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Identificagdo e desenvolvimento de marcadores microssatélites candidatos para
Brosimum gaudichaudii Trécul.: Uma espécie medicinal e nativa do Cerrado

Resumo

A espécie Brosimum gaudichaudii é pertencente a familia Moraceae e apresenta ampla
distribuicio no Cerrado brasileiro. E uma espécie frutifera e de uso medicinal, muito utilizada
no tratamento de doencas cutaneas, tornando-se alvo do extrativismo predatorio. A falta de
reposicdo e a auséncia de estudos de conservagao e manejo fazem com que a mama-cadela seja
afetada, diretamente, pelo extrativismo predatério tendo assim uma diminuicdo em sua
populacdo natural. Diante a falta de informacdes sobre a genética populacional da espécie 0s
marcadores microssatélites configuram-se como uma ferramenta biotecnologica eficiente e
adequada em avaliar o fluxo génico, dinamica populacional e dispersdo para que assim
estratégias de manejo possam ser tracadas. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo
promover o desenvolvimento dos primeiros marcadores microssatélites para B. Gaudichaudii.
Para isto, foi utilizada uma amostra populacional com 27 individuos adultos, sendo utilizado
um dnico acesso de Mama-Cadela para obtencdo do DNA gendmico. Com isso o DNA foi
extraido, quantificado, digerido com endonucleases e ligado a adaptadores; os fragmentos
foram pré-amplificados via PCR e purificados para sele¢do de fragmentos de interesse contendo
microssatélites por hibridacéo; os fragmentos selecionados foram ligados ao vetor de clonagem
e por eletroporacdo foram inseridos em células competentes de E. coli; por fim, as células
transformadas foram repicadas em meio LB sélido para crescimento e selecionados os clones
positivos para construcao da biblioteca gendémica. Para obtencéo dos primers foram utilizados
softwares disponibilizados na internet de forma gratuita. Desse modo, dos 48 clones
sequenciados no sentido de ida e volta a partir da biblioteca genémica obtida, produzimos um
total de 96 sequencias, das quais 78 foram descartadas no processo de edi¢do por apresentarem
baixa qualidade, as dezoito sequéncias restantes foram analisadas e encontramos 10 SSRs. Do
total de 10 sequéncias contendo microssatélites apenas seis foram apropriadas para o desenho
dos primers. Portanto, o presente estudo descreve os seis primeiros loci de microssatélites para

a espécie em questao.

Palavras chave: Mama- Cadela; Marcadores de DNA; Primers de Microssatélites; Bioma
Cerrado



37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

1. Introdugéo

Considerado o segundo maior bioma da América do Sul, o Cerrado caracteriza-se por
apresentar grande diversidade bioldgica sendo possivel, assim, encontrar varias espécies
endémicas (Machado, 2016). Entretanto, nos ultimos anos a expansao da fronteira agricola vem
fazendo com que o bioma perca tanto sua area original quanto sua diversidade (Assis et
al.,2021).

Em virtude do alto grau de degradacdo do Cerrado e do elevado nimero de espécies
encontradas aqui o bioma acaba sendo classificado como uns dos hotspots de biodiversidade
(Myres, 1988). Nesse sentido espécies alimenticias, madeireiras, medicinais, forrageiras, entre
outras, podem ser perdidas devido as atividades antrépicas e com isso os estudos relacionados
a caracterizacdo da estrutura genética das populacdes sdo importantes para o desenvolvimento
de medidas de conservagao e manejo.

No ambito do bioma Cerrado o desmatamento e a fragmentacdo sdo fatores
preocupantes, pois promovem a perda da biodiversidade e afetam o funcionamento do
ecossistema. Dessa forma perante a perda de espécies o desenvolvimento de marcadores
microssatélites acaba sendo de suma importancia, uma vez que possibilitam a realizacdo de
analises populacionais em varias escalas e a identificacdo de areas prioritarias para conservacao
(Dantas et al., 2019). Sendo assim nos Gltimos anos SSRs vém sendo desenvolvidos para varias
espécies encontradas no bioma, Chrysolaena obovata, Campomanesia adamantium e Alibertia
edulis, fator esse que possibilitou estimar a diversidade genética e a realizacdo de anélises
filogeogréaficas (Camacho et al., 2017; Crispim et al., 2019; Dantas et al., 2019).

Entre as diversas espécies presente no bioma Cerrado Brosimum gaudichaudii Trécul.,
popularmente conhecida como mama-cadela, mamica-de-cadela, inharé e algoddozinho, merece

destaque, uma vez que possui potencial madeireiro, alimenticio, e ainda é utilizada pela
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indUstria farmacéutica na produgdo de medicamentos voltados para o tratamento de doencas
cutaneas, como o vitiligo, sendo assim, apresenta relativa importancia econoémica.

A espécie B. gaudichaudii € pertencente a familia Moraceae e apresenta ampla
distribuicdo no cerrado brasileiro. E uma espécie lactescente, decidua, heliofita, xerofita,
monoica, que de acordo com Almeida et,- al. (1998) mede entre 4 e 10 metros de altura, sendo
classificada, assim, como um arbusto de médio porte. Segundo Bucher (2002) a crescente
procura por esta espécie atrelada a falta de reposicdo e a auséncia de estudos de conservacdo e
manejo fazem com que a mama-cadela seja afetada, diretamente, pelo extrativismo predatorio
tendo assim uma diminuicdo em sua populacao natural.

Diante do exposto percebe-se que é de suma importancia a realizacdo de estudos que
gerem informacbes sobre a dindmica populacional de B. gaudichaudii. Desse modo, 0s
marcadores microssatélites conhecidos também como Simple Sequence Repeat (SSR) sdo
considerados ferramentas moleculares essenciais, uma vez que séo altamente informativos,
frequentes, baseados em PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), necessitam de pequena
qguantidade de DNA, sdo altamente reproduziveis e distribuidos ao acaso no genoma de
eucariotos (Souza, 2015). Além do que cada “ilha microssatélite” constitui um loco genético
altamente polimorfico, multialélico e de heranga codominante (Lacape et al., 2007).

Por apresentarem um elevado grau de polimorfismo os microssatélites vém sendo
empregados no melhoramento de plantas, caracterizagdo da estrutura e diversidade
genética, selecdo assistida por marcadores (SAM), e mapeamento (Semagn et al., 2006). Além
do que o fato das unidades repetitivas serem flanqueadas por sequéncias tnicas possibilita com
que essas sejam amplificadas individualmente por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase.
Desse modo para que se possa identificar as regides repetitivas, ou seja, 0s microssatélites torna-
se necessario a utilizacdo de uma das diversas metodologias existentes. Uma delas é a

construcdo de bibliotecas gendmicas enriquecidas com SSR da espécie de interesse, que tem
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como base a fragmentacdo do DNA e o desenvolvimento de primers especificos que
amplifiqguem as regides microssatélites.

Portanto, objetivou-se com o0 presente estudo promover o desenvolvimento dos
primeiros marcadores microssatélites para B. gaudichaudii, para que assim tais informacdes
possam impulsionar possiveis estudos de conservacdo e manejo dos recursos geneticos

populacionais da espécie.

2. Materiais e Métodos

2.1 Local, populacdo e material vegetal para o estudo

Uma amostra populacional de Mama-Cadela com 27 plantas adultas foi selecionada a
partir de um fragmento de vegetacdo de area de reserva do bioma Cerrado pertencente ao
municipio de Urutai, Goias, Brasil (Tabela 1). Esta area apresenta fitofisionomia Cerrado
sentido restrito de solos profundos e relevo plano, classificados como latossolos. Embora, seja
uma area com sinais de interferéncia antropica, a exemplo, de atividade pecuaria e circundada

por area de lavoura, apresenta indicativos relativos de bem preservado (Silva filho et al., 2020).

Tabela 1. Localizacdo geogréafica de acessos de Mama-Cadela amostrada em area de reserva
do Cerrado sentido restrito no municipio de Urutai, Goias.

Municipio Individuo Altitude(m) Longitude(W) Latitude (S)
MM1 783 48,168750 17,376117
MM2 787 48,168833 17,376383
MM3 785 48,168717 17,376483

Urutai
MM4 786 48,168750 17,376467
MM5 786 48,168750 17,376500
MM6 787 48,168550 17,377083




MMY7 787 48,168550 17,377117
MM83 787 48,168567 17,377117
MM9 786 48,168600 17,377100
MM10 786 48,168567 17,377200
MM11 786 48,168567 17,377200
MM12 787 48,168617 17,377267
MM13 788 48,168667 17,377250
MM14 787 48,168750 17,377400
MM15 786 48,168750 17,377433
MM16 786 48,168817 17,377483
MM17 786 48,168800 17,377617
MM18 787 48,168867 17,377650
MM19 786 48,168933 17,377617
MM20 787 48,168950 17,377633
MM21 790 48,169033 17,378000
MM22 790 48,168950 17,378117
MM23 787 48,168933 17,378250
MM24 788 48,168950 17,378317
MM25 789 48,168900 17,378317
MM26 782 48,169100 17,378150
MM27 786 48,169383 17,378267

106

107 2.2. Extracdo do DNA gendmico

108

109 Um Unico acesso de Mama-Cadela da populacdo amostrada (Figura 1) foi utilizado para

110  obtencdo do DNA gendmico em dez repeti¢fes. Esse nimero de repetigcdes foi necessario para

111 otimizar o processo de obtencdo da quantidade e qualidade de DNA recomendada de 5 pg



112 (aproximadamente 5000 ng) com relagdo de 260/280 > 2,0 e 260/230 > 1,8 para construgéo da

113  biblioteca gendmica enriquecida com SSR.

114
115  Figura 1. Acesso MM12 de Mama-Cadela (seta) usado para obtencdo de DNA genémico para
116  construcdo da biblioteca enriquecida em microssatélites

117

118 Desta maneira, 0 DNA genémico foi extraido de dez amostras foliares de um Unico
119  genotipo, separadamente, usando método do CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1990). O DNA
120  gendmico foi ressuspendido em 50 pL de agua millig com RNase (10 mg/mL), quantificado em
121  agarose a 1%, corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado em transluminador de
122 UV. Apos verificar a qualidade e quantidade do DNA produzimos duas repeticdes de volume

123  final de 250 uL reunindo cinco das repeti¢des iniciais e, em seguida, foram quantificadas em

124  nanodrop. Por fim, as aliquotas finais foram liofilizadas para transporte para 0o CBMEG, onde
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foi produzido a biblioteca gendmica enriquecida com microssatélites sob supervisdo da
professora e pesquisadora Dra. Anete Pereira de Souza no curso NT 264A — microssatélites

para estudos genéticos de eucariotos.

2.3. Construcao da biblioteca genémica enriquecida em microssatélites ( Sequences
Simples Repeats — SSR)

Para construcdo da biblioteca genémica foi utilizado o protocolo descrito por Billiote
et- al. (1999), com algumas modificacdes. Uma aliquota de 25 pL do DNA genémico extraido
foi digerido com 10 U da endonuclease Afal (Invitrogen) em uma reacdo de volume final de
100 pL conforme a recomendacéo do fabricante. A reagéo foi incubada a 37°C em overnight e
visualizada posteriormente em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Os fragmentos digeridos foram ligados aos adaptadores Rsa2l (5’
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3’) e Rsa25 (5°-
TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3’). A reacdo de ligacdo dos adaptadores foi
realizada em um volume final de 25 pL, contendo 3 uL do DNA digerido, 5 yuL tampéo 5x, 10
MM dos adaptadores, 1 U T4 da DNA ligase (Invitrogen) e, em seguida, a reacdo foi incubada
a -20°C por 2 h. Apds a ligacdo dos adaptadores foi realizado uma pré-amplificacdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction) usando primer Rsa2l (5’-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3)
e, em seguida, a purificacdo do produto da PCR usado Quiaquick PCR purification Kit - Qiagen,
conforme a recomendacgdo do fabricante.

A pré-amplificacdo de PCR foi realizada para volume final de 50 pL, contendo 5 pL do
DNA ligado, tampéo 1x, 25 mM de MgCls, 2,5 mM de dNTP, 10 uM do Rsa 21e 1 U Tag DNA
polimerase (Invitrogen). A programacgdo em termociclador para amplificacdo seguiu as
condigdes: desnaturacao inicial a 95°C por 4 mim, seguida por 20 ciclos de desnaturagao (94°C

por 30s), anelamento (60°C por 1 min) e extensdo (72°C por 1 min); e, por fim, uma extensao
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final a 72°C por 8 min. As etapas de PCR e purificacdo tém o objetivo de amplificar e preparar
os fragmentos de DNA de interesse para posterior sele¢do dos fragmentos com SSR, removendo
residuos das reacdes, tais como as enzimas (Tag, DNA ligase), adaptadores, primers e sais da
solucdo que possam interferir na selecdo de fragmentos contendo SSR.

O enriquecimento da biblioteca foi realizado através da selecdo dos fragmentos
contendo SSR por meio de hibridiza¢do usando sondas dinucleotideos biotiniladas de motivos
de repeticOes biotina — 11111 (CT)8 e biotina — I1111 (GT)8 com o produto digerido e purificado.
Os fragmentos contendo SSR foram recuperados por meio da afinidade quimica biotina-
streptavidina usando beads magnéticas associadas a streptavidina de acordo com as
recomendacdes do kit Streptavidine-Magnesphere da Promega.

Os fragmentos de DNA contendo microssatélites selecionados foram entdo amplificados
por PCR usando o iniciador Rsa21 novamente. O mix da reacdo foi construido para um volume
final de 100 pL, contendo 20 pL dos fragmentos de DNA selecionados e as concentracdes dos
demais componentes foram as mesmas da PCR supracitada. As condig0es de programagao em
termociclador foram as seguintes: 95°C por 1 min, seguido de 25 ciclos (94°C por 40s, 60°C
por 1 min, 72°C por 2 min) g, por fim, 72°C por 5 min. Em seguida os amplicons foram clonados
usando o vetor pGEM-T Easy (Promega) e transformados em células competentes de
Escherichia coli DH10B (Invitrogen) por eletroporacdo conforme as recomendacgdes do
fabricante. As células transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido, contendo ampicilina
(100 pg.mL™?), tetraciclina (100 pg.mL™), IPTG 20% e X-Gal 2%. As placas foram incubadas
overnight por 18 horas a 37°C, em estufa para o crescimento de coldnias e entdo armazenadas
na geladeira por 2 horas.

A biblioteca gendmica enriquecida em SSR foi formada a partir dos clones positivos
(colbnias brancas) selecionados. Essa selecéo foi realizada com base na marcacdo do gene [3-
galactosidase do vetor pPGEM-T. Os clones positivos foram transferidos para uma placa Elisa

de fundo U com auxilio de palitos esterilizados, contendo 200 puL de meio 2YT-HMFM com
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ampicilina (100 pg.mL?) e tetraciclina (100 pg.mL™?) em cada pogo. Em seguida, foram
incubados a 37 °C por 20 h em estufa sob agitagdo e, posteriormente, foram congelados

inicialmente em freezer a -20 °C por 30 mim e, por fim, mantidos em freezer a -80 °C.

2.4. Sequenciamento dos fragmentos de DNA

As etapas de extragdo plasmidial e sequenciamento dos insertos foram terceirizadas e,
com isso, realizadas pelo Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética — CBMEG, na
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas.

As etapas contratadas foram as seguintes: i) A amplificagdo via PCR dos 96 clones
selecionados na construcdo da biblioteca genémica para confirmar a presenca de insertos e, com
isso selecionar 48 clones de tamanhos diferentes acima de 500 pares de bases (pb); ii)
Inoculacéo e extracdo do DNA plasmidial (MINIPREP). Esta etapa compreende no isolamento
do DNA plasmidial das coldnias recombinantes para posterior sequenciamento; iii) Por fim, as
reacOes de sequenciamento. Nesta etapa, a reacdo de sequenciamento foi realizada para 48
clones usando os primers universais T7 e SP6 tanto para o sentido de ida (forward) e volta
(reverse), respectivamente, utilizando o conjunto de reagentes “Big Dye Terminator v.3.1”
(Applied Biosystems) com base nas instrucées do fabricante. Em seguida, as sequéncias de DNA

produzidas foram obtidas utilizando a plataforma ABI 3500 (Applied Biosystems).

2.5. Anédlises das sequéncias, identificacdo dos SSR e desenho dos primers

Com a obtencdo das sequéncias de B. gaudichaudii, o software Chromas v.2.6.5
(Goodstadt & Ponting 2001) e o Chromatogram Explorer (Heracle BioSoft 2015) foram usados
para remover os adaptadores, realizar o corte de sequéncia e analisar a qualidade dos

eletroforegramas, produzindo um arquivo do tipo “FASTA” para cada clone.
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Quando possivel, a sequéncia de consenso do clone era gerada usando CAP3 (Huang &
Madan 1999). Caso contrario, a andlise das sequéncias era feita separadamente para cada
sequéncia forward e reverse de cada clone. O programa online VecScreen (disponivel na
plataforma NCBI) com os parametros do BLASTn (Altschul et al. 1997) foi usado para
pesquisar segmentos de vetor e contaminagdo, com 0s seguintes parametros: ‘Algorithm
parameters’ (expect threshold = 1e-6; Word size = 24), realizando uma comparacdo das
sequéncias consensus ou ndo, no banco de dados GenBank - NCBI Blast.

O software Simple Sequence Repeat Identification Tool — SSRIT (Temnykh et al. 2001)
foi utilizado na identificacdo das regifes microssatélites dentro das sequéncias selecionadas.
Por fim, o programa Primer3 Plus (Rozen e Skaletsky, 2000) foi empregado na obtencdo das
sequéncias dos primers com base nos seguintes parametros: o comprimento dos pares de
primers, variando de 18 a 25 pares de bases (pb); variacdo de temperatura de melting (Tm) entre
52 a 65°C, com diferenca inferior a 3°C entre os primers foward e reverse; proporcao de GC

variando entre 40% a 60%; e tamanho de amplicon variando entre 100 e 700 pb.

3. Resultados e Discussao

3.1. Extracéo de DNA

O DNA gendmico foi extraido com sucesso e em quantidade superior a 50 ng.uL™ para
todas as dez repeticbes (Figura 2). Em comparacgdo entre as bandas geradas com o DNA lambda,
constatamos que conseguimos obter DNA gendmico que variaram de 50 a 100 ng.uL™ . Essa
etapa de quantificacdo na agarose € importante para verificar a presenca de RNA, compostos
secundarios e degradacdo do DNA gendmico. Notamos bandas bem definidas sem bandas
secundarias (RNA) depois da banda principal, nem tdo pouco rastro intenso de DNA antes da

banda principal (DNA degradado), indicando uma boa qualidade do DNA extraido.
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Figura 2. Gel de agarose e quantificacdo de DNA genémico de um Unico acesso de Mama-
Cadela em 12 repeticbes. Os trés primeiros pogos sdo DNA lambda com concentracGes
conhecidas de 50, 100 e 200 ng.uL™?, os demais pogos sdo as repeticdes DNA gendmico
extraidos do acesso de Mama-Cadela.

Duas amostras de DNA de volume final de 250 pL foram obtidas,tendo que para a
construgdo da biblioteca gendmica é necessario 5 pug de DNA puro, sendo a amostra-A formada
pelas repeticdes 1, 2, 3, 4 e 5 e amostra-B pelas repeticdes 6, 7, 8, 9 e 10. Ambas apresentaram
uma elevada quantidade de DNA dentro dos padrées de qualidade exigidos para construcdo da
biblioteca genémica, com relagao de 260/280 > 2,0 e 260/230 > 1,8 (Tabela 2). Estas relagdes
sdo indicativas de pureza do DNA, sendo que os acidos nucleicos absorvem a luz no
comprimento de onda de 260 nm, as proteinas no de 280 nm e contaminantes (carboidratos,
radicais fenolicos etc) no de 230 nm. Desta forma, pode-se mostrar a eficiéncia do protocolo de

extracdo de DNA baseado no método de CTAB, usando como material folhas sem sinais de

senescéncia de Mama-Cadela.

Tabela 2. Descricao da quantificacdo de DNA gendmico de duas repeticbes de Mama-Cadela
usando nanodrop.

DNA ng/ pL A260 A280 260/280 260/230
Amostra A 826,4 17,46 8,20 2,01 1,90
AmostraB  774,1 16,88 7,89 2,01 1,88
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Um importante passo para realizacdo de estudos genémicos de plantas é a purificacéo
do DNA, processo que deve ser testado e adaptado para cada espécie vegetal de interesse. Essa
premissa deve-se a diferentes espécies apresentarem diferentes comportamentos bioquimicos e,
com isso, produzir diferentes compostos secundarios e radicais livres que podem afetar ndo
apenas a quantidade, mas a qualidade do DNA extraido (Cavallari et al., 2014). Neste contexto,
foram desenvolvidos e praticados diferentes protocolos de purificagcdo de DNA (Edwards et al.,
1991; Doyle&Doyle, 1990; Dellaporta et al., 1983), os quais ainda passaram por adaptacoes a
depender, principalmente, da espécie e do tipo de tecido utilizado no processo (Lade et al. 2014;
Mogni et al. 2016; Romano e Brasileiro, 1999; Tamari et al. 2016). Essas modificacBes sdo
bastante comuns nos processos de extragdo de DNA em plantas nativas do cerrado, devido a
estas apresentarem elevado nivel de polifendis e mucilagem foliar (Faleiro et al. 2003; Silva,
2011).

Neste estudo para Mama-Cadela a partir de tecido foliar jovem obtivemos indicadores
de quantidade e qualidade superiores daqueles obtidos por Faleiro et al. (2003), para dez
diferentes espécies de plantas nativas do Cerrado com caracteristicas diversas e marcantes em
seus tecidos foliares, como presenca de pelos, nervuras, presenca de mucilagem e producédo de
latex entre outras. Em sintese, o autor, obteve uma quantidade de DNA que variou de 250 a 590
ng/uL e qualidade de A260/280 de 1,471 a 1,887 por espécie. Desta forma, podemos constatar
que o uso do protocolo CTAB para obtencdo de DNA a partir de tecido foliar de Mama-Cadela

foi adequado gerando indicadores de quantidade e qualidade satisfatorios.

3.2. Construgao da biblioteca genémica enriquecida com SSR

A construcdo da biblioteca enriquecida em microssatélites seguiu a partir da amostra A
(Tabela 2). Todas as etapas que compde a construcdo da biblioteca enriquecida em SSR foram
exitosas (Figura 3). O DNA gendmico da mama-cadela (Mc) foi completamente digerido pela

enzima de restrigdo Afal, produzindo um rastro continuo com fragmentos entre 500 e 1200 pb,
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como indicado pelas setas amarelas, (Figura 3A); os fragmentos ligados aos adaptadores, esses
sdo importantes para que os fragmentos figuem com extremidades comuns e conhecidas, foram
produzidos e amplificados por PCR com sucesso (Figura 3B), assim como, as etapas de
purificacdo, selecdo e amplificacdo dos fragmentos contendo SSR (Figura 3C); obtencéo e
amplificacdo de pelo menos 96 clones com fragmento contendo SSR (Figura 3D); e, por fim, o

produto da extracdo do DNA plasmidial dos 96 clones (Figura 3E).

1kb Cp Mc Om Bat 1kb

Ampiificacao Fragmentos ligacao1

.-\I Cp Mc Om Bat Cp Mc Om Bat,

Al

3

LB LRI

}

Figura 3. Géis de agarose correspondentes as etapas da construcdo da biblioteca gendmica
enriquecida em SSR da espécie de B. gaudichaudii (Mama-Cadela). A- Gel de digestdo do DNA
gendmico; B — Gel da pré-amplificagdo via PCR usando primer Rsa 21 dos fragmentos ligados
aos adaptadores Rsa 21 e Rsa 25;. C — Gel da amplificacdo de fragmentos selecionados contendo
SSR na faixa de 500 a 1500 pares de bases (setas amarelas); D — Gel de amplificacdo dos
insertos clonados; E - Gel de eletroforese do produto do isolamento do DNA plasmidial dos
insertos clonados (Miniprep).

3.3. Identificacéo e desenho dos primers de microssatélite
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Os marcadores microssatélites sdo formados por sequéncias de poucos pares de bases
com 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem, sendo flanqueados por regides constantemente
conservadas entre individuos da mesma espécie. Dessa forma, as regiGes flanqueadoras sao
utilizadas na construcdo dos primers, ou seja, iniciadores possibilitando assim a amplificacéo
especifica da regido contendo o SSR (Bajay, 2014). Desse modo os primers séo utilizados na
amplificacdo do loco por meio da reagéo em cadeia da polimerase.

Nesse sentido o desenvolvimento de primers possibilita tanto & amplificacdo do loco de
interesse e consequentemente sua caracterizagdo quanto a utilizacdo desses em uma
amplificacdo heter6loga. Tal amplificacdo é possivel devido as regides flanqueadoras dos
microssatélites serem em geral conservadas entre individuos de uma mesma espécie ou géneros
préximos (ARNOLD et al., 2002). Dessa maneira, o desenho dos iniciadores possibilita tanto a
caracterizacdo genética da Mama- Cadela quanto disponibiliza informagfes que podem ser
usadas no estudo de espécies correlacionadas.

Com isso dos 48 clones sequenciados no sentido de ida e volta a partir da biblioteca
genbmica obtida, produzimos um total de 96 sequencias, das quais 78 foram descartadas por
apresentarem dados de baixa qualidade (cromatogramas). As dezoito sequéncias restantes
pertencentes a clones diferentes foram analisadas e encontramos 10 SSRs. Estas regides SSR
foram classificados como perfeitos (9) e compostos (1). Os SSRs perfeitos apresentam
sequéncia ininterrupta, ou seja, possuem apenas nucleotideos pertencentes ao motivo de
repeticdo e os compostos sdo formados com pelo menos dois motivos de repeticdo distintos
(Oliveira et al., 2006). Os motivos de repeticdo mais comuns foram dinucleotideos seguidos
por trinucleotideos.

Do total de 10 sequéncias com microssatélites apenas seis foram apropriadas, pois
geraram sequéncias de primers foward e reverse (Tabela 2). Este nUmero de seis loci SSR
desenhados para 0 genoma de Mama-Cadela representa uma taxa de eficiéncia de 6,3%,

considerando os 96 clones positivos selecionados. Essa relativa porcentagem de sucesso para o
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333  desenvolvimento de SSR candidatos também tem sido observada para outras espécies de plantas
334 nativas do cerrado usando a metodologia de Billiote et al. (1999). Para a espécie Qualea
335 grandiflora, nome popular Pau Terra, Buzatti et al. (2014) obtiveram 29 loci SSR a partir de
336 480 clones positivos; Souza et al. (2012) produziram 21 loci SSR analisando também 480 clones
337  positivos obtidos para Dimorphandra mollis, nome popular Faveiro; por fim, Vidal et al. (2018)
338 e Rodrigues et al. (2015) analisando 200 e 576 clones positivos desenvolveram 10 e 35 loci SSR
339  para as espécies Rauvolfia weddelliana e Hancornia speciosa (Mangaba), respectivamente.
340
341 Tabela 3: Descricdo dos seis loci microssatélites de B. gaudichaudii Trécul, incluindo as
342  sequéncias dos primers (F- foward) e (R - reverse), temperatura de melting, contetdo de GC,
343  motivos de repeticdo da regido microssatélite, tamanho alélico esperado de cada loco.
Locus Sequéncia de primers 5°-3’ Tm GC  Motivo Tamanho
°C) (%) esperado
(Pb)
MM-A8 F: AGAGTCCCTTCTGTCATCCT 571 50.0 (CT)s; (CTT)3 124
R:.TGGGTATGTTTGGTAAGAGAGA 56.2 40.9
MM-B10 F: GGTGTAAGCTCCCCATTTTC 564 50.0 (CT)s 319
R: AAAAATTCCTGCAGTGTGGG 56.8 45.0
MM-C8 F:CGTCTCTGCCTTCTTCTCTT 570 50.0 (TC)s 116
R: GCACGGAGAATCGAACTCTA 57.2 50.0
MM-C8> F:AGCAAACAGAATTCCTCCTAGA 56.8 409 (CT)s 231
R: GCTGGTTGCTTTTCTGTTGA 571 45.0
MM-D11 F: TAAATTCACTCACCCCCACC 571 50.0 (CA)e 346
R: TTGTGGGTTTTCCTCGGTTA 570 45.0
MM-G11 F: ACAAGATACTTCGCTTTCCCT 570 429 (TC)s 306
R:CGAGGAAGGAAGAGACTTGT 56.6 50.0
344
345 Vale destacar que um nimero maior de clones com provaveis microssatélites obtidos a
346  partir de Bibliotecas enriquecidas em SSR para Mama-Cadela serdo necessarios para se obter
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um numero adequado de loci SSR para analises robustas da diversidade genética e estrutura

populacional da espécie.

4. Conclusao

O presente estudo descreve os seis primeiros loci de microssatélites para a espécie
Brosimum gaudichaudii. Loci que apds serem validados poderdo ser usados como marcadores
SSR para auxiliar em possiveis estratégias de conservacao e manejo dos recursos genéticos da

espécie no bioma Cerrado.
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