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Isolamento e caracterização de marcadores 
microssatélites para Araucaria angustifólia 
(Araucariaceae) 
 

 

Resumo 

 

 

A Araucaria angustifolia é a única espécie do gênero com ocorrência natural no Brasil. 
Devido à intensa exploração madeireira, restam aproximadamente 2% dos 
remanescentes desta espécie. Os marcadores moleculares baseados em SSR – 
“Simple Sequence Repeats” ou microssatélites, são utilizados para estudos de 
populações naturais por revelarem alto nível de polimorfismo e por serem de herança 
co-dominante e multialélicos. O objetivo deste estudo foi desenvolver um conjunto de 
marcadores microssatélites específicos de Araucaria angustifolia e estimar a 
diversidade e estrutura genética de duas populações naturais da espécie. A biblioteca 
enriquecida para microssatélites foi construída inicialmente digerindo DNA genômico 
com enzima de restrição (Mse I). Os fragmentos entre 200 e 800 pb foram isolados, 
purificados, ligados a adaptadores e hibridizados a oligonucleotídeos (AG)13 and (TC)13 

biotinilados. Os fragmentos enriquecidos para estes dois microssatélites foram 
isolados com contas magnéticas, clonados e sequenciados. Níveis de polimorfismos 
foram avaliados em 29 locos microssatélites usando um total de 16 árvores adultas de 
populações naturais da espécie. Média de 8,1 alelos por loco foram detectados, e 
heterozigosidade esperada e observada de 0,72 e 0,63. 

  

Palavras chave: Araucaria angustifolia, microsatellite, diversidade genética, 
conservação. 

 

1. INDRODUÇÃO 

Araucaria Angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma espécie nativa, dióica da Floresta 
Atlântica Tropical. Populações naturais ou plantadas ocorrem nos três Estados do Sul 
do Brasil (Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) onde é chamado de “pinheiro-
do Paraná”, “araucária” ou “pinheiro brasileiro”. Esta espécie também ocorre como 
manchas esparsas em outros estados como São Paulo e Minas Gerais e na Argentina, 
particularmente na província de Missiones (KLEIN, 1960). 
A araucaria teve relevante função ecológica, econômica e social, sendo considerada 
uma das espécies arbóreas de maior importância nas regiões de ocorrência natural. 
Populações de indivíduos adultos criam ambiente para o desenvolvimento e o 
crescimento de várias outras espécies de plantas. Suas sementes servem de alimento 
para a fauna, incluindo pássaros e roedores, que são dispersores de sementes de 
araucária. Humanos também usam as sementes para a alimentação e renda adicional 
(AULER et al., 2002). A madeira de alta qualidade, que torna-se de elevado valor 
econômico, pode ser usada para diversos fins (REITZ et al., 1978). No entanto, os 
remanescentes de araucárias que representam 1 a 3% do total original (GUERRA et 
al., 2002), ainda estão sofrendo pressão na exploração pela industria madeireira. 
Locos microssatélites ou seqüências repetitivas simples (SSR) exibem elevados níveis 
de polimorfismo pelos diferentes números de unidades repetitivas. A elevada 
diversidade alélica e abundância de microssatélites em genomas eucariotos tornaram 
esse marcador molecular codominante, popular em estudos detalhados de análises de 
diversidade genética e estrutura genética (CHASE et al., 1996). 
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2. MÉTODOS 

DNA genômico total foi extraído de acículas de indivíduos 
de Araucaria angustifolia. Marcadores microssatélites 
foram desenvolvidos a partir de biblioteca genômica 
enriquecida para poly(TC13) construída com DNA digerido 
com MseI. Os fragmentos foram separados em gel de 
agarose 2%, e selecionados os fragmentos de 200 a 800 
pb, que foram eluidos, ligados a adaptadores e usados na 
construção de biblioteca genômica enriquecida, de acordo 
com protocolos previamente descritos por (BRONDANI et 
al., 1998; COLLEVATTI et al., 1999). Os fragmentos 

selecionados foram ligados em pGEM-T Easy Vector 
(Promega) e os vetores foram usados para transformar 
células competentes de Escherichia coli XL1-Blue, que 
foram crescidas em 1X Luria-Bertani (LB) ágar contendo 
ampicilina, Xgal e IPTG. Um total de 400 colônias foram 
transformadas para repetições (TC)n e amplificadas com 
iniciador M13 “forward” (Figura 1). O DNA plasmidial foi 
seqüenciado usando-se dye-terminator fluorescent 
chemistry, os produtos foram detectados em sequenciador 
automatizado ABI PRISM (Applied Biosystems) (Figura 2). 
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Figura 1 – Produtos amplificados de 13 insertos de DNA de Araucaria angustifolia em E. coli. Gel de agarose 
2%. 
 

                         

 
Figura 2 - Região microssatélite identificada no sequenciamento de inserto de DNA de Araucaria 
angustifolia amplificado por sistema plasmidial em E. coli  através do programa Chromas (versão 1.45). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados indicam que 399 colônias continham um 
microssatélite com tamanho e posição adequado no 
inserto clonado. Dos 399 clones positivos, 80 (20%) 
contendo microssatélite e regiões flanqueadoras 
adequadas para a realização do desenho de seqüência 
única. Iniciadores complementares para seqüências 
flanqueadoras de microssatélites foram desenhados 
usando-se o programa PRIMER3 (ROZEN e 
SKALETSKY, 2000). Cinqüenta pares de iniciadores 
foram sintetizados, otimizados e utilizados para estimar o 
número de alelos, heterozigosidade observada e 
heterozigosidade esperada com 16 árvores adultas 
provenientes de cinco populações naturais de Araucaria 
angustifólia. 

Os locos microssatélites foram amplificados usando 
reação de polimerase em cadeia (PCR) em volume total 

de 13µL contendo 3ng de DNA genômico, 0,25mM de 
cada dNTP, 1,5mM de MgCl2, tampão de PCR 1X (10mM 
Tris-HCl, 50mM KCl), 0,25mg/mL de BSA, 0,25µM de 
cada iniciador e 1U de TaqDNA polimerase (Gibco). As 
amplificações foram realizadas em controlador de 
temperatura MJ Research PTC-100 usando o seguinte 
protocolo: desnaturação a 94ºC por 5 min; 29 ciclos de 
desnaturação a 94ºC por 1 min; temperatura de 
anelamento (Ta) por 1 min; extensão a 72ºC por 1 min e 
extensão final a 72ºC por 7 min. Os produtos da reação 
foram separados em gel de poliacrilamida e visualizado 
por nitrato de prata. Os alelos foram comparados em 
relação ao padrão 10pb. O número de alelos por loco, 
médias das heterozigosidades esperadas e observadas 
foram 



calculadas com a utilização do programa Genetic Data 
Analysis (GDA) versão 1.0 (LEWIS e ZAYKIN, 2001) 
(Tabela 2). Houve sucesso com produtos amplificados 

com 29 (58%) dos 50 pares de iniciadores, que foram 
imediatamente publicados no NCBI (Tabela 1). 

 

 

 

Tabela 1. Seqüências de nucleotídeos de 29 clones de Araucaria angustifolia contendo 

microssatélites. (Os iniciadores foram desenhados a partir das regiões que flanqueiam as 

regiões negritadas – microssatélites/ Iniciadores “forward” – cor azul/ Iniciadores “Reverse” - 

cor vermelha). 

 

Aang01  

TTAATATATTTCTAAAGCTTTATTTTACTTCATTGGTATCAAAGCAATACCTGGGGGGGCGATTT

TCCAAAGAAGCAGCTGACTGGGTAATGGGTATAAATCCTACGGGTCCCCTCCTGACGGGTTCAC

TCCTACCTTACGGTAATTGCATTACATATCAGTCAACAATCCTGCTCAAATATCTCCTAGAACAC

TGTCTACACAAACATATCTACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC

TATGTCTATAGTCTTCAATACATTACATAGTACAATACCATATACATGATATCTGCCCAAATGAA

TGGGGGTTCCTATTTATTCTTGAGGGATGGTAAT 

 

Aang02  

TAAGATCTAATGGAAAGAGTCAGTGCAAAATATGAAACACAATACTATAGCTAACGATGTGTG

CAGTAAACAAACATGTGGGAAGGCTACAAAATAGGTTGGGGGCTAGCTAAAAATACCAGTTGT

TAGTGACTTGTAGCAACGATCGGATGGAACTAAAGAAAATATGGAGGTGAAGATGGTGAAGAT

GTTGGAGAATCATTGTTTCATCAGTGTTGAAAATATTGATAAATGGCAACAAGGGCCAGAATGA

AAAGGTGAGCACACACAGGGAGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATAGAGAGAGAGAGAG

AGAGAGAGAGAGAGAGAGCATATATTGGGAGAGGAAAGGTCTATATCGTCTACAAAGTGGAG

AGGACACACCACACACAACAATATGTGGGGGTGAAAATGATACAANACCCCTNTCAAGGGCCC

NTGATATTATACTAAATGATNTGGTATTCCCCNGCTGCATTAAACGTGTAGAATTCCCCCAAATC

ACTAGTGTATTCGGGCCCCTGCAGGTCCCACCATAT 

 

Aang03  

TAATTTCTTTTTATATTCGTTGTACTTCTTCCGCCTACCTCAATCACTGGTAAGTTGCTCACCATT

GTGTACAACAAGGCTTCCTACACCTCAAGTTTGCGCTGGAGGAAAATGGAGAATGTTGGATGTT

TTGTGCTCGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCATATAAAATGTCCGAGGGTTGATTCCG

AAAGGGGGTAGGCTTGCATCCCATACTTCAGTATTTGGAGTTTAGGTGGATAAACATGTATTGG

ATAAGCACATTGTCCCATACGGTCTCTTGGATGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCATAC

ACACATACATACACAGACATCCTTCTAACATGCTTCCTGTAAATTGGTAAGGACATGCGGTGAT

TATANACACGCATGTATACATCCCCAGCAGTTGCAATGAACTGT 

 

Aang04  

TAATATACTAAAAGAAACTAATCCATGATTGAAACCAACCATGATCCAAATAAACATCTTCTAA

ACTCTACAGGAAACAACTATGAATTACAACAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTCTCA

CCTTCCAAGCGGTTTGTGAGAATGACCCTGGGTTGACATCCCACATCGCAATGGAAAACCATAG

CAACAATGGTGATTGGTCGAGTACCAAGCTTGGACCATAAATTGCACATAACAGAAACTATAG

GTAGGACCTCAGAGTTGAACGACTCCTCTAGAACTCCCATGTTGTGTCCAATGTAGTGGCCATG

GGTGGTAAGGGTGCTAGAAACTAGGTAAAAATGATTTGAAATCCTATGGAGCAACATTGTGCTC

AT 

 

Aang07  

TAAATAAAACAAAATGTGGTCAAAATGTTGACTTACTACCTTTGCACTCCCTCCCACTCCTGCTG

TCGAGCCTCCTATCACCATCTCCTCACTTCAAATTGCCAACCCACAAGCACTTTGTAACATTTTT

CTCTCACCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCTATTTTCTCTCATTTCCAATAATAAAAATG

ACCAATCACACACCCAAAACCCCTATTTATATTTTATAGGTATGCTACTGTTCGAGATGATCCCT

ACGATCGACCATCCTAAACAATTGCATCTCGTGATCGTACTAGACGATCTCATCT 



 

Aang09 

TAATTTCCCTCTCAACTTTTAGTATTTCTCAAACTATTTTTATTGATCTTTCTGCAATATATTTTTT

TCACTATTGTTGCTCTTTATTTTTCTTCTACAATAGCTCATTCCCTTGCCTCTCTAGCTACTTTATC

AAGTGTAATGCTTTCATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATCTATCTATCTCTCTTGCTTATT

CTATTTCTCTCTCTACTACAACCTTCTCTTCCCTCTCCTCATAGACAAACCTAGCTT 

 

Aang12  

TAAGGGTTCACAATGCTGAGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG

AAGTTCTAGGAAAGAAAACAAGTAGAAGCATAGTAAGGNAGAGGGACAAGTACTATGGTTCTA

TGGGGAGAATATATTGCNAGAATGAAGAGACAGANATATACTACAAATACCNAGGAACAACCA

TCATAATAAAATCCATGTNACCCCCAAGCATAACTCATATGGNTGTTCAAAACACAAGTAGAAA

ATTTTGAT 

 

Aang13 

CAAACATCGCTCAATGTTTGAGAGCACGTGCAGATGTTGATCAATGTTTAGGGTTGAAAAGGGT

GGTGATAAAAGAGGAAGGTGGGATGGGTCCCACCAAAGTGACCTCATGGTGATAGCTTGGTTG

ATAGAGAAAGAGAGAGAAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAGATAGAGAG

AGAGAGAGAGAGAGATAAAGACAGCAATGGTAGCAGTTAGTGGTCATGGAGAGGATGGTGGC

TCAACTGGAGCGAAATAGGTCTACTATGCTGAGGNAAGTCATGCTTTACCTTGTGTTTTGTGTGT

TTTTATTTTTATT 

 

Aang14  

TAAGGGTTGGATTGAGAAATGAGTAAACCCACAGATCACTGCTTCACTAAAGCTAAACTATTGT

ACAACATCTGATCACATTCTCAAGAGTTGGATCAAGAAATGAGTAAACCCACAGAGAGAGAGA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGCACAGTAGAGCCCTAAGCTCTGGCATTCAAT

AAAGACAGGAGGAGAGGTACAGTAATTAGGATATAATATTTATTTATGTTATCATGTAATTTCA

TGACATAGTGCTGTAACACGTAATGTGCAGGCGGAAAGCTCTTATTGTGCACCTTGTGCTCAGA

GGCATGAATGTCTAGGCATTTCCACAGGAGAGACCAAGTGGTACAGTANATATT 

 

Aang15  
TAAGATGAGATCGTCTAGTACGATCACGAGATGCAATTGTTTAGGATGGTCGATCGTAGGGATC

ATCTCGAACAGTAGCATACCTATAAAATATAAATAGGGGTTTTGGGTGTGTGATTGGTCATTTTT

ATTATTGGAAATGAGAGAAAATAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGTGAGAGAA

AAATGTTACAAAGTGCTTGTGGGTTGGCAATTTGAAGTGAGGAGATGGTGATAGGAGGCTCGA

CAGCAGGAGTGGGAGGGAGTGCAAAGGTAGTAAGTCAACATTTTGACCACATTTTGTTTTATT  

 

Aang17  

TAAGGGTAAAACAGTTGAACACAGGTATGTTACATCTTTATCAAAACTCTCTCTCTCTCTCTCTC

ACACAAACACACACGTGCATATATTTGCACACATACAGATGTATGTTTGTGCATCTCTTTGTGTG

GGCAGGCATGCATGTTGAACACAGGTATGTTACATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCA

CACACACACACACGCGCGCGCACACGTGTAAATGCGTACAGATACAGATGCATGTTCGTGCAC

ATGTGAGTGTGCATGTCTTTGTGTGGGCAGGCATGCATGTGCACACATGCAACTGT 

 

Aang18 

CTACACGTTTAATCAGACGAAGAAGTATAGTTTAGAGAGTTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

GAGAGAGAGAGATGAGTTCAGAAGGGCCCATGTCTGAAGAAGCGCAGATGAAGCTGAAACGC

GGCGCCATGAAAGGCGGGCTCAGCAGCAGGGAAGGTGGCCGCGATCCATCCGATGAGGAAGTT

GCTGAAAAAGGTGGCATGTCTAAGGAAGCTCAGGTACAATAATAACAAAAATATTCCCAAATT

TTACGTTT 

 

Aang21 

TAAAGTACAGCCTTGAGGGTTGGACCCAAAATGGGGTAAATCCCTAATATTCTAAAAATAATCA

GGAAGAGAGAGCCAACAATCAAGGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG

AGATCCAACGGACCCAATCACCAACACTAATTTGTACTAGGATGTAAAGTATAAGTGCAATCGT

CATCATCAGCAACCATCCAAAGAGGGCCAACACAAGATCTAATGATACTCCANGGGAAATACC

CAAACTATGGGGGCCTGGNTGGATAATCCTANGACATAAAATACAACCGCTTCAAACTCTTCTA



GCATCCATGGNCGTGGAACCAATAGAAGAAGACAGGAAACTAGTAGGTTGCAATTGTCTACAA

CTCCTTANTACATAATGGGTAGGTGAAACTTGACATTGGAGAATGTATTCTTGTCCTATCGCATG

CNACACAAAAAACGAACTGAAGCCCTAGTAGCCACTCTTGTTTGTATATTANGGCGCATGGATA

TGTC  

 

Aang22  

TAAATGTCAAGTTATCGCTGATCAACTTGCAAGGTCACCTCTATAATATGAAAAGCCTTTGGTG

ATTACATTACTGAATGATGGAATATTTACTATTTTGAAAGATAACAAACCTAAAAATCCAAATA

ACCAAGCATACATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCTTCAATGGTTCCA

AGTGTGAGCAAGGAGGGGGTGTTGGAATCATGTTTTTCACACTAGAAGGGGCTCCCATACCCCT

CTTGCTCAAACTTTATTTTTTGTGTACTAATAACAATGTTGAATATGAGGCC 

 

Aang23  

TAAAATGAGGTATTTGGGCTAGCAAATAATTTAGATTAGCAATTTACTAATCTAATGAAAATGG

CTCAACAAAATTCCTATATTGGTTATCTCACAAGAAGGATAAATATACGGACTCCATCTCCCAA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGCGATGAGAGAGGAGGGGAAAGTGAGAGCGTGG

AAGACTAGATCGATGAAGGCATGAGAGTGATGAATAGAAACATCAAAAAATCTAGAGAGCAAT

AACATTTTGAAGAGAGGGAGAGTTCTGAAATAATAATTTTATTTGCAAGTTTGAGCAT 

 

Aang24  

TAAGTGGGTGATCTATCGGATGTTCCAACCACCATGTTCTACAAAAATATCTAGCTGGTGTTATC

CACGTTATTTCCTCCAATGGGGTCTGCATCCTCTCCTTCCCCTTGCTCTTCATCTGAGGTGAAGAT

GTTGACTCCTTACCATGTTCTTATCATTCCTCAGACATGTCATTCCATGATCTTGAGCTTGATTCT

TTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTCCATGTATGTTCCAACCACCATTTCGAAACGTGATCT

TCAGTGGGTGATCCACCTGATGTTCTAGCCACCATGTTCTACAAAAATATCTGTTCGGTGTTATC

CATGTTATCTCCTCTAAGGGGGTCTGCATCCTTTCCTTCCCCTTGCTCTTCATTTGAGGNGAAGTT

GTCGACTCCTTATCATGACCTTATCATTCATTAGGGGTGTCAATCCATGACCTTGACATANATTC

CATTCTATGCTACCTCATTCACCCTCACTCTGCATCCCTATANGGTCTCTCTCT 

 

Aang27 

GAAATTACGGTTGAGGAGGAGGTGGTTGATGATCTTGACCACTTTTAGAAAGAATGCATTGTGA

GGTCCATGCTATCCTCTCTTTAGTATACTATCAAATGTGAAAAGTTTGCCTTTGCATGCCAACCA

TGAGAATGCATTGGCCTTGGGGAGGCCATGTTTGATCCAGATTTGTTGGGTTAGGTCATGATTA

GTCATGTAACAAGGGTAGAGAATCTTGTAACCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

CTCTCTTAGAAGTTATTTATCCTCTTCAATTAGTTGACATCTCCATAGATAGATTACATCCATTC

AAATGCTCGTCACTACCTTCTTCTTGATAAGGAGTGAT 

 

Aang28  
TAATAAAATGAGAGGATTATTTGTTCAATGCTCTTATGTTCTTGCTCATGCTTCTTTCTCTCTCT

CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTCAATAGCTCATTACCAGCACATTGTTTT

TTATGTTACAAAAATGGCACACCTCTTTGCTATAGTGTCACTCTAAGGTAGTGGGATANCTCACT

AGGNGGGGATGTTGNCCATTCCTAGGGGTGNTCCCTAGGNGGTCTGTTAGTTTGATGGNTGGAT

TGTGTCATGGNCCTTCATTCT 

 

Aang30  

TAATATAGATAAGAAGGTAGGTTATGCCATGCAATGAGATCACACTATGGAGGTGGGTTATTAT

TGCACAAGAGCATGTACTTAGAGTATTATCAGGATAGGTTCCAATGATTACAGTTGGAATAGAT

AGTGTGGAGGTCTTGGCTAATGGATCCATGATGGGATATGGATAGGGTTCACTTGATAGATTGA

GGGTACAACATGCGATAGAGATGGATAATCTTCATCATATTTATGAGACTAGGATGATTGATGT

GTAGAGCATAGAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAACGACAAACGATGTAGTTACGAGA

GTGGGAGGCTATAAGGTTGTGAATATTGGATCAGCTCCCAGCTATGGAGCAAGAGTGAGATAT

GCTACTAGTTGAGTGTAATGATCTAGTAGGAAGGCTAAATTAGCATAGCTCAAGCAAGAGAGA

CTTGTAGTGGAGTANTATAGATTTTGATTCTAGGAGGGGGGTTACATGCATAGCATATGCAAGA

GAGT  

 

Aang35 

TAATGCCTCCTTGGAGGCACAAGGCATCGTTGGTCGGGATATCAGAAGAAAGGAGAGAGAGA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCCTTGAATCTCAATAGAGATAGTAGCACCTCTGAG

ATTGTGTGCTTGAAGATAAATTGCTTCTATGGTTGCATCTTCTATGTTGTCTTTCTTTGGAATTTT

ATCGTCATCCTTGATCTTGAGCTAGTAAGAGTTTACTCTCATTTGATCAATGTCGGAGGAAGCAG



AGGCAGCATGGGAAGCAATAGTCAAAAGCGATACGACACAAGTGGAAGGGGCATTTTGCATGT

AATTGCACTAACGCTGCTAACCCAAACATACCAACCATGTGCAAATGTTGGGGGCCAANAAAC

CCGTGATGAGGCCCATTGTCCCAAGAAGT 

 

Aang36 

TAGAAATCCTAATCCAAGAAAGCAGGCTACAAGAGTAATGCGGCAAAGGCCAAGGATTTTTTG

AAATGATTGAACCTATTATGTTGCCTCAAATATTCCTGTCGGAAGTGTTGTAGCAAGGACCTCAT

ACCCGTGGAGGCATCGGAGCTAGCACTAGGAGAAGCCAAGAGGAATGTGCACGTGGAAGAGA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCACGAGATGGAGATTGAATGAGGGAGAATGCGGCAACA

TGGAGAGTCAAAATCAAGGTCAAGGATTGGCACACCAGATG 

 

Aang37 

TAAGAGAATTTGGAGGAGCTTTTTCTAGTATATTTGTAGAGGAGGCTACATGGGTCCAGGTGTA

GGCTTTGTTGGGGAGTTTCCATGAGATGAGAGCATAGTTAGAAATAGTAGAGGCAACATGAGA

GGAGGAGGTAGCTAGATCTCAAGATAAAATGGTCAAAGTGGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAT

GCAACCTTCATTTAGCTATAGGTAAATTTGGAATAGGTTACTCAAGATAGGGATAAGGCCCTTT

CTAGAGCAAGTTGAAGAGTTGGTGAAGATGTGATAAATGTAGTAATTAGTTCCTCAGAGTGGTG

AGTGGAGAAATTAGTGTTGGAATAGTGTTGAATATTTTCCATGTTGTTTAGGTGGGGT 

 

Aang41 
TAATTAGGTTTTTGAGGGGTTAGAAAAACTTGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGACCCTTTTCTAATCAGGATATTGTTATTGAATCTAGGGCCT

TTGTGAAGATCATGACTCCTACTAAGGGGATTGCATCTTGTGCCAAGGATAGGGGCTCACACAT

TCCTTCNTGCGTAGTTGAATACCAGTTGCAAATGAGGTAGATTATATGGTAGTAGATGTGATCA

AGCAAAACAAGCCATTCACAAGGGGGATCC 

 

Aang42  

TAATAGACCTCAAGCAAACAACTTGGAAATTTCCAAACCTTATTTTTCCCTCTAATAACTGTTCC

TACCATATGGCACATTGCTCCTGGCTAAATCACATACATCTTATAACCACCATCACTCTGCCACT

TTTACTAGGAAGGAGCAGAGGGTGGACACTTGGTTTATTTTGATTGGGCAACTCTCTCTCTCTC

TCTCTCTCTCTCTCTCTTGTTGGCCACAAACCTAGCCAACTCATTTTCTATGCAAGACTCCATA

ATCCTCCCAAATTGCCAAGTGGATTAGGCAAAAGGGGTTTGTGAGGTTGCGTGAAGGTGGGTGG

GATTGGTGCTCTGAGTGCTGTAAGCTACGCTTGCTAGTCAGGGGTTCGTAGGCACACTCTCCCAT

ATGTCTAGGACACT 

 

Aang43 

TAAACTTATCGGTGAGAGAAAATAAAACTAGCATCAATGATCGCATTTTTTTATTTGTGGGTTTA

GTACCACATGACTCGTATGGGAGGCACCTAAAAGTTATTAGTGCACTCCCACACAAAGGGTTTT

GCAAGCACTTAGGCTCACATCAGGCTCACTTATTGCGGTCATGTACCTATTGGGTGCTACACTA

GCTATTAGGATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTGAATACATTATGATTTTGTTGA

CTTGCTACGATTAGATTTTTGTTGATTGTTGTTGATTTGACCACCAAAACCACCATTGATCGGGT

GGTTGATCGGCTTGAGT 

 

Aang44 

TAATTTCTTTTTATATTCGTTGTACTTCTTCCACCTACCTCAATCACTGGTAAGTTGCTCACCATT

GTGTACAACAAGGCTTCCTACACCTCAAGTTTGCGCTGGAGGAAAATGGAGAATGTTGGATGTT

TTGTGCTCGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCATATAAAATGTCCGAGGGTTGATTCCGAA

AGGGGGTAGGCTTGCATCCCATACTTCAGTATTTGGAGTTTAGGTGGATAAACATGTATTGGAT

AAGCACATTGTCCCATACGGCCTCTTGGATGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCANAC

ACACATACATACACAGACATCCTTCTAACATGCTTCCTGTAAATTGGTAAGGACATGCGGTGAT

TATAAACACGCATGTATACNTNCCCNGCAGTTGCAATGAACTGT 

 

Aang45  

TAAAATGATCATACAGATGATATGCAACTAATATAAGGAAGAATTATGTAGGAAGACATTAGA

TATGAAAAGAAGGGTTCTATGCTAGAAGAAAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

GGGATCTAGACTAAAATGAAAGATAGAATACATATGCCTAGAGAGGGGACATAAAATCCTAGA

GAAGGAAGGGATAATATGTGCTAAAGAAGGATGAGTATGGTAAGCCTAAGCTTGGAGGAATGG

AAGAAAAGTAAAGTGAAGGTGATATCAAGGAAAATATTGAAATTGATAATAGAATGCAGAAGA

TGAAAGGGGAAGGCTACAAAATGACTCTAGTCATAAAAATAT 

 



Aang46  

TAAGTGAGCATGTGTGAAAGTGTGAGATCAAACCCTCATTATATAGCGGGCTTGAAGGCAAAA

AGAGCAAAAAACCCAAGGAGGGCTGATACAATACACTCCAACTTAGAGGAATTAGGCTTTCTA

TAGAGAAAATACTAAAAAGGTGAAATCATGCCCCATCTAGGTTGATTGCGATCTTTCCTATGCA

AAGTCACGCCTAATCTCAATCAGGTGCAATTTCACATAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAA

GAAATGAGAAAAGGAAGGGGAAAAGGGTTGGATCTTGCCTTGGGAAATCCCAAGGGGTATCTA

GGAGGACTCAAGGAAAATTGCCCACTAAAGTGGAACAATTTTCCATGTCT 

 

Aang47 

TAAGTGGACTTTACCTCACAATACTGAGTTTCAGGGTTGAACATCCCTTTTGCATGCACGCACGT

GTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGTTTATATATTGAAATAAGTATAAGAATACGATACA

GTCAAGGCCACAGCCATGGACTATGAATAGCAGTGAGAGGTCACTTGTGAAAGGGTGCGACCT

AACATGTATAAAGTAATAACAAACAATTG 

 

 

 

 

Todos os marcadores microssatélites foram altamente 
polimórficos, revelando em média 8,1 alelos por loco e 
valores médios de heterozigosadade esperada e 
observada de 0,72 e 0,63, respectivamente. Seis locos 
(Aang09, Aang12, Aang17, Aang18, Aang35, Aang44) 
não corresponderam ao esperado por Hardy-Weinberg 
após correção para múltiplos testes (método de 
Bonferroni, P<0,0017). Desequilíbrio de ligação 
significativo foi detectado para quatro locos 
(Aang02/Aang03, Aang04/Aang09, Aang04/ Aang43 e 

Aang03/ Aang44) analisados par a par. Isto mostra 
que, os desvios de equilíbrio podem ter ocorrido em 
função da amostragem limitada. 
O elevado nível de polimorfismo permite que todos os 
iniciadores podem ser usados para estudos de 
genética de populações. Estes marcadores foram 
utilizados para investigar diferenciação genética entre 
populações naturais e diversidade genética como 
parte dos estudos para a criação de Unidades de 
Conservação no sul do Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1. Seqüências dos pares de iniciadores de locos microssatélites  desenvolvidos para Araucaria angustifólia estão 

listadas com  temperaturas de anelamento (Ta), número de alelos por loco (A), heterozigosidade esperada (He), 

Heterozigosidade observada (Ho) amplitudes alélicas (pb), e os respectivos números de acesso no “GenBank” 
 

Locus Array Primer Sequence  (5’ – 3’) 
Alele size 

range (bp) 
Ta (ºC) N A He H o 

Assession 

“GenBank” 

Aang01 (CT)22 
F: 5’TGACGGGTTCACTCCTACCT 3’ 
R: 5’TAGGAACCCCCATTCATTTG 3’ 

200-260 56 16 8 0.81 0.87 AY865575 

Aang02 (GA)27 
F: 5’AAGGGCCAGAATGAAAAGGT 3’ 

R: 5’TTCACCCCCACATATTGTTGT 3’ 
250-290 56 16 7 0.63 0.44 AY865576 

Aang03 (CT)13 
F: 5’ CGCCTACCTCAATCACTGGT 3’ 

R: 5’TGGGACAATGTGCTTATCCA 3’ 
150-170 56 16 7 0.62 0.37 AY865577 

Aang04 (GA)12 
F: 5’TTGAAACCAACCATGATCCA 3’ 
R: 5’GTTTTCCATTGCGATGTGG 3’ 

150-170 56 15 4 0.25 0.27 AY865578 

Aang07 (GA)24 
F: 5’ACCTCACAGGGACACCTCAC 3’ 

R: 5’TTTTCATGCATGTTGCTTGC 3’ 
200-280 54 15 11 0.88 0.80 AY865579 

Aang09* (GA)12 
F: 5’TCTTCTACAATAGCTCATTCCCTT 

R: 5’TGAGGAGAGGGAAGAGAAGGT 3’ 
150-170 54 12 6 0.79 0.25 AY865580 

Aang12* (GA)23 
F: 5’AAGGGTTCACAATGCTGAGG 3’ 
R: 5’TGGATTTTATTATGATGGTTGTTCC 3’ 

190-240 56 9 9 0.87 0.55 AY865581 

Aang13 (GA)20 
F: 5’AAGGGTTCACAATGCTGAGG 3’ 

R : 5’TGGATTTTATTATGATGGTTGTTCC 3’ 
200-230 56 16 5 0.73 0.44 AY865582 

Aang14 (GA)27 
F: 5’GAGCACGTGCAGATGTTGAT 3’ 

R: 5’CCATCCTCTCCATGACCACT 3’ 
150-190 56 13 11 0.81 0.61 AY865583 

Aang15 (GA)19 
F: 5’TGGTCGATCGTAGGGATCAT 3’ 
R: 5’GCTGTCGAGCCTCCTATCAC 3’ 

210-290 56 16 13 0.91 0.94 AY865584 

Aang17* (GA)22 
F: 5’TAAAAAGGGTGCAAATGTGG 3’ 

R: 5’TTGTCATGGTCGCATCTTGT 3’ 
250-290 56 16 9 0.87 0.50 AY865585 

Aang18* (TC)9 
F: 5’ACACGTTTAATCAGACGAAGAAG 3’ 

R: 5’ATGCCACCTTTTTCAGCAAC 3’ 
190-320 54 12 12 0.93 0.50 AY865586 

Aang21 (CT)12 
F: 5’GGAGACACCTCACCCCCTA 3’ 
R: 5’TGATGAGGGAGGATTACAAGC 3’ 

190-210 56 15 7 0.80 0.67 AY865587 

Aang22 (GA)10 
F: 5’TCAACTTGCAAGGTCACCTCTA 3’ 

R: 5’ATGGGAGCCCCTTCTAGTGT 3’ 
220-250 56 14 6 0.53 0.43 AY865588 

Aang23 (GA)19 
F: 5’TGAGGTATTTGGGCTAGCAA 3’ 

R: 5’CTTCCACGCTCTCACTTTCC 3’ 
180-200 56 15 5 0.46 0.47 AY865589 

Aang24 (CT)19 
F: 5’ CTCTCCTTCCCCTTGCTCTT 3’ 
R: 5’AGGTGGATCACCCACTGAAG 3’ 

160-200 56 14 8 0.86 0.64 AY865590 

Aang27 (CT)12 
F: 5’CATGGTGGCTATTGCTCCTT 3’ 

R: 5’AGAAGCCATCAAAGGAGTGG 3’ 
160-210 56 16 11 0.87 0.81 AY865591 

Aang28 (CT)11 
F: 5’TCCATTGCATTAGTTTGGGATA 3’ 

R: 5’TTTCCAATCATACATTCACCACA 3’ 
130-170 58 12 10 0.91 0.92 AY865592 

Aang30 (CT)21 
F: 5’GTGGAGGTCTTGGCTAATGG 3’ 
R: 5’TAGCTGGGAGCTGATCCAAT 3’ 

210-230 56 9 5 0.71 0.78 AY865593 

Aang35 (GA)10 
F: 5’GGTGAAGCTTCGTTTCAAGG 3’ 

R: 5’CCACTTGTCTTCACCAACCA 3’ 
200-270 56 14 11 0.89 0.93 AY865594 

Aang36 (GA)14 
F: 5’CACCCCCTGTAGGATTCAAA 3’ 

R: 5’ATGGTTGCTGATGATGACGA 3’ 
175-215 56 15 9 0.81 0.67 AY865595 

Aang37 (GA)18 
F: 5’GGGGAGTTTCCATGAGATGA 3’ 
R: 5’TCCACTCACCACTCTGAGGA 3’ 

250-270 54 15 4 0.25 0.20 AY865596 

Aang41 (GA)12 
F: 5’TTGTCCATGTGAACGAGTCC 3’ 
R: 5’TCTCTCCATTATTCATACATGCTC 3’ 

170-300 56 16 14 0.91 0.94 AY865597 

Aang42 (GA)15 
F: 5’TGCACCAATGAACACCACTT 3’ 

R: 5’GCCCACCAACTACCACCATA 3’ 
140-160 56 16 6 0.77 0.94 AY865598 

Aang43 (GA)24 
F: 5’AGGCTCACATCAGGCTCACT 3’ 

R: 5’TGGTTTTGGTGGTCAAATCA 3’ 
160-190 56 16 8 0.53 0.44 AY865599 

Aang44* (CT)15 
F: 5’CAGAGGGTGGACACTTGGTT 3’ 
R: 5’CACAAACCCCTTTTGCCTAA 3’ 

250-280 54 16 6 0.73 0.19 AY865600 

Aang45 (CT)15 
F: 5’AGGCTCACATCAGGCTCACT 3’ 

R: 5’TGGTTTTGGTGGTCAAATCA 3’ 
190-270 54 16 11 0.83 1.00 AY865601 

Aang46 (CT)12 
F: 5’TCCACCTACCTCAATCACTGG 3’ 

R: 5’TGGGACAATGTGCTTATCCA 3’ 
210-230 56 16 5 0.69 0.81 AY865602 

Aang47 (GA)15 
F: 5’GATATGAAAAGAAGGGTTCTATGCT 3’ 
R: 5’TTTCTTCCATTCCTCCAAGC 3’ 

155-175 58 16 6 0.72 0.87 AY865603 

   * Disequilibrium Hardy-Weinberg expectations (P<0.005) 
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