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VNTRs — Marcadores Moleculares do ADN

A — 8 repeats

Forward primer

- GUTCCAGEC T TAGACTTC T TCT I CTTCT TCTTCT TCT TCGUACT T TAACGATACGS, « .

CEAGGTCCGAAT CTGAMGALGAACGALGARGALGARGAASCGT CARLATT GOTAT GOC. .
«
Reverse primer

B — /7 repeats

Forward primear
-
.. GCTCCAGGCTTAGACTTC TTCTTETTCTTETTETTCGCACTTTAACGATACGS. & .

- - CGAGGTCCGAAT CTGAAGRAGAAGAAGAAGAAGARGUGTGAAATTGCTATGCC . | .
-+

Ravarse pnmer

C — 9 repeats

Forward primst
-

q =

AT CCAGECTTAGACT T T TC T TCT TC I TCT TC I TCT I CTTCGUACT TTARCGATACGG.
LOGAGGTCCGART CTGAAGRAGARGARACAAGALCAAGAAGARGTGTGARAT T SCTAT GO,

b |

Reversa primer
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Canis lupus signatus
(Lobo ibérico)

Canis familiaris

Aplicagéo:

v'Estudos de monitoriza¢cdo da populacdo lupina.



Construgdo de uma base de dados para
diferenciagédo entre espécies:
Canis lupus versus Canis familiaris.

Material Biolégico Amostragem
Tecidos de Caes 192
Tecidos de Lobos 61




Meiodologia:

v’ Utilizagdo de 19 marcadores microssatélites

Loci utilizados para amplificacédo do ADN
8 misturas

CXX.109; FH2010
FH2054; FH2611
CXX.173; CXX.225; FH2159
ATH121; C22.279; FH2247
FH2001; PEZO8
FH4012
FH2361; C38; REN247M23
FH3210; PEZO6; VWF.X
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Resultados:

Coordenadas principais

Coord. 2

+ Cao

" |lobo

Coord. 1

Andlise de Coordenadas Principais (PCA) determinada pelo software GenAlEx 6.2 com base em
genotipos de 19 loci de microssatélites utilizando a base de dados de gendtipos para lobo
(denominados WOLF) e dados de gendtipos para caes (denominados DOG).
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Amostras de referéncia Amostras de referéncia

Caes lobos
1.00

0.80
0.60
0.40

020

0.00

K=2 ] 2

Andlise bayesiana que apresenta a probabilidade de afiliacdo dos individuos nas populagdes de
Lobo (verde) e nas popula¢des de Cao (vermelho) determinada no software Structure 2.3.




Coneclusoes:

v'Caraterizacdo de alelos exclusivos para Canis lupus signatus.
v'Caraterizacdo de alelos exclusivos para Canis familiaris.
v'Variacdo na frequéncia alélica entre espécies para determinados loci.

v'Utilizacdo da base de dados para identificacdo das espécies: cdo/lobo
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Monitorizagcao da populacao lupina
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Aplicagéo:

v' Contribuicao para uma melhor compreensao das actividades e estratégias de sobrevivéncia das

populacdes de lobo ibérico, para a monitorizacdo das suas areas de presenca e consequente
minimizacao de conflitos da espécie selvagem com a espécie humana.
v' Determinacéao do responsavel pelo prejuizo através da afiliacao de amostras ambientais nao

invasivas (zaragatoas ou dejetos), na espécie Canis familiaris ou Canis lupus signatus.
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Analise de ADN
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Extracao de ADN
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Extracao de ADN
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Extracao de ADN



2 Metodologia:

v Utilizacado de 19 marcadores autossdmicos: microssatélite

v’ Base de dados de racas de caes portuguesas.

v' Base de dados de tecidos de lobos.

L oci utilizados para amplificacao do ADN

e

8 misturas

CXX.109; FH2010
FH2054; FH2611
CXX.173; CXX.225; FH2159
ATH121; C22.279; FH2247
FH2001; PEZO8
FH4012
FH2361; C38; REN247M23
FH3210; PEZO6; VWFE.X
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AMPLIFICACAO EM CADEIA DO ADN — TECNICA DE PCR

1 11 11 11 | 11 17111171 1
111} |} 111 ' 11} HH '
A ' A Fas Faas AA‘A A b ' ' ' ' A

Repeticao

Sintese de cadeias novas .
de ciclos

Separac¢ao das cadeias de ADN

Milhares de cépias do microsatélite
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Anadlise por electroforese capilar
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Leitura das amostras




Tipo de N° de
amostra amostras
Zaragatoas 50
Dejetos 18 Realizacao de 3 a 4 reacOes de

amplificacao por amostra.

!

Falha de alelos
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Resuliados preliminares:

Coordenadas principais

DLife 6

Coord. 2

Coord. 1

Analise de Coordenadas Principais (PCA) determinada pelo software GenAlEx 6.2 com base

em genotipos de 19 loci de microssatélites utilizando a base de dados de gendtipos para lobo
(denominados WOLF) e dados de gendtipos para caes (denominados DOG).
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