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Desenvolvimento e Aplicacao de Marcadores
Microssatélites em Macaranduba ( Manilkara
huberi ).

Introducéao

A Floresta Amazo6nica abriga uma enorme riqueza de esséncias florestais, além de suas
propriedades madeireiras. Manilkara huberi (Ducke) Stand. (Sapotaceae), popularmente
conhecida como macgaranduba é uma espécie amazoénica madeireira intensamente explorada,
cujas arvores podem atingir até 50m de altura. Ocorre na Amazoénia Brasileira, do Para ao
Amazonas, nas matas de terra firme e de varzeas pouco inundaveis; é a maior, mais procura-
da e de mais ampla dispersdao das macarandubas amazoénicas, fornecendo quase a totalidade
da madeira exportada por Belém. Devido a essa exploracao, estudos de anélise gendmica
tém sido realizados, gerando informacdes sobre a diversidade genética existente, sendo de
fundamental importancia na definicdo de estratégias adequadas para o manejo e a conserva-
cao de espécies nativas como a macaranduba.

Para anélises nesse nivel os marcadores microssatélites, também denominados SSR (“Simple
Sequence Repeats”), sdo uma ferramenta importante. Esses marcadores sdo formados por
seqliéncias de uma a seis bases de comprimento repetidas em “tandem” (Jacob et al/.,
1991), tém heranca codominante, sdo multialélicos, sdo encontrados em alta freqiiéncia e
com ampla distribuicdo nos genomas de eucariotos (T6th et al., 2000), apresentando o
maior conteudo informativo por loco génico entre todas as classes de marcadores
moleculares (Goldstein, 2001).

Uma bateria de marcadores microssatélites para Manilkara huberi foi desenvolvida para o
estudo da diversidade genética, do fluxo génico e do sistema de cruzamento, de uma
populacdo mantida em um programa de manejo de corte florestal seletivo como parte do
Projeto Dendrogene.

Materiais e Métodos

O DNA total foi extraido segundo o protocolo de CTAB 2% (Ferreira & Grattapaglia, 1995)
a partir de material caulinar coletado em Santarém, Para.

A Enzima TSP 509 | foi a que gerou o perfil mais adequado de fragmentos para a constru-
cao da biblioteca enriquecida. O processo de enriquecimento da biblioteca para elementos
AG/TC foi verificada com alta eficiéncia na presenca de um nimero alto de clones positivos
com as seqliéncias com dinucleotideos repetidos nos fragmentos

Os primers foram desenhados utilizando o software Primer 3 .No processo de otimizacéao, os
fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose 3,5% corado com brometo de
etidio e visualizados em UV. A andlise de polimorfismo foi realizada em gel desnaturante de
poliacrilamida 4%, corado com nitrato de prata.

Para as anélises foram utilizados 12 individuos adultos provenientes da regidao amazonica,
local de estudo para manejo (FLONA - Floresta Nacional do Tapajés).As médias de alelos/
loco (Na),heterozigosidades esperada (He) e obtida (Ho) foram calculadas para os locos
selecionados utilizando o programa GDA - Genetic Data Analysis version 1.0 (Lewis &
Zaykin,1997) (tabelal).
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Resultados e discussao

Foram obtidos 271 clones positivos no processo de
hibridizacdo dos quais 251 foram seqtienciados. Foram
obtidos microssatélites e seqliéncias flanqueadoras
apropriados para o desenho de “primers” em 29 clones.
Desses, sete ndao amplificaram e 22 amplificaram em
temperaturas que variaram desde 52°C a 62°C. Verificou-
se polimorfismo satisfatério em 14 “primers”, cinco
apresentaram monomorfismo, e trés ndao amplificaram
fragmentos nitidos. Os 12 locos mais polimérficos (Tabela
1) foram selecionados para os estudos populacionais.

Entre os 12 locos selecionados, nove apresentaram
heterozigosidade esperada maior que 80%. Esses resulta-
dos mostram que esses locos sao ideais para estudos de
diversidade genética, fluxo génico, sistemas de cruzamen-
to e testes de paternidade. Por isso, esses locos SSRs,
estao sendo utilizados nos estudos genéticos de uma
populacdo de Manilkara huberi, para avaliar os impactos da
exploracdo madeireira, em 500 hectares sob
monitoramento em Santarém-PA, como também para
propor estratégias adequadas para o manejo desta espécie.

Os marcadores desenvolvidos neste trabalho abrem nova
perspectiva para o aprofundamento de estudos genéticos
na espécie M. huberi e representam uma ferramenta
poderosa para a geracao de dados genéticos populacionais
fundamentais e indispensaveis as atividades de coleta,
conservacao in situ e ex situ.
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Tabela 1. Dados sobre os 12 locos microssatélites (SSR) de Manilkara huberi selecionados para os estudos populacionais.

Temperatura de anelamento (T ), nimero de individuos analisados (N), nimero total de alelos (A), heterozigosidade

esperada (H,); e heterozigosidade observada(H).

Mh 03 (cm'” 176-204
Mh 04 (CT)'? 189-209
Mh 06 (GA)™ 162-188
Mh 07 (CT)*® 153-187
Mh 08 cm" 172-202
Mh 12 (CT)°(AC)® 187-211
Mh 17 (cm)™ 240-274
Mh 19 (CT)y*" 146-164
Mh 20 (GA)'"3 134-166
Mh 22 (cT)'™ 180-206
Mh 24 cn' 181-209
Mh 26 (cT)™ 224-250

Média

56 12 7 0,859 1,000
52 12 5 0,768 0,583
56 12 7 0,754 0,417
56 12 4 0,746 0,750
56 12 7 0,862 0,917
56 12 7 0,859 0,667
56 12 6 0,721 0,750
56 12 7 0,862 0,750
56 12 8 0,848 0,833
56 12 7 0,841 0,833
60 12 7 0,815 0,167
58 12 6 0,819 0,583

4 0,813 0,688
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