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Atualmente constata-se um acentuado crescimento dos plantios de Eucalyptus no Brasil, visando
comercializagdo de seus produtos. Os mapeamentos genéticos destas espécies t€m sido obtidos através de
diferentes métodos, incluindo RAPD, RFLP, AFLP, isoenzimas e microssatélites. Isto tem permitido a
localizagdo de importantes QTLs nos mapas genéticos, os quais geralmente determinam caracteristicas de
interesses econdomicos como: capacidade de propagagdo vegetativa; tolerdncia a geada; crescimento e
qualidade da madeira etc. (RABELLO et a. 2005).

Microssatélites, também conhecidos como SSR, sdo marcadores moleculares valiosos em
“fingerpriting”, identificagdo de paternidade, controle de qualidade e de cruzamento, estimacédo de taxa de
autocruzamento, avaliagdo de diferenciagdo genética e estimativa de fluxo genético. Em contraste com
estas importantes aplicacoes, esses marcadores tém sido menos utilizados para reconstrugdo filogenética,
principalmente devido a assimetria no processo de mutagio e de degradacdo de repetigdes todo o tempo.
(GOLDESTEIN e POLLOCK, 1997, citado por MARQUES et a. 2002).

A principal desvantagem dos microssatélites é seu alto custo de desenvolvimento em funcdo de
dificuldades em se isolar regides repetidas com alta abundincia no genoma de plantas. Os métodos
padrdes para o desenvolvimento destes marcadores envolvem muito tempo e trabalho intenso, pois
requerem a construcao de bibliotecas com pequenos insertos, hibridizagao com sondas e seqiienciamento
dos clones candidatos. Dessa forma, o desenvolvimento destes marcadores pode ser redizado de
diferentes formas: via bibliotecas gendmicas, bibliotecas gendmicas enriquecidas, bibliotecas BAC/YAC e
viabibliotecas de cDNA (SCOTT et al., 2000).

Embora sgainquestionavel a eficiéncia da aplica¢do dos marcadores SSR nos estudos genéticos e
nos programas de melhoramento de espécies florestais, o custo de desenvolvimento destes é muito alto.
Entretanto, 0 método de desenvolvimento de baseado em seqiiéncias EST apresenta vantagens sobre os
métodos tradicionais, pois implica na utilizagdo de seqiiéncias EST depositadas em bancos de dados,
minimizando, portanto os custos de geragdo de dados (KANTETY et al. 2004).

Outra dternativa de barateamento e de ampliagdo do emprego dos marcadores gerados ¢ a
possibilidade de transferabilidade dos mesmos, entre espécies relacionadas. Sob essa otica, € importante
verificar a ocorréncia de sintenia, ou seja, de conservagdo na ordem de genes entre espécies relacionadas
(CIB, 2005). A transferabilidade de microssatélites ¢ uma conseqiiéncia da homologia da seqiiéncia de
DNA das regides que flanqueiam os microssatélites (ZUCCHI, 2003), e o sucesso de amplificacdo de
DNA heterologo, ¢ inversamente proporcional a distdncia evolutiva entre as espécies envolvidas
(ZUCCHI et a. 2002).

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver dois pares de primers microssatélites para
Eucalyptus através de metodologia que propiciasse uma minimizagao dos custos e do tempo necessario,
gquando comparados com as metodol ogias tradicional mente empregadas nestas abordagens.

A escolha dos locos foi realizada pelo programa Sattel yptus (CERESINI et al. 2005) a partir de
uma amostra de seqiiéncias ESTs geradas pelo Consorcio FORESTS [http:/esalq.usp.br/ciagri (acesso
restrito com senha)] Para o desenho dos primers flanqueadores das regides SSRs, evitou-se a0 maximo a
possibilidade de ocorréncia de dimeros, hairpins € outras caracteristicas indesgjaveis, que impedem uma
boa amplificagdo do loco SSR, durante a PCR (polimerase chain reaction). Empregou-se nesta etapa o
software PRIMER 3 (ROZEN e 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’e 3°,
respectivamente, da seqiiéncia; 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 0 DNA molde (T, igual ou préxima 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.

Conforme apresentado por Ceresini et al. (2005), as seqiiéncias consenso empregadas no
desenho dos primers foram caracterizadas de acordo com a fungdo génica, considerando informagdes
geradas pela ferramenta bioinformatica BLASTX de comparagdo de homologia as comparou com as
seqiiéncias depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information -
http://www.nchi.nih.gov/BLAST/).

Para extragdo de DNA empregou-se 0 método proposto por Saghai-Maroof er al. (1984), o qud foi
redizado a partir de folhas jovens de plantas constituintes de uma populagao base de Eucalyptus
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 (FEJUNESP). A guantificacdo 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 4 filtrada g.s.p. 13 ulL. Para amplificacao, as rea¢bes 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 e 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 trang uminador
ultra-violeta.

Os pares de primers gerados apresentaram as seguintes caracteristicas: -primer Euca 30,
proveniente do contig EGUTRT3110EQ03, flanqueia o motif GAG (8), similaridade (e-value 1,00e-114)
com uma proteina putativa de transporte de Fe(ll) presente em Arabidopsis thaliana, € primer Euca 39:
proveniente do contig EGUTRT3344D11, flanqueia o motif TC(12)GAG(6), e apresenta similaridade (e-
value 3,00e-47) com a proteina RAD23 cuja fungéo é o reparo e excisdo de nucleotideos. Ainda Sio raros
0s relatos sobre as fungdes dos microssatélites localizados proximos ou dentro das regides codificantes
dos genes das plantas (LIEWLAKSANEEYANAWIN et al. 2004). Entretanto ¢ conhecido que em
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) repeticoes de motifs mono, di e tetranucleotidicos sdo localizados
principalmente em posi¢des intergénicas, enquanto os trinucleotideos encontram-se em ORFs (open read
frames) envolvidas com aregulagio celular (RICHARD e DUJON, 1966, YOUNG et al. 2000).

Inicialmente testou-se a amplificagdo em quatro individuos da populacdo de E. camaldulensis e
verificou-se potencial de amplificagdo dos locos SSR (Figuras 1 e 2). Observou-se também a presenca de
aeos nulos. Ta fato pode ser decorrente da existéncia de mutagdo no DNA destes individuos justamente
no sitio de ancoragem dos primers, impedindo assim, a amplificacdo dos locos. Entretanto, como os
resultados ainda sio preliminares, é possivel que outros testes com diferentes condi¢bes de amplificacdo
permitam elucidar esta questao.

A despeito do baixo nimero amostral inicialmente em emprego, embora suficiente para propodsito
inicial de testar-se a amplificagao dos primers, ja foi possivel verificar-se a ocorréncia de polimorfismo
entre alguns individuos. Assim, o emprego do primer EUCA30 denotou a ocorréncia de individuos
homozigotos e individuos heterozigotos para aquele loco (Figura 1), com alelos de cerca 500pb e de
150pb.
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Figura 1- Teste de amplificagdo com o primer EUCA30 (canaletas 1 a 4 — amostras Eucalyptus
camaldulensis). CN- controle negativo. PM- padrao de tamanho molecular (100 pb e 1kb)

Figura 2- Teste de amplificagdo com o primer EUCA39 (canaletas 1 a 4 — amostras Eucalyptus
camaldulensis). CN- controle negativo. PM- padrdo de tamanho molecular (1kb)

Os resultados, embora ainda preliminares, sio bastante promissores, indicando que esta estratégia
pode gerar economia de tempo e trabalho na produgao primers a serem utilizados em estudos de genética
populacional, de conservagio de biodiversidade ou de melhoramento genético. Entretanto antes do efetivo



uso destes primers os testes devem prosseguir empregando-se um maior numero amostral, diferentes
condigdes de amplificagdo e também de eletroforese, ou seja, uma matriz que permita uma melhor
resolugdo de bandas, como a policrilamida. Nossa equipe encontra-se empenhada nesta nova etapa de
estudo.
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