecular e ocasionalmente bandas inespecificas. Obtivemos 88 % de
transferabilidade dos primers testados em M. albicans e evidéncias de heterozigozidade

e efeito de poliploidia.
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1 INTRODUCAO

O modo de reproducdo de uma espécie tem implicagdes nas taxas de endogamia
e grau de parentesco das futuras gerac¢des, pois determina a constituicdo dos conjuntos
genotipicos, a extensdo em que os genes sdo trocados entre individuos e as taxas de
migracdo. Atua, também, na estruturacdo genética populacional, na heterogeneidade
espacial dentro das populagdes e no grau em que as populagdes podem ser geneticamente
subdivididas em decorréncia da seleg¢do e da deriva genética (HAMRICK, SCHNABEL,
1985).

O sistema reprodutivo em plantas pode ser classificado, de forma simplificada,
em reproducdo sexuada e assexuada. As formas sexuadas exibem diferentes sistemas de
cruzamento, como autégamas (plantas com autofecundagdo), alogamas (plantas com
fertilizac@o cruzada) e sistema misto (apresentam autofecundacio e fertilizagdo cruzada),
sendo que esses mecanismos diminuem ou aumentam a divergéncia genética entre
populagdes (SEBBEN, 2006).

A reproducdo assexuada abrange todos os mecanismos que geram plantas sem a
existéncia de fertilizag@o e teoricamente clones da planta mae (SILVERTOWN, 2008).
Entre esses mecanismos, a apomixia € o termo utilizado para se referir a ocorréncia de
formacgdo de sementes viaveis sem que haja fecundagdo da oosfera, ou seja, de forma
assexuada. Desta maneira, o embrido formado sera oriundo de tecidos maternos,
explicando a formagao de clones (BICKNELL & KOLTUNOW, 2004).

Apesar de serem geneticamente idénticos a planta mae, plantas apomiticas
apresentam diversidade genética relativamente alta. A diversidade genética dentro das
populagBes apomiticas estaria presente devido, por exemplo, a presenca da meiose
restitucional, mesmo com viabilidade polinica zero e reprodugdo por apomixia
obrigatoria (CAETANO, et al. 2013). Mesmo em taxas muito baixas, esta diversidade,
promovida pelos eventos que ocorrem durante a meiose, resulta numa diversidade
genética nio esperada, ou seja, os individuos ndo sdo clonais (HORANDL & PAUN
2007).

Estudos sobre a biologia reprodutiva das espécies de Melastomataceae mostram
que na tribo Miconieae mais de 60% das espécies sdo apomiticas (GOLDENBERG &
SHEPHERD 1998). A familia Melastomataceae, pertencente a ordem Myrtales, apresenta
cerca de 4.570 espécies distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais de todo o globo

(RENNER, 1993), cerca de um quarto destas espécies pertencem ao género Miconia, que



ocorre desde o sul do México até o Norte da Argentina e Uruguai. O género possui formas
de vida/habito e biologia reprodutiva extremamente variadas (GOLDENBERG, 2004), e
um grande namero de espécies importantes ecologicamente, principalmente em florestas
de estagio secundario de regeneracio. E frequente a utiliza¢io deste género para estudos
ecologicos de populacdo, a fim de uma melhor contribui¢do para fins de conservagédo e
manejo.

Miconia albicans (Figura 1), ¢ uma planta arbustiva, com florag@o entre setembro
e novembro, com ocorréncia desde o sul do México até o Paraguai, com caracteristicas
do Bioma Cerrado, mas também encontrada em vegetagdo litoranea (CARREIRA, 2003).
Sendo um arbusto que atinge até 3 m de altura, ocorre em vegetacdo secundaria do
cerrado, afloramentos rochosos e formagdes costeiras (GOLDENBERG, 2004). Neri e
colaboradores (2005) observaram alta densidade de M. albicans em areas de regeneragio
de cerrado. As folhas da espécie apresentam efeitos alelopaticos (GORLA e PEREZ,
1997) e antimicrobianos (CELOTTO et al., 2003).

A reprodugdo de Miconia albicans realiza-se por meio da ocorréncia de apomixia
diplosporica obrigatoria (CORTEZ 2007, CAETANO, et al. 2013). A diversidade
genética dentro das populagdes estaria presente devido a presenca da meiose restitucional,
mesmo com viabilidade polinica zero e reprodugdo por apomixia obrigatoria
(CAETANQ, et al. 2013). Estes eventos de recombina¢do que ocorrem durante a meiose,
mesmo que criem taxas baixas de heterogeneidade genética, fazem com que populagdes
apomiticas ndo tenham estrutura genética idéntica (HORANDL & PAUN 2007).

Os marcadores dominantes sdo limitados em termos da caracterizagdo da
heterozigozidade e genotipagem precisa dos individuos. Marcadores codominantes
permitiriam uma analise mais refinada da estrutura populacional destas espécies (MAIA,
etal. 2017)

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares existentes, os microssatélites
ou sequéncias simples repetidas, do inglés Single Sequence Repeat (SSR), se destacam
pela heranca codominante e pelo seu elevado polimorfismo, sendo ainda de facil
interpretagdo. Marcadores SSR sdo sequéncias repetidas de um a seis nucleotideos em
tandem, sendo que os fragmentos de interesse sdo amplificados por meio de primers
desenhados especificamente para a regido em estudo e amplificados via reacdo de
polimerase em cadeia (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores SSR, ao contrario de alguns outros marcadores como os Random

Amplified Polymorphic DNA (RAPD), requerem o conhecimento prévio da sequéncia de



DNA desejada, portanto, os primers necessitam ser previamente desenhados para cada
locus de cada espécie, o que encarece o uso desta técnica (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

No entanto, € possivel em muitos casos transferir marcadores SSR de uma espécie
para outra e utilizd-los diretamente economizando os custos de construgdo. A
transferibilidade de marcadores microssatélites ¢ conferida a espécies relacionadas, e ¢
possivel devido dado que as sequéncias que antecedem as regides microssatélites se
encontrarem altamente conservadas entre espécies de um mesmo género ou mesmo de
uma mesma familia (ELLIS & BURKE 2007). A alta taxa de transferibilidadede
marcadores microssatélites ¢ um dos fatores que contribuem para que estes sejam
empregados mais amplamente em estudos de genética de populacdes (AGARWAL et al.,
2008; SOARES et al., 2013).

Os marcadores microssatélites estdo sendo amplamente produzidos e utilizados
para aplica¢des de mapeamento genético tanto para espécies arboreas florestais como
para culturas anuais de larga produg@o como arroz, soja e trigo, além de frutiferas como
Citrus, sendo amplamente utilizados na caracterizacdo genética, detectando
polimorfismos para alelos de um determinado gene ou de pequenos fragmentos de DNA,
permitindo a distingdo de individuos da mesma espécie, mesmo aqueles proximamente
aparentados (BENKO-ISEPPON et al., 2003). A andlise genética ¢ capaz de nos
proporcionar entendimento sobre os processos de diferenciacdo de populagdes naturais,
além de melhoramento genético e programas de conservagdo de espécies (REIS 1996,

BARBOSA NETO, et. al 2000).
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Figura 1 — Miconia albicans em floragio.
Fonte MERCADANTE, 2016)

Apesar de ndo haver marcadores SSR construidos especificamente para Miconia
albicans, existem marcadores microssatélites desenvolvidos para uma outra espécie de
Miconia, M. calvescens, uma planta invasora comum em ilhas do Oceano Pacifico e em
outras partes do mundo (LE ROUX e WIECZOREK, 2008). Portanto, como ndo existem
primers de microssatélites desenvolvidos para M. albicans, os primers desenhados para
M. calvences podem ser usados como uma alternativa para o estudo da diversidade
genética dessa espécie, uma vez que pertencem ao mesmo género.

O presente estudo teve como objetivo a transferibilidade e avaliar a qualidade de

marcadores microssatélites de Miconia calvecens para Miconia albicans.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo e amostragem

A trabalho foi realizado com amostras de individuos coletados na Estagdo
Ecolégica do Panga localizado nas coordenadas 19°11°S/48°19° W, em Uberlandia — MG.
Foram coletadas e armazenadas amostras de folhas de 20 individuos, devidamente

identificados, de Miconia albicans. As folhas foram armazenadas separadamente, secas
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em silica gel, e levadas para Laboratorio de Morfologia Vegetal e Imagem — LAMOVI
do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlandia, para futura extragdo de

DNA e realizagdo das analises genéticas com uso de marcadores microssatélites.

2.2 Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais foram baseados em LE ROUX e WIECZOREK,
2008. O DNA total foi extraido com o kit DNeasy Plant mini (QIAGEN), sendo o mesmo
quantificado com a utilizagdo de NanoDrop (Thermo Fisher). Os primers microssatélites
selecionados (loci: B2, B9, B102(a), B109, B117, C103, D101, D114 e D118)
desenvolvidos para M. calvences foram testados em 6 individuos de M. albicans. A
amplificacdo dos fragmentos foi feita em termociclador (Thermo Fisher Scientific Oy)
com diferentes temperaturas para realizar protocolo de anelamento, testando temperatura
do artigo referencial e realizando alguns ajustes de temperatura para 0 mesmo primer.
Posteriormente as reagdes foram realizados com os demais individuos, totalizando 20
individuos. O ajuste da temperatura de anelamento foi realizada com o aumento ou
diminui¢do da temperatura, até que a visualizagdo das bandas no gel apresentasse a
melhor resolugéo possivel.

Para realizar as rea¢des de PCR foi preparada uma solu¢do com volume final de
10 uL. contendo: agua destilada deionizada estéril q.s.p. 5,4 uL, tampdo para PCR 10x
com MgClz 1,6 pL, dNTPs 0,6 pL, Taq DNA Polymerase 0,2 puL, primer 1,2 uL, 1pL
de DNA, totalizando 10 pL para cada reagdo. As seguintes condi¢des de reacdo foram
testadas no termociclador: desnaturacdo inicial a 95°C por 15 min; 35 ciclos de
amplificacdo: desnatura¢do a 94°C por 1 min; anelamento otimizado para cada primer
por 1 min e uma extensdo a 72°C por 90 seg ; por fim uma extensdo final a 72°C por 12
minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por meio de eletroforese em gel de
agarose ultrapura a 3,0%, corados em solugdo de Brometo etidio 0.9 pg/mL e imersos em
tampao TBE 0.5X (Tris base 121,1g, Boric acid 51,3g, EDTA 3,72g) com a tenséo de
110 V por de 2 horas e 30 minutos, posteriormente, foram fotodocumentados. Os
fragmentos de DNA foram analisados por visualizagido sob luz ultravioleta, comparando-
se os individuos pela presenca de alelos e peso molecular das bandas para produgio de

uma tabela de dados.
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2.3 Analise dos Dados

A avaliagdo da transferibilidade foi feita, primeiramente, de forma visual com
base em dois critérios: amplificag@o dos /oci e nitidez das bandas. Para anélise dos géis
observou-se a ocorréncia da amplificacdo de bandas em cada primer e se as mesmas
possuiam tamanho esperado, conforme descrito em (LE ROUX, WIECZOREK e
MEYER 2008). O tamanho das bandas foi estimado utilizando o marcador molecular

DNA ladder 100 bp (Ludwig Biotec).

3 RESULTADOS

No estudo da transferibilidade de marcadores moleculares microssatélites de
M.calvecens para M. albicans foram analisados nove locos: B2, B9, B102(a), B109,
B117, C103, D101, D114, D118 (Tabela 1), sendo que oito deles (88%) tiveram alelos
amplificados. Apenas o primer D114 ndo foi efetivo. Todos os individuos tiveram
amplificacdo com alguns dos primers testados, exceto o individuo 5 que ndo amplificou

em nenhum primer e temperatura testada.

Tabela 1 — Primers e temperaturas utilizadas com tamanho de bandas e provavel ocorréncia de

heterozigosidade, bandas inespecificas e polimorfismo.

Primers TeA TeA TeA TaB Trans Ht B.I
Referencial ~ Testada Recomendada _ B B
B2 562C 572C 562C 226-264 X X X
B9 602C 622C 602C 226-304 X X
B102(a) 602C 622C 602C 363-379 X
B109 | 629C 632C 622C 315-363 X X X
B117 | 552C 562C 552C 322-410 X X
C103 562C 579C 562C 200-251 X X X
D101 642C 64,52C 642C 432-444 X X
D114 602C 629C 602C 201-248
D118 550C 562C 550C 204-244 X X

Pol

TeA = Températura de anclamento; TaB = Tamanho de banda; Trans = Transferibilidade; B.I = Bandas

Inespecifica e Pol = Polimorfismo.
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Para os nove primers de Miconia calvecens testados ocorreram amplificagdo
para Miconia albicans na temperatura referencial, porém apresentaram em alguns
individuos bandas inespecificas fora do tamanho das bandas proposto por em (LE ROUX,
WIECZOREK e MEYER 2008).

Para determinar provaveis evidéncias de heterozigosidade foram consideradas as
bandas diferentes dentro do intervalo de tamanho de bandas referencial ou primers que
foram amplificados em alguns individuos e em outros ndo. Conforme tabela 1, obteve-se
evidencia de heterozigosidade para os primers B2, B9, B109, C103, D101. Bandas
inespecificas foram observadas para todos os primers exceto D114. A resolugdo
relativamente baixa do gel de agarose nem sempre permitiu uma diferenciacdo clara entre
as bandas.

Para os loci em que as bandas inespecificas foram visualizadas, a PCR foi repetida
com a temperatura de anelamento acrescida em 1 grau. Como resultado os primers B109,
B117,D14 e D118 ndo amplificaram e para os B2, B9, C103 e D101 foram obtidas bandas
com pouca clareza (Tabela 1).

No primeiro teste de amplificagdo do primer B2 a 56°C com seis individuos
(Figura 2), ocorreu amplificag@o dos individuos 2, 3 € 6 com duas bandas entre 200 e 300
pb. Foi realizado um segundo teste na temperatura de 57°C, onde os individuos 1 e 3
continuaram apresentando possiveis bandas extras entre os numeros de pares de base
esperados. Ao realizar o teste com os demais individuos totalizou-se 45% de amplificagdo
de individuos dentro do esperado de 200 a 300 pb, porém com outras bandas entre 100 e
200 pb. Este primer possui uma provavel heterozigosidade (Figura 3).

Verificou-se que para o primer B9 ocorreu amplificagdo em todas as temperaturas
testadas com 6 individuos (Figura 4), na temperatura referencial de 60°C a amplificagdo
ocorreu entre 200 e 300 pares de base. Ao repetir a temperatura de 60°C para os demais
individuos (Figura 5), ndo houve amplificacdo apenas no individuo 19, todos os
demais estavam com tamanho de bandas esperado (226-304) e com bandas bem
expressas e possivel heterozigosidade e polimorfismo.

O primer B102(a) a 60°C apresentou 70% de amplificagdo dos individuos testados
(20 individuos), amplificando entre 300 a 400 pb, conforme esperado, e apresentando
possivel banda inespecifica apenas no individuo 12 (Figura 6). Ao aumentar a

temperatura do primer B102(a) para 61°C, amplificaram os individuos 1 e 3, onde o
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individuo 1 com duas bandas entre 300 a 400 pares de bases. Ao aumentar mais 1°C
apenas o individuo 1 amplificou desaparecendo uma das bandas (Figura 7).

O gel de eletroforese do teste de seis individuos (Figura 8) do primer B109 a 62°C
amplificou entre 300 e 400 pares de base, porém com varias bandas extras principalmente
no individuo 2, ja na temperatura de 63°C ndo houve amplificag¢do. Identificou-se nos
demais individuos do primer B109 (Figura 9), que ocorreu duas bandas bem expressas e
proximas entre 300 e 400 pb em todos os individuos amplificados, indicando provavel
heterozigosidade.

Ao realizar um primeiro teste com seis individuos na temperatura referencial de
55°C para o primer B117, identificou-se amplificagio exceto no individuo 5. Ao aumentar
a temperatura para 56°C n3o houve amplificacdo (Figura 10). Ocorreu 60% de
amplifica¢do do primer B117 & 55°C ao testar 20 individuos (Figura 11), com o nimero
de pb esperado (322-400), porém o individuo 12 e 19 apresentaram uma possivel banda
a mais entre 600 a 700 pb com potencial de heterozigosidade e polimorfismo.

No primeiro teste com seis individuos para o primer C103 (Figura 12) visualizou-
se trés bandas com boa nitidez no individuo 3 a 56°C, estas com 250 a 350 pares de base,
ja os individuos 1 e 2 apresentaram bandas com niveis de pares de base diferentes, ao
aumentar a temperatura para 57°C visualiza-se amplifica¢do para os individuos 1, 2 e 3
porém com deformidade no gel, ndo sendo possivel a andlise, sendo necessario a repeti¢do
do teste. As bandas do primer C103 a 56°C foram expressas em diferentes pesos
moleculares entre os individuos, onde 8, 9 10 e 16 com bandas dentro dos pb referenciais,
mas com uma banda a mais perto dos 300 pb, ja o individuo 10 possui também outra
banda entre 600 pb e os individuos 11, 12 e 15 com uma banda aproximadamente 250 pb.
Chamam a aten¢do as bandas polimorficas com aproximadamente 1000 pb nos individuos
17,18 e 20 (Figura 13).

O gel de eletroforese do primer D101 (Figura 14) ndo apresentou diferengas
consideraveis em relacdo ao nimero de amplificacdo ao aumentar a temperatura para
64,5°C, ambas em torno de 400 a 450 pb. Aparentemente o primer D101 apresentou
heterozigosidade (Figura 15).

A amplificacdo referencial do primer D114 ¢ de 201 a 248 pb na temperatura de
60°C, mas ao realizar o teste com 6 individuos ndo foram visualizadas nenhuma banda.
Quando aumentou-se a temperatura para 61°C e posteriormente para 62°C continuou nao
havendo ampliagdo (Figura 16). Na repeti¢do da temperatura de 60°C com os demais

individuos o primer D114 confirmou a ndo amplificou (Figura 17).
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Para o primer D118 a 55°C, a amplificag@o esteve dentro do esperado de até 250
pares de base, mas com possiveis bandas inespecificas entre 100 a 200 pares de base. Ao
se tentar o ajuste de temperatura para 56°C verificou-se que ndo houve amplificacio
(Figura 18). A temperatura referencial de 55°C € eficiente na amplificagdo do primer
D118 (Figura 19), ocorrendo para todos os individuos testados na 2° etapa com bandas
bem marcadas dentro do niamero de pb esperado, com uma banda bem nitida no individuo

11 acima do numero pb esperado.
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Figura 2 — Gel de agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B2 a
temperatura de anclamento de 56 °C ¢ 57°C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 3 — Gel de agarose 3% com quatorze individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B2
a temperatura de anclamento de 56 °C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 4 — Gel de agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B9 a
temperatura de anclamento de 60 °C, 61°C, 62°C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.
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Figura 5 — Gel de agarose 3% com quatorze individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B9
a temperatura de anclamento de 60 °C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

<

SR N W P Y e e e e

Figura 6 — Gel de agarose 3% com vinte individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B102(a)
a temperatura de anclamento de 60 °C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 7 — Gel de agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B102(a)
a temperatura de anclamento de 61 °C ¢ 62°C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.
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Figura 8 — Gel de agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B109 a
temperatura de anclamento de 62 °C ¢ 63°C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 9 — Gel de agarose 3% com quatorze individuos de Miconia albicans, amplificados com primer
B109 a temperatura de anclamento de 62 °C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 10 — Gel de agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B117 a
temperatura de anclamento de 55 °C ¢ 56°C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.
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Figura 11 — Gel de agarose 3% com vinte individuos de Miconia albicans, amplificados com primer B117
a temperatura de anclamento de 55 °C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 12 — Gel de agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer C103 a
temperatura de anclamento de 56 °C ¢ 57°C. M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.

Figura 13 — Gel agarose 3% com quatorze individuos de Miconia albicans, amplificados com primer C103
a temperatura de anclamento de 56 °C . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo.
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Figura 14 — Gel agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer D101 a
temperatura de anclamento de 64 °C ¢ 64,5 . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo

Figura 15 — Gel agarose 3% com quatorze individuos de Miconia albicans, amplificados com primer D101
a temperatura de anclamento de 64 °C . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo

Figura 16 — Gel agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer D104 a
temperatura de anclamento de 60 °C, 61°C ¢ 62°C . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo

Figura 17 — Gel agarose 3% com vinte individuos de Miconia albicans, amplificados com primer D104 a
temperatura de anclamento de 60 °C . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo
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Figura 18 — Gel agarose 3% com seis individuos de Miconia albicans, amplificados com primer D118 a
temperatura de anclamento de 55 °C ¢ 56°C . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo

Figura 19 — Gel agarose 3% com quatorze individuos de Miconia albicans, amplificados com primer D118
a temperatura de anclamento de 55 °C . M - Marcador de 100pb. B- controle negativo
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4 DISCUSSAO

Obteve-se sucesso no experimento de transferibilidade para os primers B2, B9,
B102(a), B109,B117,C103, D101 e D118 exceto primer D114, de maneira que o sucesso
geral foi de 88% de transferibilidade, com ocorréncia de polimorfismo nos primers B9 e
D117, porém ha necessidade de ajustes, seja em temperatura de anelamento ou resolugdo
do gel de eletroforese para analises mais detalhadas.

O desenvolvimento de marcadores “simple sequence repeat” (SSR) ou
microssatélites, muitas vezes, ¢ a melhor op¢do para investigar polimorfismos de
populagdes (FOSTER et al., 2010). A possibilidade de transferir tais primers pode agilizar
estes estudos e reduzir custos de constru¢do de primers especificos. Mas a
transferibilidade dos marcadores depende do grau de parentesco genético das espécies
analisadas (GONCALVES et al,, 2011). Portanto, ha similaridade entre M. calvecens e
M. albicans, mas os primers testados demostraram espeficidades diferentes podendo
causar bandas inespecificas.

O percentual de transferibilidade pode ser altamente variavel dependendo das
espécies em estudo. Alguns estudos apresentam elevadas taxas de transferéncias de
marcadores de SSR em varias espécies, dentro de um género (GAITAN - SOLIS et al.,
2002) e, por vezes, entre géneros (VARSHNEY et al., 2005). Um exemplo € o estudos da
transferibilidade de marcadores de Cocos nucifera, Linn para Butia odorata. Barb. Rodr.,
que mostrou 40% de transferibilidade efetiva (MISTURA et al.). Ja a avalia¢do de 67
primers desenvolvidos para meldo (Cucumis, melo L.) e testados em melancia (Citrullus
lanatus, Thunb.) (MATSUM. & NAKALI), ambas espécies da familia Cucurbitaceae,
obteve apenas 23% de transferibilidade (RITSCHEL et al. 2004). Um estudo com
marcadores microssatélites desenvolvidos para Oryza sativa L. e testados em 21 espécies
de Bambusoideae, mostrou 68,3% de transferibilidade (CHEN et al. 2010). Valores
semelhantes, 63,9% de transferibilidade, foram encontrados para marcadores
microssatélites de Prunus L. testados em outras espécies da familia Rosaceae (MNEJJA
et al. 2010). A transferabilidade dentro do mesmo género comumente resulta em valores
mais altos, como os 83% obtidos para 14 pares de primers desenvolvidos para Butia
eriospatha Mart. e testados em B. catarinenses Mart. (NAZARENO et al. 2011)

Os resultados obtidos ndo apresentaram homogeneidade nos individuos para todos
os primers. Todos os primers amplificados apresentaram ser provaveis polimorficos,

apresentando bandas extras, algumas dentro do tamanho de bandas esperado e outras néo,
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pode-se considerar uma possivel heterozigosidade e provavel diferenga de ploidia na
mesma populagdo decorrente da ocorréncia das bandas inespecificas, ndo sendo
evidenciada a confirmagdo devido a resolug@o do gel de agarose 3%, sendo necessario a
utilizagdo de gel de poliacrilamina para detec¢do de polimorfismo ou aumento do tempo
de corrida da eletroforese em gel de agarose 3%. O gel de agarose tem uma maior
extensdo de separagdo para fragmentos longos de DNA, ja o gel poliacrilamida tem a
capacidade de separar fragmentos muito pequenos de DNA e que apresentam uma
minima diferengca de massa (WALKER & RAPLEY, 1999). Nao se fez uso do gel de
poliacrilamida por estar testando inicialmente apenas a transferibilidade dos primers.
Todos os primers amplificados, exceto D114, ocorreram anelamento dentro da
temperatura referencial, Para futuras anélises de heterozigosidade recomenda-se mais
testes em diferentes temperaturas de anelamento e eletroforese em menor voltagem e em

mais tempo de corrida.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo s@o promissores e de grande valia para
utilizagdo dos primers transferiveis em estudos de variabilidade e filogenia da familia
Melastomataceae. Reduzindo os custos e tempo da pesquisa, por ndo ser necessario o
desenvolvimento de outros marcadores especificos para Miconia albicans, pois ocorreu
a transferibilidade dos primers microssatélites. Além, a eletroforese com gel de agarose
3% ser eficiente, porém com necessidade de ajustes em voltagem e tempo de corrida.
Recomenda-se a utilizagdo dos primers B9 e D117 por apresentarem polimorfismo e boa
especificidade, porém ndo sdo recomendados D114 por ndo ocorrer amplifica¢do e C103

por apresentar varias bandas inespecificas.
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