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Identificação e desenvolvimento de marcadores microssatélites candidatos para  1 

Brosimum gaudichaudii Trécul.: Uma espécie medicinal e nativa do Cerrado 2 

  3 

Resumo  4 

  5 

A espécie Brosimum gaudichaudii é pertencente à família Moraceae e apresenta ampla 6 

distribuição no Cerrado brasileiro. É uma espécie frutífera e de uso medicinal, muito utilizada 7 

no tratamento de doenças cutâneas, tornando-se alvo do extrativismo predatório. A falta de 8 

reposição e a ausência de estudos de conservação e manejo fazem com que a mama-cadela seja 9 

afetada, diretamente, pelo extrativismo predatório tendo assim uma diminuição em sua 10 

população natural. Diante à falta de informações sobre a genética populacional da espécie os 11 

marcadores microssatélites configuram-se como uma ferramenta biotecnológica eficiente e 12 

adequada em avaliar o fluxo gênico, dinâmica populacional e dispersão para que assim 13 

estratégias de manejo possam ser traçadas. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo 14 

promover o desenvolvimento dos primeiros marcadores microssatélites para B. Gaudichaudii. 15 

Para isto, foi utilizada uma amostra populacional com 27 indivíduos adultos, sendo utilizado 16 

um único acesso de Mama-Cadela para obtenção do DNA genômico. Com isso o DNA foi 17 

extraído, quantificado, digerido com endonucleases e ligado a adaptadores; os fragmentos 18 

foram pré-amplificados via PCR e purificados para seleção de fragmentos de interesse contendo 19 

microssatélites por hibridação; os fragmentos selecionados foram ligados ao vetor de clonagem 20 

e por eletroporação foram inseridos em células competentes de E. coli; por fim, as células 21 

transformadas foram repicadas em meio LB sólido para crescimento e selecionados os clones 22 

positivos para construção da biblioteca genômica. Para obtenção dos primers foram utilizados 23 

softwares disponibilizados na internet de forma gratuita. Desse modo, dos 48 clones 24 

sequenciados no sentido de ida e volta a partir da biblioteca genômica obtida, produzimos um 25 

total de 96 sequencias, das quais 78 foram descartadas no processo de edição por apresentarem 26 

baixa qualidade, as dezoito sequências restantes foram analisadas e encontramos 10 SSRs. Do 27 

total de 10 sequências contendo microssatélites apenas seis foram apropriadas para o desenho 28 

dos primers. Portanto, o presente estudo descreve os seis primeiros loci de microssatélites para 29 

a espécie em questão. 30 

  31 

Palavras chave: Mama- Cadela; Marcadores de DNA; Primers de Microssatélites; Bioma 32 

Cerrado  33 

  34 

 35 

  36 
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1. Introdução 37 

  38 

Considerado o segundo maior bioma da América do Sul, o Cerrado caracteriza-se por 39 

apresentar grande diversidade biológica sendo possível, assim, encontrar várias espécies 40 

endêmicas (Machado, 2016). Entretanto, nos últimos anos a expansão da fronteira agrícola vem 41 

fazendo com que o bioma perca tanto sua área original quanto sua diversidade (Assis et 42 

al.,2021). 43 

Em virtude do alto grau de degradação do Cerrado e do elevado número de espécies 44 

encontradas aqui o bioma acaba sendo classificado como uns dos hotspots de biodiversidade 45 

(Myres, 1988). Nesse sentido espécies alimentícias, madeireiras, medicinais, forrageiras, entre 46 

outras, podem ser perdidas devido as atividades antrópicas e com isso os estudos relacionados 47 

a caracterização da estrutura genética das populações são importantes para o desenvolvimento 48 

de medidas de conservação e manejo.  49 

No âmbito do bioma Cerrado o desmatamento e a fragmentação são fatores 50 

preocupantes, pois promovem a perda da biodiversidade e afetam o funcionamento do 51 

ecossistema. Dessa forma perante a perda de espécies o desenvolvimento de marcadores 52 

microssatélites acaba sendo de suma importância, uma vez que possibilitam a realização de 53 

análises populacionais em várias escalas e a identificação de áreas prioritárias para conservação 54 

(Dantas et al., 2019). Sendo assim nos últimos anos SSRs vêm sendo desenvolvidos para várias 55 

espécies encontradas no bioma, Chrysolaena obovata, Campomanesia adamantium e Alibertia 56 

edulis, fator esse que possibilitou estimar a diversidade genética e a realização de análises 57 

filogeográficas (Camacho et al., 2017; Crispim et al., 2019; Dantas et al., 2019). 58 

Entre as diversas espécies presente no bioma Cerrado Brosimum gaudichaudii Trécul., 59 

popularmente conhecida como mama-cadela, mamica-de-cadela, inharé e algodãozinho, merece 60 

destaque, uma vez que possui potencial madeireiro, alimentício, e ainda é utilizada pela 61 
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indústria farmacêutica na produção de medicamentos voltados para o tratamento de doenças 62 

cutâneas, como o vitiligo, sendo assim, apresenta relativa importância econômica.  63 

A espécie B. gaudichaudii é pertencente à família Moraceae e apresenta ampla 64 

distribuição no cerrado brasileiro. É uma espécie lactescente, decídua, heliófita, xerófita, 65 

monoica, que de acordo com Almeida et,- al. (1998) mede entre 4 e 10 metros de altura, sendo 66 

classificada, assim, como um arbusto de médio porte. Segundo Bucher (2002) a crescente 67 

procura por esta espécie atrelada a falta de reposição e a ausência de estudos de conservação e 68 

manejo fazem com que a mama-cadela seja afetada, diretamente, pelo extrativismo predatório 69 

tendo assim uma diminuição em sua população natural. 70 

Diante do exposto percebe-se que é de suma importância a realização de estudos que 71 

gerem informações sobre a dinâmica populacional de B. gaudichaudii. Desse modo, os 72 

marcadores microssatélites conhecidos também como Simple Sequence Repeat (SSR) são 73 

considerados ferramentas moleculares essenciais, uma vez que são altamente informativos, 74 

frequentes, baseados em PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), necessitam de pequena 75 

quantidade de DNA, são altamente reproduzíveis e distribuídos ao acaso no genoma de 76 

eucariotos (Souza, 2015). Além do que cada “ilha microssatélite” constitui um loco genético 77 

altamente polimórfico, multialélico e de herança codominante (Lacape et al., 2007). 78 

Por apresentarem um elevado grau de polimorfismo os microssatélites vêm sendo  79 

empregados no melhoramento de plantas, caracterização da estrutura e diversidade 80 

genética, seleção assistida por marcadores (SAM), e mapeamento (Semagn et al., 2006). Além 81 

do que o fato das unidades repetitivas serem flanqueadas por sequências únicas possibilita com 82 

que essas sejam amplificadas individualmente por meio da Reação em Cadeia da Polimerase. 83 

Desse modo para que se possa identificar as regiões repetitivas, ou seja, os microssatélites torna-84 

se necessário a utilização de uma das diversas metodologias existentes. Uma delas é a 85 

construção de bibliotecas genômicas enriquecidas com SSR da espécie de interesse, que tem 86 
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como base a fragmentação do DNA e o desenvolvimento de primers específicos que 87 

amplifiquem as regiões microssatélites. 88 

Portanto, objetivou-se com o presente estudo promover o desenvolvimento dos 89 

primeiros marcadores microssatélites para B. gaudichaudii, para que assim tais informações 90 

possam impulsionar possíveis estudos de conservação e manejo dos recursos genéticos 91 

populacionais da espécie.  92 

 93 

2. Materiais e Métodos  94 

2.1 Local, população e material vegetal para o estudo 95 

 96 

Uma amostra populacional de Mama-Cadela com 27 plantas adultas foi selecionada a 97 

partir de um fragmento de vegetação de área de reserva do bioma Cerrado pertencente ao 98 

município de Urutaí, Goiás, Brasil (Tabela 1).  Esta área apresenta fitofisionomia Cerrado 99 

sentido restrito de solos profundos e relevo plano, classificados como latossolos. Embora, seja 100 

uma área com sinais de interferência antrópica, a exemplo, de atividade pecuária e circundada 101 

por área de lavoura, apresenta indicativos relativos de bem preservado (Silva filho et al., 2020). 102 

 103 

Tabela 1. Localização geográfica de acessos de Mama-Cadela amostrada em área de reserva 104 

do Cerrado sentido restrito no município de Urutaí, Goiás. 105 

Município Indivíduo Altitude(m) Longitude(W)  Latitude (S) 

Urutaí 

MM1 783 48,168750 17,376117 

MM2 787 48,168833 17,376383 

MM3 785 48,168717 17,376483 

MM4 786 48,168750 17,376467 

MM5 786 48,168750 17,376500 

MM6 787 48,168550 17,377083 
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MM7 787 48,168550 17,377117 

MM8 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 

2.2. Extração do DNA genômico  107 

  108 

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

obtenção do DNA genômico em dez repetições. Esse número de repetições foi necessário para 110 

otimizar o processo de obtenção da quantidade e qualidade de DNA recomendada de 5 µg 111 
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(aproximadamente 5000 ng) com relação de 260/280 ≥ 2,0 e 260/230 ≥ 1,8 para construção da 112 

biblioteca genômica enriquecida com SSR.  113 

 114 

Figura 1. Acesso MM12 de Mama-Cadela (seta) usado para obtenção de DNA genômico para 115 

construção da biblioteca enriquecida em microssatélites 116 

 117 

Desta maneira, o DNA genômico foi extraído de dez amostras foliares de um único 118 

genótipo, separadamente, usando método do CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1990). O DNA 119 

genômico foi ressuspendido em 50 µL de água milliq com RNase (10 mg/mL), quantificado em 120 

agarose a 1%, corado com brometo de etídio (0,5 µg/mL) e visualizado em transluminador de 121 

UV. Após verificar a qualidade e quantidade do DNA produzimos duas repetições de volume 122 

final de 250 µL reunindo cinco das repetições iniciais e, em seguida, foram quantificadas em 123 

nanodrop. Por fim, as alíquotas finais foram liofilizadas para transporte para o CBMEG, onde 124 



7  

  

foi produzido a biblioteca genômica enriquecida com microssatélites sob supervisão da 125 

professora e pesquisadora Dra. Anete Pereira de Souza no curso NT 264A – microssatélites 126 

para estudos genéticos de eucariotos. 127 

 128 

2.3. Construção da biblioteca genômica enriquecida em microssatélites ( Sequences 129 

Simples Repeats – SSR)  130 

  131 

Para construção da biblioteca genômica foi utilizado o protocolo descrito por Billiote 132 

et- al. (1999), com algumas modificações.  Uma alíquota de 25 µL do DNA genômico extraído 133 

foi digerido com 10 U da endonuclease AfaI (Invitrogen) em uma reação de volume final de 134 

100 µL conforme a recomendação do fabricante. A reação foi incubada a 37°C em overnight e 135 

visualizada posteriormente em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 136 

Os fragmentos digeridos foram ligados aos adaptadores Rsa21 (5’ 137 

CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3’) e Rsa25 (5’-138 

TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3’). A reação de ligação dos adaptadores foi 139 

realizada em um volume final de 25 µL, contendo 3 µL do DNA digerido, 5 µL tampão 5x, 10 140 

µM dos adaptadores, 1 U T4 da DNA ligase (Invitrogen) e, em seguida, a reação foi incubada 141 

a -20°C por 2 h. Após a ligação dos adaptadores foi realizado uma pré-amplificação por PCR 142 

(Polymerase Chain Reaction) usando primer Rsa21 (5’-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3) 143 

e, em seguida, a purificação do produto da PCR usado Quiaquick PCR purification Kit - Qiagen, 144 

conforme a recomendação do fabricante.  145 

A pré-amplificação de PCR foi realizada para volume final de 50 µL, contendo 5 µL do 146 

DNA ligado, tampão 1x, 25 mM de MgCl2, 2,5 mM de dNTP, 10 µM do Rsa 21e 1 U Taq DNA 147 

polimerase (Invitrogen). A programação em termociclador para amplificação seguiu as 148 

condições: desnaturação inicial a 95˚C por 4 mim, seguida por 20 ciclos de desnaturação (94°C 149 

por 30s), anelamento (60°C por 1 min) e extensão (72°C por 1 min); e, por fim, uma extensão 150 
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final a 72°C por 8 min. As etapas de PCR e purificação têm o objetivo de amplificar e preparar 151 

os fragmentos de DNA de interesse para posterior seleção dos fragmentos com SSR, removendo 152 

resíduos das reações, tais como as enzimas (Taq, DNA ligase), adaptadores, primers e sais da 153 

solução que possam interferir na seleção de fragmentos contendo SSR. 154 

O enriquecimento da biblioteca foi realizado através da seleção dos fragmentos 155 

contendo SSR por meio de hibridização usando sondas dinucleotídeos biotiniladas de motivos 156 

de repetições biotina – IIIII (CT)8 e biotina – IIIII (GT)8 com o produto digerido e purificado. 157 

Os fragmentos contendo SSR foram recuperados por meio da afinidade química biotina-158 

streptavidina usando beads magnéticas associadas a streptavidina de acordo com as 159 

recomendações do kit Streptavidine-Magnesphere da Promega. 160 

Os fragmentos de DNA contendo microssatélites selecionados foram então amplificados 161 

por PCR usando o iniciador Rsa21 novamente. O mix da reação foi construído para um volume 162 

final de 100 µL, contendo 20 µL dos fragmentos de DNA selecionados e as concentrações dos 163 

demais componentes foram as mesmas da PCR supracitada.  As condições de programação em 164 

termociclador foram as seguintes: 95°C por 1 min, seguido de 25 ciclos (94°C por 40s, 60°C 165 

por 1 min, 72°C por 2 min) e, por fim, 72°C por 5 min. Em seguida os amplicons foram clonados 166 

usando o vetor pGEM-T Easy (Promega) e transformados em células competentes de 167 

Escherichia coli DH10B (Invitrogen) por eletroporação conforme as recomendações do 168 

fabricante. As células transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido, contendo ampicilina 169 

(100 μg.mL-1), tetraciclina (100 μg.mL-1), IPTG 20% e X-Gal 2%. As placas foram incubadas 170 

overnight por 18 horas a 37°C, em estufa para o crescimento de colônias e então armazenadas 171 

na geladeira por 2 horas.   172 

A biblioteca genômica enriquecida em SSR foi formada a partir dos clones positivos 173 

(colônias brancas) selecionados. Essa seleção foi realizada com base na marcação do gene ß-174 

galactosidase do vetor pGEM-T. Os clones positivos foram transferidos para uma placa Elisa 175 

de fundo U com auxílio de palitos esterilizados, contendo 200 μL de meio 2YT-HMFM com 176 
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ampicilina (100 μg.mL-1)  e tetraciclina (100 μg.mL-1) em cada poço. Em seguida, foram 177 

incubados a 37 ˚C por 20 h em estufa sob agitação e, posteriormente, foram congelados 178 

inicialmente em freezer a -20 ˚C por 30 mim e, por fim, mantidos em freezer a -80 ˚C. 179 

 180 

2.4. Sequenciamento dos fragmentos de DNA  181 

 182 

As etapas de extração plasmidial e sequenciamento dos insertos foram terceirizadas e, 183 

com isso, realizadas pelo Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética – CBMEG, na 184 

UNICAMP – Universidade Estadual de Campinas. 185 

As etapas contratadas foram as seguintes: i) A amplificação via PCR dos 96 clones 186 

selecionados na construção da biblioteca genômica para confirmar a presença de insertos e, com 187 

isso selecionar 48 clones de tamanhos diferentes acima de 500 pares de bases (pb); ii) 188 

Inoculação e extração do DNA plasmidial (MINIPREP). Esta etapa compreende no isolamento 189 

do DNA plasmidial das colônias recombinantes para posterior sequenciamento; iii) Por fim, as 190 

reações de sequenciamento. Nesta etapa, a reação de sequenciamento foi realizada para 48 191 

clones usando os primers universais T7 e SP6 tanto para o sentido de ida (forward) e volta 192 

(reverse), respectivamente, utilizando o conjunto de reagentes “Big Dye Terminator v.3.1” 193 

(Applied Biosystems) com base nas instruções do fabricante. Em seguida, as sequências de DNA 194 

produzidas foram obtidas utilizando a plataforma ABI 3500 (Applied Biosystems). 195 

 196 

2.5. Análises das sequências, identificação dos SSR e desenho dos primers 197 

 198 

Com a obtenção das sequências de B. gaudichaudii, o software Chromas v.2.6.5 199 

(Goodstadt & Ponting 2001) e o Chromatogram Explorer (Heracle BioSoft 2015) foram usados 200 

para remover os adaptadores, realizar o corte de sequência e analisar a qualidade dos 201 

eletroforegramas, produzindo um arquivo do tipo “FASTA” para cada clone. 202 
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Quando possível, a sequência de consenso do clone era gerada usando CAP3 (Huang & 203 

Madan 1999). Caso contrário, a análise das sequências era feita separadamente para cada 204 

sequência forward e reverse de cada clone. O programa online VecScreen (disponível na 205 

plataforma NCBI) com os parâmetros do BLASTn (Altschul et al. 1997) foi usado para 206 

pesquisar segmentos de vetor e contaminação, com os seguintes parâmetros: ‘Algorithm 207 

parameters’ (expect threshold = 1e-6; Word size = 24), realizando uma comparação das 208 

sequências consensus ou não, no banco de dados GenBank - NCBI Blast. 209 

O software Simple Sequence Repeat Identification Tool – SSRIT (Temnykh et al. 2001) 210 

foi utilizado na identificação das regiões microssatélites dentro das sequências selecionadas. 211 

Por fim, o programa Primer3 Plus (Rozen e Skaletsky, 2000) foi empregado na obtenção das 212 

sequências dos primers com base nos seguintes parâmetros: o comprimento dos pares de 213 

primers, variando de 18 a 25 pares de bases (pb); variação de temperatura de melting (Tm) entre 214 

52 a 65ºC, com diferença inferior a 3°C entre os primers foward e reverse; proporção de GC 215 

variando entre 40% a 60%; e tamanho de amplicon variando entre 100 e 700 pb. 216 

 217 

3. Resultados e Discussão 218 

3.1. Extração de DNA 219 

 220 

O DNA genômico foi extraído com sucesso e em quantidade superior a 50 ng.µL-1 para 221 

todas as dez repetições (Figura 2). Em comparação entre as bandas geradas com o DNA lambda, 222 

constatamos que conseguimos obter DNA genômico que variaram de 50 a 100 ng.µL-1. Essa 223 

etapa de quantificação na agarose é importante para verificar a presença de RNA, compostos 224 

secundários e degradação do DNA genômico. Notamos bandas bem definidas sem bandas 225 

secundárias (RNA) depois da banda principal, nem tão pouco rastro intenso de DNA antes da 226 

banda principal (DNA degradado), indicando uma boa qualidade do DNA extraído. 227 
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 228 
Figura 2. Gel de agarose e quantificação de DNA genômico de um único acesso de Mama-229 
Cadela em 12 repetições. Os três primeiros poços são DNA lambda com concentrações 230 
conhecidas de 50, 100 e 200 ng.µL-1, os demais poços são as repetições DNA genômico 231 
extraídos do acesso de Mama-Cadela. 232 

 233 

Duas amostras de DNA de volume final de 250 µL foram obtidas,tendo que para a 234 

construção da biblioteca genômica é necessário 5 µg de DNA puro, sendo a amostra-A formada 235 

pelas  repetições 1, 2, 3, 4 e 5 e amostra-B pelas repetições 6, 7, 8, 9 e 10. Ambas apresentaram 236 

uma elevada quantidade de DNA dentro dos padrões de qualidade exigidos para construção da 237 

biblioteca genômica, com relação de 260/280 ≥ 2,0 e 260/230 ≥ 1,8 (Tabela 2). Estas relações 238 

são indicativas de pureza do DNA, sendo que os ácidos nucleicos absorvem a luz no 239 

comprimento de onda de 260 nm, as proteínas no de 280 nm e contaminantes (carboídratos, 240 

radicais fenólicos etc) no de 230 nm. Desta forma, pode-se mostrar a eficiência do protocolo de 241 

extração de DNA baseado no método de CTAB, usando como material folhas sem sinais de 242 

senescência de Mama-Cadela.  243 

 244 

Tabela 2. Descrição da quantificação de DNA genômico de duas repetições de Mama-Cadela 245 
usando nanodrop. 246 

  DNA ng/ µL  A260  A280  260/280 260/230 247 

Amostra A 826,4   17,46  8,20  2,01  1,90 248 

Amostra B 774,1   16,88  7,89  2,01  1,88 249 

 250 
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Um importante passo para realização de estudos genômicos de plantas é a purificação 251 

do DNA, processo que deve ser testado e adaptado para cada espécie vegetal de interesse. Essa 252 

premissa deve-se a diferentes espécies apresentarem diferentes comportamentos bioquímicos e, 253 

com isso, produzir diferentes compostos secundários e radicais livres que podem afetar não 254 

apenas a quantidade, mas a qualidade do DNA extraído (Cavallari et al., 2014). Neste contexto, 255 

foram desenvolvidos e praticados diferentes protocolos de purificação de DNA (Edwards et al., 256 

1991; Doyle&Doyle, 1990; Dellaporta et al., 1983), os quais ainda passaram por adaptações a 257 

depender, principalmente, da espécie e do tipo de tecido utilizado no processo (Lade et al. 2014; 258 

Mogni et al. 2016; Romano e Brasileiro, 1999; Tamari et al. 2016). Essas modificações são 259 

bastante comuns nos processos de extração de DNA em plantas nativas do cerrado, devido a 260 

estas apresentarem elevado nível de polifenóis e mucilagem foliar (Faleiro et al. 2003; Silva, 261 

2011).  262 

Neste estudo para Mama-Cadela a partir de tecido foliar jovem obtivemos indicadores 263 

de quantidade e qualidade superiores daqueles obtidos por Faleiro et al. (2003), para dez 264 

diferentes espécies de plantas nativas do Cerrado com características diversas e marcantes em 265 

seus tecidos foliares, como presença de pelos, nervuras, presença de mucilagem e produção de 266 

látex entre outras. Em síntese, o autor, obteve uma quantidade de DNA que variou de 250 a 590 267 

ng/µL e qualidade   de  A260/280  de 1,471 a 1,887 por espécie.  Desta forma, podemos constatar 268 

que o uso do protocolo CTAB para obtenção de DNA a partir de tecido foliar de Mama-Cadela 269 

foi adequado gerando indicadores de quantidade e qualidade satisfatórios.  270 

 271 

3.2. Construção da biblioteca genômica enriquecida com SSR 272 

 273 

A construção da biblioteca enriquecida em microssatélites seguiu a partir da amostra A 274 

(Tabela 2). Todas as etapas que compõe a construção da biblioteca enriquecida em SSR foram 275 

exitosas (Figura 3). O DNA genômico da mama-cadela (Mc) foi completamente digerido pela 276 

enzima de restrição AfaI, produzindo um rastro continuo com fragmentos entre 500 e 1200 pb, 277 
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como indicado pelas setas amarelas,  (Figura 3A); os fragmentos ligados aos adaptadores, esses 278 

são importantes para que os fragmentos fiquem com extremidades comuns e conhecidas, foram 279 

produzidos e amplificados por PCR com sucesso (Figura 3B), assim como, as etapas de 280 

purificação, seleção e amplificação dos fragmentos contendo SSR (Figura 3C);  obtenção e 281 

amplificação de pelo menos 96 clones com fragmento contendo SSR (Figura 3D); e, por fim, o 282 

produto da extração do DNA plasmidial dos 96 clones (Figura 3E). 283 

 284 

 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

 290 

 291 

 292 

 293 

 294 

 295 

Figura 3. Géis de agarose correspondentes as etapas da construção da biblioteca genômica 296 

enriquecida em SSR da espécie de B. gaudichaudii (Mama-Cadela). A- Gel de digestão do DNA 297 
genômico; B – Gel da pré-amplificação via PCR usando primer Rsa 21 dos fragmentos ligados 298 
aos adaptadores Rsa 21 e Rsa 25;. C – Gel da amplificação de fragmentos selecionados contendo 299 

SSR na faixa de 500 a 1500 pares de bases (setas amarelas); D – Gel de amplificação dos 300 
insertos clonados; E - Gel de eletroforese do produto do isolamento do DNA plasmidial dos 301 
insertos clonados (Miniprep). 302 

 303 

 304 

3.3. Identificação e desenho dos primers de microssatélite 305 

 306 
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Os marcadores microssatélites são formados por sequências de poucos pares de bases 307 

com 1 a 6 nucleotídeos repetidos em tandem, sendo flanqueados por regiões constantemente 308 

conservadas entre indivíduos da mesma espécie. Dessa forma, as regiões flanqueadoras são 309 

utilizadas na construção dos primers, ou seja, iniciadores possibilitando assim a amplificação 310 

específica da região contendo o SSR (Bajay, 2014). Desse modo os primers são utilizados na 311 

amplificação do loco por meio da reação em cadeia da polimerase. 312 

Nesse sentido o desenvolvimento de primers possibilita tanto à amplificação do loco de 313 

interesse e consequentemente sua caracterização quanto a utilização desses em uma 314 

amplificação heteróloga. Tal amplificação é possível devido as regiões flanqueadoras dos 315 

microssatélites serem em geral conservadas entre indivíduos de uma mesma espécie ou gêneros 316 

próximos (ARNOLD et al., 2002). Dessa maneira, o desenho dos iniciadores possibilita tanto a 317 

caracterização genética da Mama- Cadela quanto disponibiliza informações que podem ser 318 

usadas no estudo de espécies correlacionadas.  319 

Com isso dos 48 clones sequenciados no sentido de ida e volta a partir da biblioteca 320 

genômica obtida, produzimos um total de 96 sequencias, das quais 78 foram descartadas por 321 

apresentarem dados de baixa qualidade (cromatogramas). As dezoito sequências restantes 322 

pertencentes a clones diferentes foram analisadas e encontramos 10 SSRs. Estas regiões SSR 323 

foram classificados como perfeitos (9) e compostos (1). Os SSRs perfeitos apresentam 324 

sequência ininterrupta, ou seja, possuem apenas nucleotídeos pertencentes ao motivo de 325 

repetição e os compostos são formados com pelo menos dois motivos de repetição distintos 326 

(Oliveira et al., 2006).  Os motivos de repetição mais comuns foram dinucleotídeos seguidos 327 

por trinucleotídeos. 328 

Do total de 10 sequências com microssatélites apenas seis foram apropriadas, pois 329 

geraram sequências de primers foward e reverse (Tabela 2). Este número de seis loci SSR 330 

desenhados para o genoma de Mama-Cadela representa uma taxa de eficiência de 6,3%, 331 

considerando os 96 clones positivos selecionados. Essa relativa porcentagem de sucesso para o 332 
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desenvolvimento de SSR candidatos também tem sido observada para outras espécies de plantas 333 

nativas do cerrado usando a metodologia de Billiote et al. (1999). Para a espécie Qualea 334 

grandiflora, nome popular Pau Terra, Buzatti et al. (2014) obtiveram 29 loci SSR a partir de 335 

480 clones positivos; Souza et al. (2012) produziram 21 loci SSR analisando também 480 clones 336 

positivos obtidos para Dimorphandra mollis, nome popular Faveiro; por fim, Vidal et al. (2018) 337 

e Rodrigues et al. (2015) analisando 200 e 576 clones positivos desenvolveram 10 e 35 loci SSR 338 

para as espécies Rauvolfia weddelliana e Hancornia speciosa (Mangaba), respectivamente.  339 

 340 

Tabela 3: Descrição dos seis loci microssatélites de B. gaudichaudii Trécul, incluindo as 341 

sequências dos primers (F- foward) e (R - reverse), temperatura de melting, conteúdo de GC, 342 
motivos de repetição da região microssatélite, tamanho alélico esperado de cada loco. 343 

Locus Sequência de primers 5’-3’ Tm 

(°C) 

GC 

(%) 

Motivo Tamanho 

esperado 

(Pb) 

MM-A8 F: AGAGTCCCTTCTGTCATCCT 57.1 50.0 (CT)3; (CTT)3 124 

 R:TGGGTATGTTTGGTAAGAGAGA 56.2 40.9   

      

MM-B10 F: GGTGTAAGCTCCCCATTTTC 56.4 50.0 (CT)5 319 

 R: AAAAATTCCTGCAGTGTGGG 56.8 45.0   

      

MM-C8 F:CGTCTCTGCCTTCTTCTCTT 57.0 50.0 (TC)13 116 

 R: GCACGGAGAATCGAACTCTA 57.2 50.0   

      

MM-C82 F:AGCAAACAGAATTCCTCCTAGA 56.8 40.9 (CT)5 231 

 R: GCTGGTTGCTTTTCTGTTGA 57.1 45.0   

      

MM-D11 F: TAAATTCACTCACCCCCACC 57.1 50.0 (CA)9 346 

 R: TTGTGGGTTTTCCTCGGTTA 57.0 45.0   

      

MM-G11 F: ACAAGATACTTCGCTTTCCCT 57.0 42.9 (TC)5 306 

 R:CGAGGAAGGAAGAGACTTGT 56.6 50.0   

            

 
   

  

 344 

Vale destacar que um número maior de clones com prováveis microssatélites obtidos a 345 

partir de Bibliotecas enriquecidas em SSR para Mama-Cadela serão necessários para se obter 346 
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um número adequado de loci SSR para analises robustas da diversidade genética e estrutura 347 

populacional da espécie. 348 

 349 

4. Conclusão  350 

 351 

O presente estudo descreve os seis primeiros loci de microssatélites para a espécie 352 

Brosimum gaudichaudii. Loci que após serem validados poderão ser usados como marcadores 353 

SSR para auxiliar em possíveis estratégias de conservação e manejo dos recursos genéticos da 354 

espécie no bioma Cerrado. 355 

 356 
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