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O género florestal Eucalyptus é de grande importancia na ecologia florestal da Australia, e na
economia mundial, por ser amplamente cultivado visando produgdo madeireira e de celulose (POKE et al.
2005). Atuamente as plantagdes de Eucalyptus ocupam no Brasil, uma area de cerca de trés milhdes de
hectares (MDICE, 2005). Dada a sua importancia, este género vem sendo estudado na area genOmica
buscando-se um maior conhecimento de sua diversidade aélica, assim como o desenvolvimento de
marcadores moleculares que possibilitem a construgdo de mapas de ligagao associados com caracteres de
interesses slviculturais (MARQUES et a., 2004; MORI et d., 2004). O isolamento de genes e
determinagdo da fungdo do gene tem sido outro aspecto prioritario de estudos envolvendo a clonagem e
identificagdo de genes, perfil da expressdo do gene, localizagdo de QTLS, associagdo de polimorfismos
com o fenotipo (POKE et d., 2005).

Uma ferramenta extensamente utilizada para a pesquisa genémica em Eucaluptus Sio os SSRs,
entretanto seu uso ¢ ainda limitado em fungdo de longos e laboriosos passos para desenvolvé-los
(RAKOCZY-TROJANOWSKA e, BOLIBOK; 2004). Pode-se dizer que as duas estratégias gerais para
acessar estas regides e desenvolver marcadores SSR resumem-Se OU ha construgdo de bibliotecas
genomicas com sondas complementares as seqiiéncias de microssatélites ou na pesquisa de seqiiéncias
expressas contendo microssatélites, disponiveis em bancos de dados (MORGANTE; HANAFER,;
POWELL, 1993, GUR-ARIE et a., 2000, RAKOCZY-TROJANOWSKA; BOLIBOK, 2004). Destes, o
segundo método ¢ mais eficiente do ponto de vista de custos, Simplicidade e rapidez; entretanto apresenta
algumas limitagdes. Uma das limitagdes é que potenciais polimorfismos podem ser perdidos, pois sendo a
busca de SSRs realizada em seqiiéncias expressas (ESTs), ndo abrange a maior parte dos SSRs que
conhecidamente estao presentes principalmente em regides nio codificadoras do genoma (RAKOCZY-
TROJANOWSKA; BOLIBOK, 2004). Atualmente, cerca de 4000 seqiiéncias de DNA gendmico nuclear
de Eucalyptus estdo depositadas no banco de dados publico NCBI GenBank. (POKE et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi desenhar um par de primers flanqueadores de locos SSR a
partir de seqiiéncias de genes expressos de Fucalyptus gerados pelo Consércio FORESTs/FAPESP, assim
como verificar asuaamplificagao em E. camaldulensis.

Para 0 desenho do par de primers flanqueadores das regides SSRs, evitou-se a0 maximo a
possibilidade de ocorréncia de dimeros, hairpins € outras caracteristicas indesejaveis, que impegam uma
boa amplificagdo do loco SSR, durante a PCR (polimerase chain reaction). Empregou-se nesta etapa o
software PRIMER 3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000)
(http://www.genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html), obedecendo-se 0s seguintes
critérios: posi¢des de inicio e fim dos SSRs a pelo menos 50 bases distantes das extremidades 5’¢ 3°,
respectivamente, da segiiéncia; comprimento médio dos primers de 20 bases, comprimento esperado do
produto da PCR entre 125 e 300 pb;porcentagem de bases CG dos primers entre 40 a 70% , temperatura
para pareamento dos primers com o DNA molde (T.,) igual ou proxima a 60°C., diferenga maxima de 3°C
entre as T, do par de primers, minima possibilidade de auto-pareamento dos primers, auséncia de
hairpins. O par de primers foi desenhado a partir do contig EGUTST2032E04.g contendo um motif
mononucleatidico (T) com 18 repetigdes.

A seqiiéncia consenso empregada no desenho do par de primers foi submetida a comparagio de
homologia com as seqiiéncias depositadas no banco de dados do NCBI (Nationa Center for
Biotechnology Information - http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) através do emprego da ferramenta
bioinformatica BLASTX .

Paraextracao de DNA empregou-se 0 método proposto por SAGHAI-MAROOF et al., (1984), o qua
foi redlizado a partir de folhas jovens de plantas constituintes de uma populacdo base de Eucalyptus


http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/)

camaldulensis, originaria da regido de Katherine River, no estado de Queensland, Australia e instalada em
26/04/1986, na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensio da Faculdade de Engenharia (FEPE), Campus de
Ilha Solteira (FEISYTUNESP). A quantificagdo do DNA se deu em espectrofotometro (SAMBROOK et al.,
1989), e a qualidade em gel de agarose (0,8%). Cada reagao foi constituida de 6 ng de DNA, tampao PCR
(Phoneutria) 1X, 2,0mM MgCl,, 0,2uM dNTP (de cada), 1U Tag DNA polimerase (Phoneutria), 1uM
primer foward, 1UM primer reverse, H,O g filtrada g.s.p. 13 ul. Para amplificagdo, as reagdes foram
submetidas ao seguinte programa de termociclagem fouchdown: 5 ciclos de 94°C por 30 seg, 64°C por 30
seg e 72°C por 30 seg, 5 ciclos de 94°C por 30 seg, 62°C por 30 seg ¢ 72°C por 30 seg, 5 ciclos de 94°C
por 30 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, 5 ciclos de 94°C por 30 seg, 58°C por 30 seg e 72°C por
30 seg, 5 ciclos de 94°C por 30 seg, 56°C por 30 seg e 72°C por 30 seg e finalmente 25 ciclos de 94°C por
30 seg, 54°C por 30 seg e 72°C por 30 seg.

Os ados amplificados foram separados através de eletroforese (90 V - 1h 30 min) em gel de
agarose (3%, dissolvidaem Tampao TBE 1X - Tris 28 mM, acido bérico 88 mM, EDTA 7 mM, pH 8,3),
corados com brometo de etidio (5 ng/ ml de gel) e fotografados com camera digital em transluminador
ultra-violeta.

Inicialmente testou-se a amplificacdo em doze individuos da populagdo de E. camaldulensis e
verificou-se que o par de primers Euca63 apresentou potencial de amplificagido dos locos SSR (Figura 1).
Entretanto observou-se também a ocorréncia de alelos nulos, o que pode ser decorrente da existéncia de
mutagcdo no DNA destes individuos justamente no sitio de ancoragem dos primers, impedindo assim, a
amplificagdo dos locos. Considerando-se que os resultados ainda Sio preliminares, é possivel também que
segja necessario testar novas condigdes de amplificagdo de forma a elucidar esta questdo. A despeito do
baixo nimero amostral inicialmente em emprego, embora suficiente para propodsito inicial de testar
amplificagdo dos primers, ja foi possivel verificar-se a ocorréncia de polimorfismo entre alguns
individuos. Assim, o emprego do primer EUCAG3 denotou a ocorréncia de individuos homozigotos e
heterozigotos para aquele locos (Figura 1).

Os resultados sio muito promissores, pois indicam que o par de primes denominado Euca 63 foi
eficiente em detectar a existéncia de polimorfismo, 0 que é desejado em estudos de avaliagdo de
diversidade genética. Em uma pequena amostra de doze individuos cerca de 5 diferentes alelos puderam
ser identificados para o locus em estudo. Verificou-se também que nem sempre os produtos obtidos
apresentaram o tamanho esperado quando se desenhou o par de primers. Este fato pode ser decorrente do
fato dos primers terem sido desenhados sobre seqiiéncias expressas, quando provavelmente ja havia
ocorrido o processamento de mRNA, e portanto excisio de introns. Isto faz com que o tamanho da
seqiiéncia EST seja diferente do gene que lhe originou. Entretanto ainda ha que se trabalhar para melhorar
as condi¢oes de amplificagdo visando melhor eficiéncia na gerag¢do de produtos de PCR, antes que 0 par
de primers sgja definitivamente indicado como marcador em estudos genéticos. Para tanto os testes devem
prosseguir empregando-se um maior numero amostral, diferentes condi¢oes de amplificag@o e também de
eetroforese, ou sga uma matriz que permita uma melhor resolugdo de bandas, como a policrilamida.
Nossa equi pe encontra-se empenhada nesta nova etapa de estudo.
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Figura 1- Amplificagdo de locos SSR a partir de DNA genomico de Eucalyptus camaldulensis (canaletas
1al12). com os primer Euca63. PM- padrao de tamanho molecular.
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