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Introducao

A protecao da vida nao é apenas uma premissa ética, mas uma necessidade econémica. A familia
Bromehaceae compreende aproximadamente 3.350 espécies distribuidas em 58 géneros. No Brasil,
podemos encontrar cerca de 50% das espécies conhecidas, sendo um importante centro de diversidade da
familia. As broméhas sofrem uma crescente demanda do mercado de plantas ornamentais, no entanto este
mercado ndo é suprido por produtores nacionais, mas sim por forte acio do extrativismo. Esse grupo
também sofre grande fragmentaciao de habitat decorrente do desmatamento da Mata Atlantica.

Vriesea carinata (Wawra) (Figura 1), pertencente a subfamiha Tillandsioideae, é nativa e endémica
do Brasil, ocorrendo na Mata Atlantica, na Floresta Ombrofila Mista e Densa, Floresta Estacional

Semidecidual e Restingas (Figura 2).

A analise do DNA possibilita examinar as variacoes entre mdividuos, apontando suas diferencas
dentro e entre populacoes e as variacoes nas frequéncias alélicas entre elas. Uma forma de estudar as
populacoes dessa espécie € utilizando marcadores de microssatélites (constituidos de DNA repetitivo), os
quais sao regioes Instavels do genoma, que estio sob alteracoes mutacionals, com taxas muito mais

elevadas do que as observadas em sequéncias de DNA nao repetitivo.

Figura 1: Ilustracao de V. carinata. Fonte:
Botanical Gardens Berlin-Dahlem

Objetivo
O objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento e caracterizacao de marcadores microssatélites para a espécie Viesea carinata utilizando uma
biblioteca de RNA gerada por sequenciamento e nova geracao (NGS).
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Figura 2: Populacoes amostradas ao longo da distribuicao geografica de V. carinata

Metodologia
**O DNA foi extraido das folhas de acordo com o protocolo de Doyle
& Doyle (1990) com modificacoes.
**Foram isoladas sequéncias de microssatélites in silico a partir dos
dados gerados por NGS (Guzman et al., 2013) e desenhados os primers
para a amplificacao dessas regioes.
**Testou-se e validou-se os primers desenvolvidos em diferentes plantas
de Vmesea carinata, através de reacoes de polimerase em cadeia (PCR)
segundo Palma-Silva et al. (2007) e os produtos das amplificacoes foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2% e corado com GelRed e
comparados c¢m marcador de peso molecular de 100pb (LGC
Biotecnologia).
**Os locos com amplificacao satisfatéria no gel de agarose tiveram seus
PCRs repetidos, adicionando-se um terceiro primer a reacao (M13)
marcado com diferentes fluorescéncias.
**Os produtos das amplificacoes foram genotipados em sequenciador
automatico em comparacao com marcador de tamanho molecular GS500

I[LIZ e a 1identthcacao dos alelos for realizada no programa
GENEMARKER.
**Os locos com perfeita amplificacaio e polimorfismo foram

selecionados e estao sendo analisados quanto a diversidade genética das
populacoes coletadas de V. carnata.

Resultados Preliminares
*Um total de 632

apresentarem motivos

contigs foram selecionados previamente por
de microssatélites, destes, 222 sequéncias
prelimmares foram analisadas e 98 pares de primers que delimitam as
ilhas de microssatélites foram desenhados utiizando o programa
Primer3.

wDestes 98 Joci foram selecionados os 30 mais promissores e entio

realizada a sintese dos primers e realizados os testes em laboratorio.

¢ Foram realizados PCRs com os 30 locos sintetizados em seis individuos
de V. cannata, dos quais 17 apresentaram padrio de amplificacao
satisfatorio em gel de agarose.

¢ Posteriormente, realizou-se o segundo teste, no qual foram repetidos os
PCRs dos Jloci previamente selecionados, os quais foram genotipados
em sequenciador automatico para verificacao de polimorfismo.

** Dos 17 loci enviados para a empresa prestadora desse servico, 13
amplificaram satisfatoriamente e 11 foram polimorficos (Tabela 1).

** No momento, duas populacoes estio sendo testadas quanto ao seu
polimorfismo a fim de estimar a diversidade genética nessas populacoes
naturais de Vrwesea carinata.

Tabela 1. Descricao e caracterizacao dos 11 primers polimorficos que delimitam regides
de microssatélites em Viesea carinata, incluindo nome do locus, sequéncia do primer,
motivo, numero de alelos (A), tamanho do alelo.

NOME PRIMERS Motivo Tamanho
Vcar 10 F: AACTTGTCTATGTCTAAAGGAATGG  (TTG)SN(GTT)IN(TAT)7 4 236
R: ACTCTGCGGCTGTTCTTCTC
Vcar 11 F: ACTCTGCGGCTGTTCTTCTC (ATA)7N{AAC)IN(CAA)S 5 236
R: AACTTGTCTATGTCTAAAGGAATGE
Vear 31 F: CCGTAGGCGACGATAGAGAG (AG)15 3 203
R: GTGGGGGAGGAGAGAGAAAG
Vcar 72 F: TTCTCAATCTTCACCGACGA (CGC)N(GTCCTC)3N(TCC)6 5 217
R: GCGAGGAGGACGATGACTC
Vcar 95.1F: CATTGGTGTTGTTGGGTTCA (TGCCAC)AN(CTT)6 3 185
R: GAGATGGCTGAGGAAGATGC
Vcar 115 F- CGCCATTATCAACGATCACA (GA)BN(AG)7 6 187
R: GGCGCTTATTTATGCTCTGE
Vear 139 F: CCCCGAAATTGATCGAAAC (AGG)6N(TGG)9IN(GA)8 4 239
R: GGTGAGTGAGATTGGGTGGT
|Vear_143 F: CCCTTCCCGATCGAATTTAT (CTC)IN(TAGGGT)2 2 235
R: AGGAGCTCCGATCCATAACC
Vear 153 F: TGGATGTGAAGGAGCAGAAA (GCTGAA)2N(GCT)BN[CCTGCT)2 3 209
R: ATGCAACAATCATGCAGTGG
Vcar 258 F: TTCTTCGAGAGCTTCGATCC (CCT)9 6 213
R: GAGTCAATGCGGAGAAGCAT
Vcar 280 F- CACAAAGCCACTCACAAAACC (CT)8N(TC)7 2 202
R: ACTGCCAATCCGGTATGAAG
Perspectivas

*Os loc1 com perfeita amplificacio e polimorfismo serao selecionados
para teste em outras espécies de bromélias, com o objetivo de vertficar
seu potencial para amplificacio heterologa.
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