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RESUMO 

 

SOUSA, R.C.B CARACTERIZAÇÃO DE MICROSSATÉLITES E 

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES SSR EM Khaya grandifoliola C. DC. 
Dissertação (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) – Escola de Agronomia, 

Universidade Federal de Goiás, Goiânia, 2019. 

 

 

O cultivo de mognos-africanos (Khaya spp.) vem atraindo cada vez mais interesse dos 

produtores rurais, pois sua madeira possui características semelhantes às do mogno-

brasileiro, com elevado valor comercial no mercado europeu. Apesar do seu valor 

madeireiro ao longo do mundo e da sua importância ecológica na África, onde se encontra 

classificada como vulnerável à extinção, pouco se sabe sobre os níveis de diversidade 

genética das espécies. Desta forma, este trabalho tem o objetivo de identificar e 

caracterizar regiões microssatélites no transcritoma de Khaya grandifoliola, bem como 

desenvolver marcadores para estudos de variabilidade genética da espécie. A partir dos 

transcritos desenvolvidos por Soares et al., (2019), foram identificadas as regiões 

microssatélites e assim realizado o desenho dos primers. As sequências microssatélites 

foram classificados quanto ao tipo e número de repetições, assim como sua localização 

dentro dos transcritos. Com base nos locos microssatélites, foram estimados o número de 

alelos por loco (K), heterozigozidade esperada e observada (He e Ho), índice de fixação 

intrapopulacional (f), probabilidade de exclusão de paternidade e de identidade (PE e PI). 

Através dos transcritos de Mogno africano, foram detectadas 37.925 regiões 

microssatélites, sendo 54% mononucleotídeos, 29% dinucleotídeos e 15% 

trinucleotídeos. A partir de 40 locos microssatélites, foram selecionados 12 para 

marcação com fluoróforos (6-FAM e HEX), formando dois painéis multiplex. A 

genotipagem realizada com os indivíduos identificou média de 3 alelos por loco. Os 

valores de heterozigozidade esperada (He= 0,53) e observada (Ho =0,50) utilizados para 

estimar a diversidade genética nos indivíduos de K. grandifoliola apresentaram-se 

razoáveis, levando em conta o baixo número de alelos por loco. Os valores encontrados 

para PE (0,96) e PI (4,70x10-6) foram semelhantes aos encontrados em estudos do mesmo 

gênero.  Desta forma, estes valores indicam que o conjunto de marcadores microssatélites 

é eficiente na discriminação dos indivíduos. Os marcadores SSR também foram 

transferidos com sucesso para outras espécies do gênero Khaya. Sendo assim, esses 

marcadores poderão ser utilizados com eficiência em estudos populacionais de K. 

grandifoliola e outras espécies de Khaya. 
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ABSTRACT 

 

 

SOUSA, R.C.B CHARACTERIZATION OF MICROSSATELLITES AND 

DEVELOPMENT OF SSR MARKERS IN Khaya grandifoliola C. DC. Dissertation 

(Master in Genetics and Plant Breeding) - School of Agronomy, Federal University of 

Goiás, Goiânia, 2019. 

 

African mahogany (Khaya spp.) cultivation attracts increasing interest from producers, 

since their wood has similar characteristics to those of Brazilian mahogany with high 

commercial value in the European market. Despite its timber value throughout the world 

and its ecological importance in Africa, where it is classified as vulnerable to extinction, 

little is known about the species' levels of genetic diversity. Thus, this work aims to 

identify and characterize microsatellite regions in the transcriptome of Khaya 

grandifoliola, as well as to develop markers for studies of the genetic variability of the 

species. From the transcripts developed by Soares et al., (2019), microsatellite regions 

were identified and PCR primers were designed. Microsatellite sequences were classified 

according to the type and number of repetitions, as well as their location within 

transcripts. Using the microsatellite loci genetic parameters were estimated, such as the 

number of alleles per loci (K), expected and observed heterozygosity (He and Ho), 

intrapopulational fixation index (f), probability of exclusion of paternity and of identity 

(PE and PI). Within the African Mahogany transcripts, 37,925 microsatellite regions were 

detected, with 54% being mononucleotides, 29% dinucleotides and 15% trinucleotides. 

From 40 microsatellite loci, 12 were selected for labelling with fluorophores (6-FAM and 

HEX), forming two multiplex panels. The genotyping performed with the individuals 

identified an average of 3 alleles per locus. The expected (He = 0.53) and observed 

heterozygosity (Ho = 0.50) values used to estimate the genetic diversity in K. 

grandifoliola individuals were reasonable, given the low number of alleles per locus. The 

values found for PE (0.96) and PI (4.70x10-6) were similar to those found in studies of 

the same genus. Thus, these estimates indicate that the set of microsatellite markers is 

efficient in discriminating individuals. The SSR markers were also successfully 

transferred to other Khaya species. Therefore, these markers can be efficiently used in 

population studies with K. grandifoliola and other Khaya species. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O setor florestal brasileiro, em plena expansão, vem atraindo cada vez mais 

investidores interessados no cultivo de espécies de madeira nobre. Desta forma, o mogno 

africano (Khaya spp.), introduzido no Brasil na década de 1970, vem se destacando na 

preferência dos empresários para produção de madeira nobre. Os mognos possuem 

características altamente favoráveis, como madeira de alto valor econômico e ampla 

adaptação em diversas regiões brasileiras (Ribeiro et al., 2017). A madeira serrada e seca 

em estufa pode valer mais de € 900 o m3 no mercado europeu (ITTO, 2019). A Associação 

Brasileira de Produtores de Mogno Africano estima que a área plantada com a espécie no 

país é de aproximadamente 35 mil hectares (comunicação pessoal). Dentre as espécies de 

mogno-africano plantadas no Brasil, a mais difundida é K. ivorensis (Ribeiro et al., 2017). 

Apesar desta ter sido originalmente classificada como K. ivorensis, em 2015 uma exsicata 

foi reclassificada como K. grandifoliola pelos especialistas em Meliaceae do Kew Royal 

Botanic Gardens (Pennington & Cheek, 2015). Essa exsicata é chave, pois foi feita com 

material de uma das matrizes pioneiras da EMBRAPA Amazônia Oriental, que 

originaram a maior parte dos plantios da espécie no país.  

Além do potencial econômico e valor madeireiro, K. grandifoliola apresenta 

importância ecológica nos ecossistemas africanos, onde é nativa. Apesar dessa 

importância, praticamente pouco se sabe sobre os níveis de diversidade e estrutura 

genética de suas populações naturais, embora já existam alguns estudos utilizando 

marcadores moleculares como microssatélites e SNPs para a espécie (Karan et al., 2012; 

Sexton et al., 2010; Lemes et al., 2011; Lemmes, 2008; Soares et al., 2014; Pakull et al., 

2016; Mader et al., 2018). O estudo de suas populações naturais se faz importante em face 

dos altos níveis de exploração predatória que tornaram a espécie vulnerável à extinção na 

lista vermelha da International Union for Conservation of Nature (IUCN) de espécies 

ameaçadas (Hawthorne, 1998). Além disso, a exploração econômica do germoplasma da 

espécie também depende de diversidade genética.  

A existência de diversidade genética é importante para a sustentabilidade dos 

plantios nacionais e é fundamental para a utilização desse recurso em programas de 

melhoramento genético da espécie (Soares et al., 2019). A maior dificuldade de estudos 

genéticos com o mogno africano é a escassez de ferramentas, em função do restrito 
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número de marcadores microssatélites descritos para as espécies Khaya spp. De fato, a 

única espécie com marcadores microssatélites disponível é a K. senegalensis (Karan et 

al., 2012; Sexton et al., 2010; Lemes et al.,2011). Dessa forma, testes da transferibilidade 

desses e o desenvolvimento de novos marcadores para outras espécies ainda se faz 

necessário. 

Os marcadores microssatélites, conhecidos também como sequências simples 

repetitivas (SSRs), são muito utilizados em espécies florestais. Existem diversas 

vantagens dos SSR em relação a outros tipos de marcadores, como a codominância, alto 

grau de polimorfismo, multialelismo, alta reprodutibilidade entre laboratórios, alta 

transferibilidade, dentre outros (Cruz et al., 2011; Cosson et al., 2014). Com o advento de 

novas tecnologias, como os métodos de sequenciamento de nova geração (NGS – Next 

Generation Sequencing), o processo de isolamento de sequências SSR, tornou-se mais 

rápido e com menor custo relativo (Abdelkrim et al., 2009;  Csencsics et al., 2010; Yang 

et al., 2014). 

As plataformas NGS democratizaram o acesso à genômica, permitindo a 

caracterização do material genético de uma gama enorme de espécies. Estes 

sequenciadores produzem uma grande quantidade de sequências de nucleotídeos, de 

maneira rápida e com baixo custo por base, quando comparado com o método de Sanger 

(Zalapa et al., 2012; Buermans & Den Dunnen, 2014). Uma das abordagens possíveis 

com o uso de NGS é a identificação e o desenvolvimento de marcadores moleculares, 

podendo oferecer a possibilidade de suprir a deficiência de informações genômicas sobre 

o mogno africano.  

Devido à importância ecológica do K. grandifoliola e o seu potencial 

econômico, estudos de genética se fazem necessários para conhecer os níveis de 

diversidade em suas populações naturais, bem como nas populações introduzidas no 

Brasil. Para suprir a deficiência de marcadores moleculares disponíveis para a espécie, 

este trabalho possui os seguintes objetivos: 

i. Caracterizar locos microssatélites no transcritoma de K. grandifoliola, quanto aos 

tamanhos, motivos de repetição e localização nas sequências consenso dos 

transcritos; 

ii. Desenvolver primers microssatélites e caracterizar a variabilidade genética a 

partir de sequencias obtidas de amostras da espécie K. grandifoliola; 
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iii. Disponibilizar sistemas multiplex de genotipagem de marcadores microssatélites 

polimórficos para a espécie K. grandifoliola; 

iv. Testar a transferibilidade para outras espécies do mesmo gênero. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 MOGNO AFRICANO: ORIGEM E ADAPTAÇÃO 

 

Florestas plantadas representam um recurso renovável de fundamental 

importância para atender à demanda global crescente por produtos derivados de biomassa 

lenhosa. Espécies de rápido crescimento como eucalipto, coníferas, acácia, álamo, entre 

outras, suprem de forma sustentável a demanda por biomassa lenhosa, reduzindo a 

pressão que existe sobre as florestas naturais principalmente nos trópicos (Borém, 2007).  

Para atender ao mercado consumidor de forma racional e sustentável, a escolha adequada 

da espécie e das técnicas silviculturais empregadas são de extrema importância (Alves 

Júnior et al., 2016). 

A maioria dos plantios com espécies nativas utilizam o mogno brasileiro para 

fins de enriquecimento de florestas, plantações e sistemas agroflorestais (Silva et al., 

2017). No entanto, o monocultivo do mogno brasileiro (S. macrophylla King) já foi 

avaliado em diversas regiões do Brasil e os resultados de produtividade, quase sempre, 

são insatisfatórios.  O plantio desta espécie no país torna-se inviável, principalmente pelos 

ataques provocados através da mariposa Hypsipyla grandella, conhecida como broca-do-

ponteiro, inviabilizando o crescimento da planta em seu  estado jovem  (Mehl Lunz et al., 

2009). Assim, o cultivo de mognos-africanos surgiu como alternativa, uma vez que sua 

madeira possui características semelhantes às do mogno-brasileiro e com elevado valor 

comercial. Além disso, na grande maioria dos plantios, os mognos-africanos apresentam 

resistência ao ataque da bora-do-ponteiro (Pinheiro et al., 2011; Casaroli et al., 2017; 

Mar‘In & Kolomiets, 2017). 

Mogno-africano é o termo popular aplicado a quatro espécies do gênero 

Khaya, sendo elas Khaya ivorensis, K. anthotheca, K. grandifolia e K. senegalensis. Os 

mognos-africanos possuem origem africana e são pertencentes à família botânica 

Meliaceae, a mesma do mogno nativo, da andiroba e cedro. A espécie K. grandifoliola 

tornou-se uma das mais utilizadas por reflorestadores no estado do Pará, provavelmente 

a facilidade na produção de mudas e ao elevado valor econômico de sua madeira no 

mercado internacional (Falesi et al., 1999; Silva et al., 2017).  
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O mogno-africano é classificado como espécie pioneira ou secundária tardia. 

Suas sementes regeneram em clareiras com alta intensidade luminosa e baixa 

competitividade por plantas daninhas. Este comportamento influencia o plantio comercial 

da espécie, embora dependa de fatores como a adaptabilidade às novas condições 

ecológicas e a qualidade do material genético utilizado para produção de mudas. (Silva et 

al., 2017) 

Dentre as espécies madeireiras exóticas brasileiras, o mogno-africano vem se 

destacando por apresentar bom desenvolvimento em locais com predominância de clima 

tropical úmido, além da adaptação em regiões de clima subtropical. Por essa razão, é a 

espécie que apresenta melhor crescimento no Cerrado quando comparada às espécies de 

madeira nobre. Nos locais de origem, o mogno-africano ocorre ao longo de uma ampla 

gama de condições climáticas, ecológicas e edáficas (Danquah et al., 2011). 

A espécie apresenta alta tolerância ao sombreamento durante a fase jovem, 

tornando-se caducifólia quando submetida a estresse hídrico ou quando cultivada em 

regiões com distribuição irregular das chuvas no decorrer do ano (Silva et al., 2017). A 

mesma possui bom crescimento em solos com boa estrutura e drenagem, suportando 

teores de argila menores que 68% e breves períodos de alagamento (Teixeira, 2011). K. 

senegalensis é mais tolerante a condições de seca em relação a K. ivorensis, suportando 

um período de 4 a 6 meses de seca, quando a planta paralisa seu crescimento. No período 

de frutificação, aos 8 anos de idade, a planta apresenta rápido incremento no diâmetro e 

abertura da copa. 

No Brasil, o mogno africano foi introduzido na região Norte, no ano de 1976. 

Por conta da alta demanda por madeiras de espécies de regiões tropicais, os investimentos 

em plantios da espécie africana têm crescido constantemente, aquecendo o mercado de 

madeiras. Diversos plantios de Khaya spp. já foram instalados na Austrália, Ásia e 

América tropical. Porém, poucos estudos foram publicados discutindo resultados acerca 

de sistemas silviculturais, crescimento, produtividade, análise econômica e demais 

aspectos que forneçam aos manejadores e investidores florestais mais informações para 

a tomada de decisão na condução da espécie (Ribeiro et al., 2017). 

A elevada qualidade e durabilidade da sua madeira oferecem usos para 

diferentes finalidades, como movelaria, laminação, construção de pequenos barcos e 

construção de interiores. Essas características favorecem para o aumento do valor 
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comercial da espécie (Pinheiro et al., 2011; Casaroli et al., 2017). No mercado europeu, 

a madeira de K. ivorensis pode chegar a mais de € 900 por m3 de madeira serrada e seca 

em estufa (ITTO, 2019). Apesar do grande valor econômico madeireiro e rápido 

crescimento no país, há carência de conhecimento tecnológico e científico relacionados à 

espécie, além do desconhecimento das técnicas moleculares utilizadas para 

trabalhabilidade das questões genéticas da espécie (Ribeiro et al., 2017).  

 

2.2.MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 

Os marcadores moleculares são tecnologias que permitem a análise molecular 

da variabilidade do DNA, possibilitando acessar pontos específicos de variação genética 

nos cromossomos (Segatto et al., 2017). Desta forma, interpreta-se como marcador 

molecular, qualquer fenótipo molecular de um gene expresso – como no caso de 

isoenzimas – ou de um segmento específico de DNA, que permitem a observação de 

polimorfismos (diferenças) no material genético de diferentes indivíduos (Ferreira & 

Grattapaglia, 1998; Grattapaglia, 2007). 

Diversas técnicas e ferramentas contribuíram para o desenvolvimento de 

marcadores moleculares, tais como as enzimas de restrição, a reação da polimerase em 

cadeia (PCR) e, mais recentemente, as modernas técnicas de sequenciamento de alta 

performance (NGS ou next generation sequencing) (Borém, A & Caixeta, 2009; Faleiro 

et al., 2011). Com essas técnicas, surgiram várias classes de marcadores que contribuíram 

grandemente para conhecimento e aprimoramento dos conceitos, além de questões 

referentes à genética de populações e de indivíduos. Desde o início da década de 1980, 

os marcadores moleculares vêm sendo incorporados ao melhoramento de plantas (Soller 

& Beckmann, 1983; Buso et al., 2003; Grattapaglia, 2007; Zanella et al., 2017)  

Dentre as vantagens dos marcadores moleculares, podemos citar a obtenção 

de milhares a milhões de polimorfismos genéticos, identificação direta do genótipo sem 

influência do ambiente, possibilidade de identificação de polimorfismo em qualquer 

estádio do desenvolvimento da planta ou do animal. Pode ser, também, a partir da cultura 

de células ou tecidos, e a possibilidade de gerar alta quantidade de informação genética 

por loco, no caso de marcadores codominantes (Faleiro, 2011; Zanella et al., 2017). Os 
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diferentes tipos de marcadores moleculares permitem a detecção da variabilidade genética 

em estudos de evolução, identificação de variedades/cultivares, localização de genes, 

mapeamento de locos de resistência e de locos controladores de caracteres quantitativos 

(QTL), estudos de diversidade genética entre indivíduos, dentro e entre populações ou 

espécies relacionadas (De Souza et al., 2010). Desta forma, os marcadores geram 

informações para subsidiar diferentes ações de pesquisa, principalmente relacionadas a 

programas de conservação, caracterização e uso de recursos genéticos, além de programas 

de melhoramento animal e vegetal. No Brasil, em processos de proteção de indivíduos 

florestais, os marcadores moleculares são descritores complementares, sendo sua 

apresentação não-obrigatória (Borém & Caixeta, 2009; Myburg et al., 2014). 

Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) são 

baseados em sequências de um a seis pares de bases repetidas em tandem. São 

encontrados em alta frequência, distribuídos por todo o genoma de eucariotos. 

Microssatélites podem surgir no DNA por mutações, erros da enzima polimerase durante 

a replicação da molécula, recombinação de DNA fita-dupla (crossing-over desigual e 

conversão de gene), não-complementariedade, reparo de quebra de fita dupla, e a 

transposição de elementos genéticos móveis (transposons e retrotransposons) (Faleiro et 

al., 2011). A codominância, multialelismo e alta taxa de polimorfismos são vantagens que 

fazem com que estes marcadores tenham alto pode discriminativo (Freitas et al., 2005).  

Para amplificação de locos microssatélites são utilizados iniciadores 

específicos (primers) que flanqueiam essas regiões de DNA repetitivo. Os alelos diferem, 

pois contém números distintos de repetições. Esses polimorfismos nas regiões repetitivas 

em tandem são oriundos de crossing-over desigual durante a meiose ou devido ao 

deslizamento (slippage) do pareamento entre as fitas de DNA complementares durante a 

replicação da molécula de DNA (González et al., 2002; Oliveira et al., 2006). Os SSR 

identificam a segregação mendeliana e podem ser isolados em regiões transcritas e 

intergênicas, sendo geralmente neutros do ponto de vista evolutivo. Estas características 

permitem sua aplicabilidade em diversos estudos como, dinâmica evolutiva e aplicações 

na análise forense, epidemiologia molecular, parasitologia, genética de população e da 

conservação, mapeamento genético, análise de parentesco, perfil molecular, padrões de 

hibridação, determinação do modo de reprodução, dentre outros (Giustina et al., 2017). 

O alto nível de diversidade alélica possibilita a obtenção de polimorfismo em 

populações multiparentais e derivadas de híbridos de genótipos relacionados, além de 
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distinguir acessos de germoplasma intimamente relacionados. A variabilidade dos SSR e 

a possibilidade de utilizá-los em qualquer população segregante, os tornam marcadores 

ideais para o mapeamento genético (Borém &Caixeta, 2009; Faleiro, 2011). 

As mudanças no número de repetições constituem-se em variações no 

comprimento do segmento amplificado via PCR, os quais são detectados pela separação 

destes fragmentos por meio da eletroforese (Buso et al., 2003). Os microssatélites são 

classificados de acordo com a sequência da repetição, podendo ser: perfeitos, imperfeitos, 

interrompidos e compostos (Santana et al., 2011). Quando a sequência repetitiva não é 

interrompida por nenhuma outra base, esta é classificada como perfeito (ex: 

CACACACACACA). Já nos microssatélites imperfeitos, há interrupção da repetição por 

uma base nucleotídica (ex: CACACACACATACACACACA). Em microssatélites 

interrompidos, observa-se uma sequência dentro da sequência em tandem (ex: 

CACACACAGTCTCACACACA). Por fim, os microssatélites compostos apresentam 

duas sequências de repetições diferentes lado a lado (ex: 

CACACACACATGTGTGTGTG) (Oliveira et al., 2006).  

Os microssatélites são importantes ferramentas para avaliação dos níveis e 

distribuição da diversidade genética em populações de programas de melhoramento e 

populações naturais, devido a sua codominância, alta informatividade e capacidade de 

diferenciar indivíduos altamente aparentados. Assim, oferecem estimativas de parâmetros 

genéticos importantes para o melhoramento e conservações de qualquer espécie 

eucariótica, incluindo as florestais (Ansari et al., 2012). 

 

2.2.2. Desenvolvimento de marcadores microssatélites 

 

As sequências de DNA que flanqueiam os motivos de SSR são conservadas 

entre indivíduos de uma mesma espécie, permitindo a utilização de primers específicos 

para as sequências adjacentes ao SSR. Através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

é possível amplificar determinados locos e identificar polimorfismos individuais 

relacionados ao número de repetições do SSR para o indivíduo(Yu et al., 1999; Gaitán-

Solís et al., 2002; Martin et al., 2010; Akemi et al., 2012; Zanella et al. 2017). 

Comparados com outros marcadores moleculares, os SSR possuem diversas 

vantagens, tais como: serem informativos em populações diferentes, isto é, possuem alto 
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grau de polimorfismo intraespecífico em cada loco, admitindo a caracterização de 

diferentes acessos em uma coleção; herança codominante, permitindo a discriminação 

entre homozigotos e heterozigotos; são multialélicos; abundantes em genomas eucariotos; 

baseados em PCR, necessitando pequena quantidade de DNA; altamente reproduzíveis e 

não necessitam de radioatividade. Além disso, estão dispersos no genoma, em regiões 

codificadoras e não codificadoras e os locos são frequentemente conservados entre 

espécies relacionadas (Akemi et al., 2012; Grattapaglia, 2007; Cosson et al., 2014). Essa 

conservação permite a transferibilidade entre espécies do mesmo gênero e entre gêneros 

filogeneticamente próximos. 

Além de todas as vantagens e aplicabilidades, os marcadores SSR apresentam 

limitação pois necessitam do isolamento e desenvolvimento de primers específicos para 

cada espécie. Com isso, se a espécie não possui sequências genômicas, ou de transcritos, 

o desenvolvimento dos marcadores microssatélites requer um substancial investimento 

financeiro e de mão-de-obra (Oliveira et al., 2006; Faleiro et al., 2011). Porém, uma vez 

desenvolvidos os marcadores, é possível que primers possam ser transferidos para outras 

espécies do mesmo gênero ou filogeneticamente próximas. 

Apesar do alto custo inicial, uma vez desenvolvidos os iniciadores (primers) 

para microssatélites da espécie, a técnica se torna menos onerosa, o que aumenta sua 

acessibilidade. Em espécies florestais, geralmente heterozigotas e diploides, os 

marcadores microssatélites são mais indicados para estudos de diversidade genética. Para 

espécies florestais de alto reconhecimento econômico, há diversos estudos que 

desenvolveram primers específicos previamente. Esse é o caso de Eucalyptus (Brondani 

et al., 2006; Myburg et al., 2014) e Pinus, por exemplo (Dong et al., 2016; Giovannelli et 

al., 2017). Para as espécies de mogno dos gêneros Swietenia e Khaya existem poucos 

estudos que desenvolveram primers microssatélites específicos para a espécie (Lemes et 

al., 2011; Sexton et al., 2010; Karan et al., 2012; Soares et al., 2019). 

 Os marcadores SSR podem ser obtidos através da construção de bibliotecas 

genômicas, utilizando DNA recombinante enriquecido por alguns motivos SSR alvo, 

seguidos pelo isolamento e sequenciamento de indivíduos contendo SSRs.  Esta técnica 

consiste na fragmentação do DNA genômico com enzimas de restrição, que clivam o 

DNA em regiões específicas. Desta forma, os fragmentos obtidos são selecionados com 

base em tamanhos (300-700pb) e ligados a um vetor-plasmídeo. A transformação das 

células bacterianas com o vetor-inserto resulta em milhares de indivíduos recombinantes, 
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podendo ser selecionados quanto à presença de sequências microssatélites com a 

utilização de sondas contendo as SSRs. Após a identificação de indivíduos com as 

repetições, estes são sequenciados e os microssatélites identificados com ferramenta de 

bioinformática. Uma vez identificados os SSRs, primers específicos são selecionados 

para a amplificação de cada loco de SSR (Figura 1) (Borém & Caixeta, 2009; Zalapa, 

2012). 

 

Figura 1. Etapas de construção da biblioteca genômica enriquecida de locos microssatélites, até a obtenção 

de primers para amplificação na espécie alvo ssDNA – DNA de fita simples. Fonte: Zanella et al. (2017) 

(modificado). 

 

A principal limitação para utilização de microssatélites em estudos de 

espécies florestais era a inexistência de marcadores moleculares publicados, o custo e a 

complexidade técnica demandados para desenvolvimento (Salles et al., 2003). Desta 

forma, a identificação e desenho de primers para locos microssatélites, pode ser também 

realizados a partir de buscas em bancos de dados públicos (Varshney et al., 2005; Faleiro 

et al., 2011). Isso é possível devido à crescente evolução no número de sequências 

depositadas no GenBank, não necessitando da realização de novos sequenciamentos para 

identificação de SSRs (Victoria et al., 2011; Vieira et al., 2016). Recentemente, o projeto 

1000 Plants sequenciou o transcritoma de mais de mil espécies vegetais e identificou 

microssatélites nos transcritos de 1334 plantas (Hodel et al., 2016). 
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 Base de dados como ESTs (Expressed Sequences Tags) tem sido alvo para a 

pesquisa e isolamento de locos SSRs. Esses microssatélites são geralmente chamados de 

EST-SSR ou microssatélites gênicos (Zanella et al., 2017). A busca rápida e sistemática 

desse tipo de sequência em bancos de dados genômicos é realizada por diversos 

programas desenvolvidos para esta finalidade, tais como o MISA (MIcroSAtellite), 

SSRfinder, Sputnik, SSRIT (SSR Identification Tool), SSRSEARCH, TRF (Tandem 

Repeat Finder), QDD (Program for microsatellite selection and primer design), entre 

outros (Hodel et al., 2016).  Os microssatélites desenvolvidos a partir de ESTs possuem 

uma vantagem adicional, pois ao mapear as regiões microssatélites, automaticamente o 

gene onde o SSR está inserido é posicionado no mapa genético. Alguns destes genes 

mapeados podem ser potenciais candidatos para funções importantes, através da sua 

colocalização com QTLs para características fenotípicas de importância comercial 

(Falcão et al., 2004). 

 Os avanços nas tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS), tem 

facilitado a identificação de vários locos SSRs polimóficos, principalmente para espécies 

não-modelo (Kumar et al., 2015). Devido ao grande volume de sequências gerado, essas 

tecnologias não requerem a criação de bibliotecas enriquecidas para motivos de SSRs. 

Portanto, o DNA ou RNA total podem ser sequenciados. Atualmente, o sequenciamento 

por síntese na plataforma Illumina é a tecnologia NGS que tem sido mais amplamente 

utilizada para o isolamento de marcadores microssatélites (Segatto et al., 2017). Desta 

forma, as tecnologias NGS possibilitaram a descoberta de sequências de repetições 

simples (SSR) de maneira rápida e eficaz, tornando-se uma ferramenta importante para o 

desenvolvimento de novos marcadores microssatélites (Egan et al., 2012; Vieira et al., 

2016). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.1 IDENTIFICAÇÃO DE REGIÕES MICROSSATÉLITES E DESENHO DOS 

PRIMERS  

 

Para identificação das regiões microssatélites e desenho dos pares de primers que 

os flanqueiam, utilizamos sequências transcritas consenso (contigs) do transcritoma de 

Khaya grandifoliola desenvolvidas por Soares (2019). Estas foram submetidas a um 

script Pearl MIcroSAtelitte (MISA) (Beier et al., 2017) para identificação dos locos 

microssatélites. Inicialmente, os SSR com motivos de mono a hexanucleotídeos foram 

identificados a partir de, no mínimo 5 a 10 repetições. Microssatélites adjacentes foram 

classificados como compostos quando localizados a uma distância menor do que 25 (pb). 

Ou seja, o software considera duas regiões SSR com distâncias de até 25 (pb) como sendo 

uma mesma região composta. 

Os locos microssatélites, identificados pelo MISA, foram analisados quanto ao 

tipo e número de repetições, assim como sua localização dentro dos transcritos. A partir 

da anotação dos transcritos realizado por Soares (2019) com o Transdecoder (Haas et al., 

2013), foi possível predizer a localização dos microssatélites em regiões não traduzidas 

(5’ e 3’UTR) e codantes (CDS). Para isso, a ferramenta intersectBed do BEDTools 

(Quinlan & Hall, 2010) foi utilizada para unir a tabela de predição da estrutura do 

transcrito, gerada pelo Transdecoder, à tabela de localização dos microssatélites, gerada 

pelo MISA. Posteriormente, a tabela resultante foi analisada através do software R (R 

CORE TEAM, 2013) para gerar as estatísticas e gráficos sobre a classificação e 

localização dos microssatélites.  

O desenho dos primers foi realizado com o programa QDD (Meglécz et al., 2014). 

Os parâmetros foram configurados para obtenção de primers cujo produto final da 

amplificação estivesse no intervalo de 100 a 300 pb; tamanho dos primers entre 18 e 22 

pb; temperatura de melting (Tm) variando de 59 a 60,5 °C e a porcentagem de GC entre 

40 e 60%. Foi avaliada a complementaridade das sequências dos iniciadores, evitando a 

formação de dímeros na extremidade 3’OH, bem como a formação de estruturas 
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secundárias dentro dos primers. Ao final foram selecionados 40 locos microssatélites para 

síntese dos oligonucleotídeos iniciadores, realizados pela Macrogen (Hong Kong). 

 

 

3.2 MATERIAL BIOLÓGICO PARA VALIDAÇÃO DOS MARCADORES 

MICROSSATÉLITES 

 

Para avaliar a qualidade e o polimorfismo nos marcadores microssatélites 

selecionados, foram utilizados 24 indivíduos de Khaya grandifoliola provenientes do 

viveiro Mudas Nobres (Bonfinópolis-GO). Esses indivíduos são originários de duas 

fazendas localizadas no estado do Pará, fazenda Okajima e fazenda Norton, contendo 

algumas das florestas de K. grandifoliola mais antigas do país (Soares, 2014).  

As amostras foliares coletadas em campo foram embaladas e acondicionadas 

em gelo, para conservação da integridade do material genético durante o transporte ao 

Laboratório de Genética & Biodiversidade (LGBIO), localizado no Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Goiás. No laboratório, as amostras foram 

armazenadas em tubos Falcon, etiquetados com identificação da espécie e data de coleta. 

Posteriormente armazenadas em freezer (-80°C).   

O DNA foi extraído a partir do tecido foliar, seguindo o protocolo descrito por 

Doyle & Doyle (1990), otimizado para a espécie de Khaya grandifoliola (Soares, 2014).  

Posteriormente para verificar a qualidade do DNA extraído, realizou-se uma eletroforese 

horizontal em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídeo (10mg/mL) e tampão 

para eletroforese TBE (Tris Borato-EDTA) na concentração de 1x, a fim de verificar a 

concentração de DNA obtida em cada amostra extraída. Para determinar a concentração 

de material genético, empregou-se análises comparativas com marcador de massa 

molecular, nas concentrações de 10 ng, 20 ng, 50 ng, 100 ng e 200 ng. Além da diluição 

do produto de DNA para concentração de trabalho de aproximadamente 2,5ng/µL. As 

amostras com baixa concentração de DNA, foram submetidas à novas extrações.  
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3.3 PADRONIZAÇÃO DA AMPLIFICAÇÃO DOS LOCOS SSR  

 

Os 40 pares de  primers foram submetidos a uma Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR), para amplificação de cada loco microssatélite. Utilizou-se todos os primers 

desenvolvidos para a espécie Khaya grandifoliola em termociclador GeneAmp PCR 

System 9700 (Applied Biosystems). A padronização da concentração de reagentes e 

temperatura de anelamento dos primers foi realizada por meio de uma amostra de 4 

indivíduos de K. grandifoliola. 

As condições para preparação de cada reação de PCR seguiram o protocolo 

descrito por Soares (2014). A amplificação dos fragmentos de DNA seguiu as seguintes 

etapas: (1) desnaturação a 95°C por 5 minutos, (2) desnaturação a 94°C durante 30 

segundos; (3) temperatura específica de anelamento (50-55 ºC) do par de primers à 

molécula de DNA, durante 1 minuto; (4) extensão pela Taq polimerase a 72 ºC por 1 

minuto; (5) extensão à 72 °C durante 30 minutos. As etapas 2 à 4 foram submetidas a 35 

ciclos de repetições.  

Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 

3% com tampão TBE 1X, por 60 minutos a 70 V, corado com brometo de etídio (10 

mg/mL). Os marcadores com amplificação consistente foram selecionados para marcação 

com fluoróforo, permitindo genotipagem via sistema multiplex e eletroforese capilar. 

 

3.4 OBTENÇÃO DOS GENÓTIPOS ATRAVÉS DE MULTIPLEX  

 

O primer forward de cada loco foi marcado em sua extremidade 5’, com um dos 

fluoróforos: HEX ou 6-FAM. Com isso, esses marcadores foram genotipados no 

analisador genético modelo ABI-3500 (Applied Biosystems), por meio de eletroforese 

capilar.  

Para realização da eletroforese capilar, preparou-se uma PCR com um volume 

final de 10 µL. As amostras de PCR foram preparadas em uma placa de 96 poços. Para 

isso, foi tomado 1µL de cada amostra de PCR, misturando-os com 0,25 µL de padrão de 

fragmentos marcados com ROX e 8,75 µL de formamida HiDi. Os produtos de PCR 
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foram agrupados de acordo com o tamanho de cada alelo e cor dos fluoróforos, 

considerando a diferença de pelo menos 20 pb dos seus respectivos produtos de PCR, de 

modo que diversos locos microssatélites fossem genotipados simultaneamente em 

sistema multiplex. A placa foi, então, mantida a 95 °C por 5 minutos no termociclador e 

colocadas em cooler com gelo para desnaturação dos fragmentos de DNA. A placa com 

os produtos de PCR desnaturados foi então levada à plataforma ABI-3500.  

Os genótipos foram analisados e identificados no software GeneMapper 3.5 

(Applied Biosystems). Utilizou-se uma janela de detecção (bin) para determinar o 

tamanho dos alelos. Os alelos foram definidos em janelas de 2 pb. Os genótipos obtidos 

foram organizados em uma matriz de dados, utilizados para análises para caracterização 

da variabilidade e estimativa de parâmetros genéticos em Khaya grandifoliola. 

 

3.5 CARACTERIZAÇÃO DA DIVERSIDADE GENÉTICA  

Para a avaliação da qualidade dos locos polimórficos para K. grandifoliola, foram 

avaliados a presença de alelos nulos, amplificação preferencial de alelos (drop-out) e 

bandas stutter através do software MICRO-CHECKER 2.2 (Van Oosterhout et al., 2004).  

Através do programa IDENTITY 1.0 (Wagner & Sefc, 1999), avaliou-se o poder 

de discriminação individual para cada loco, assim como para o conjunto total dos locos, 

utilizando as frequências alélicas. Para isso, foram estimadas a probabilidade de 

identidade genética (PI), indicando a probabilidade de se amostrar ao acaso dois 

indivíduos não relacionados com genótipos idênticos para um determinado loco 

(PAETKAU et al., 1995); e a probabilidade de exclusão de paternidade (PE), indicando 

o poder de excluir falsa paternidade que um determinado loco possui (Weir, 1996).  

Por meio do software FSTAT (Lewis & Zaykin, 2001) estimou-se os parâmetros 

de diversidade genética. Os parâmetros estimados foram o número de alelos por locos 

polimórficos (K), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e 

índice de fixação intrapopulacional (f). 
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3.6 TRANSFERIBILIDADE PARA OUTRAS ESPÉCIES DO GÊNERO Khaya 

spp. 

 

Os primers desenvolvidos para K. grandifoliola foram testados quanto à 

trasnferibilidade em 3 espécies do mesmo gênero sendo elas K. anthotheca, K. 

senegalensis e K. ivorensis. As amostras de K. anthoteca e de K. senegalensis foram 

obtidas do Viveiro Mudas Nobres. Já as amostras de K. ivorensis foram obtidas da África 

através de doação pelo Forestry Research Institute of Ghana (CSIR). Para extração de 

DNA, foram utilizados 6 indivíduos de cada espécie, submetidos ao mesmo protocolo 

para espécie de K. grandifoliola, citado no tópico anterior. 

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 3% com tampão TBE 

1X, corado com brometo de etídeo. Os fragmentos amplificados foram avaliados de forma 

comparativa com o marcador molecular 100 – 200 bp, a fim de determinar a qualidade 

dos fragmentos moleculares. Os testes de amplificação consistiram em ajustes na 

temperatura de anelamento dos primers até que fossem observados fragmentos 

amplificados sem bandas inespecíficas. 

Os marcadores com amplificação satisfatória foram submetidos à eletroforese 

capilar, utilizando 6 indivíduos por espécie, em sistemas multiplex. Com o auxílio do 

programa GeneMapper 3.5 (Applied Biosystems), obteve-se os genótipos dos locos, sendo 

usados posteriormente para realização das análises dos parâmetros de diversidade. 

A análise da transferibilidade foi realizada estimando-se a taxa de falhas na 

genotipagem e o número de alelos por loco em cada espécie. Além disso, os marcadores 

foram avaliados quanto a possibilidade de separar os genótipos de cada espécie. Para isso, 

a planilha de genótipos foi utilizada para estimativa das distâncias genéticas de Rogers 

utilizando o pacote adegenet do R (Jombart & Ahmed, 2011). A distância entre os 

genótipos foi visualizada em um gráfico de componentes principais, cujas estimativas 

foram obtidas com o pacote ape do R (Paradis et al., 2004). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DE REGIÕES MICROSSATÉLITES NOS 

TRANSCRITOS DE MOGNO 

 

Foram identificadas 37.925 regiões microssatélites no transcritoma montado de K. 

grandifoliola, (Tabela 01). Os microssatélites foram identificados em 14,309 transcritos 

diferentes, o que corresponde a 12,3% do total de transcritos montados pelo Trinity 

(Soares 2019). A maioria desses transcritos tiveram somente um microssatélite (85%), 

seguido daqueles que tiveram dois (12.3%), e o restante tendo de três (1,7%) a nove 

(<0,01%). Eliminando os transcritos alternativos, os SSRs foram identificados em 5435 

locos (genes) diferentes. Isso corresponde a 15,0% dos locos anotados pelo Trinity.  

Essas 37.925 regiões microssatélites foram classificadas de acordo com a natureza 

de suas repetições em perfeito (repetições de um motivo sem interrupções) e compostos 

(separados por, no máximo, 25 pb) (Tabela 2). Destas sequências, 36.153 são regiões 

repetitivas perfeitas, com cinco ou mais repetições de sequência simples em tandem, com 

os motivos repetidos variando de mono a hexanucleotídeos. Além desses, também foram 

identificados 1.614 microssatélites compostos.  

 

Tabela 01. Regiões microssatélites localizadas no transcritoma de K. grandifoliola.  

Motivos Quantidade de sequências 

Mononucleotídeos 20.590 

Dinucleotídeos 10.895 

Trinucleotídeos 5.636 

Tetranucleotídeos 559 

Pentanucleotídeos 143 

Hexanucleotídeos 102 

Total 37.925 
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Tabela 02. Classificação dos microssatélites de acordo com seus motivos de repetição. 

Motivos Frequência absoluta 

Perfeitos 36.153  

Compostos 1.614 

 

A frequência de mononucleotídeos nos transcritos de K. grandifoliola foi 

igual a 54%, seguidos de 29% para dinucleotídeos e 15% de trinucleotídeos (Figura 2). 

De acordo com Azevedo (2007), os motivos dinucleotídeo, trinucleotídeo e 

tetranucleotídos, encontrados em regiões microssatélite são os mais frequentes e 

polimórficos, embora haja vasta frequência de mononucleotídeos, estes apresentam baixo 

polimorfismo. Estudos com Pinhão-manso identificaram no transcritoma da espécie cerca 

de 40% mononucleotídeos, 33% dinucleotídeos e 21% trinucleotídeos (Liao et al., 2019). 

Em sequências EST de 6 espécies de eseucalipto foram encontrados microssatélites 

dinucleotídeo na proporção de 45% e trinucleotídeo com 33%, representando valores 

superiores em relação aos outros tipos de motivos, não analisando os mononucleotídeos 

(Liu et al., 2018). Para Hevea brasiliensis, também foram encontrados frequências 

maiores de determinados motivos em sequências EST-SSR, como 39 % dinucleotídeos e 

18 % trinucleotídeos (Hou et al., 2017).  

 

Figura 02. Porcentagem de microssatélites encontrados em K. grandifoliola, de acordo com o 

tipo de motivo, classificados de di a hexanucleotídeos. 
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Os resultados obtidos neste estudo exibem diferenças, principalmente pelo 

quantitativo de amostras estudadas, assim como as regiões onde estão presentes os SSR’s. 

Em regiões gênicas a incidência de SSRs tende a ser menor. Este fator é decorrente das 

altas taxas de mutações desses locos com sequências simples repetidas que podem 

comprometer a expressão gênica (Vieira et al., 2016). 

O tipo de motivo mais frequente dentre os dinucleotídeo para K. grandifoliola foi 

AG/CT, correspondendo a 60%, seguidos de AT/AT (23%), AC/GT (16%) e CG/CG 

(1%) com menor frequência (Figura 03). Nas espécies Arabidopsis thaliana e Glycine 

max, a frequência de dinuclotídeos AG também foi superior em relação aos demais 

motivos (Morgante et al. 2002). Os dinucleotídeos mais comuns em estudos genéticos de 

plantas são os compostos AG/CT (Azevedo, 2007). Porém, em várias espécies de plantas 

os dinucleotídeos AT/AT são os mais comuns, seguidos por AG/CT, e menos comum 

CA/GT (Lagercrantz et al., 1993). Estas diferenças ocorrem devido à variação do 

conteúdo GC e distribuição das classes microssatélites entre organismos.  

 

Figura 03. Porcentagem de motivos dinucleotídeos encontrados em K. grandifoliola. 

 

Foram identificados dez tipos de tri-nucleotídeo (AAG, AAT, AGC, AAC, ATC, 

ACC, AGG, ACG, CCG, ACT). Dentre a classe dos tri-nucleotídeos, os mais abundantes 

foram os AAG/CTT (30%), AAT/ATT (17%) e AGC/CTG (13%), conforme a Figura 04. 

Para a espécie Hevea brasiliensis os motivos  AAG/CTT (38%) e AAT/ATT (14%) foram 

os mais abundantes nos transcritos da espécie, com número máximo de repetições igual 
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a 5 (Hou et al., 2017). Para Pinus massoniana  foram encontrados AAG/CTT (33%) 

representando os trinucleotídeos mais abundantes (Lina et al.,  2017). 

Grande parte dos microssatélites minerados são compostos por motivos de cinco 

repetições de dinucleotídeos (Figura 05), valor mínimo requerido para buscas de SSRs no 

software MISA. De acordo com Gao et al. (2009) SSRs mais longos possuem níveis mais 

elevados de polimorfismo, sendo assim as taxas de mutações tendem a aumentar com o 

maior número de repetições do motivo (Petit et al., 2005). 

 

 

Figura 04. Porcentagem de motivos trinucleotídeos encontrados em K. grandifoliola (mudar 

imagem). 
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Figura 05. Distribuição de frequências do número de repetições dos microssatélites identificados 

em K. grandifoliola. 

 

Analisando a posição da região alvo, a maioria dos microssatélites identificados 

estão localizados em regiões não traduzidas (UTR - UnTranslated Regions), sendo 10.471 

na região 5’ UTR e 19.593 na região 3’ UTR. (Figura 06). Curiosamente, a frequência 

dos diferentes tipos de motivo é bastante distinta, entre os SSRs localizados em diferentes 

posições dos transcritos. Enquanto na região 5’UTR predominam os monos e 

dinucleotídeos (36 e 42%), na região 3’ UTR a grande maioria dos SSRs são do tipo 

mononucleotídeos (72%). Por outro lado, nas regiões codantes (CDS) predominam os tri-

nucleotídeos (49%), supostamente para evitar a mudança de fase de leitura na proteína 

quando o microssatélite sofre mutações (Tabela 03).  

 

Tabela 03. Proporção de tipos de motivos nos microssatélites localizados nas diferentes regiões 

dos transcritos: 5’UTR, CDS e 3’UTR. 

Motivos 5'UTR CDS 3'UTR 

Mononucleotídeo 36,22% 11,76% 71,51% 

Dinucleotídeo 42,37% 34,55% 16,28% 

Trinucleotídeo 13,37% 48,98% 6,66% 

Tetranucleotídeo 2,03% 0,77% 1,44% 

Pentanucleotídeo 0,62% 0,27% 0,26% 

Hexanucleotídeo 0,25% 0,52% 0,20% 

Compostos 5,13% 3,16% 3,66% 
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Grande parte dos microssatélites apresentaram tamanhos entre 10 a 20 pb (Figura 

07). Sequencias microssatélites em regiões codificantes podem afetar o fenótipo de 

plantas assim como os níveis de expressão gênica e tradução, através de mutações dos 

motivos de repetição (Gao et al. 2013; Joy & Soniya, 2012). Para Chen et al. (2010) a 

variação de microssatélites em regiões intergênicas não afetam diretamente a expressão 

gênica, porém podem influenciar indiretamente na função do gene alterando sua 

expressão caso esteja dentro ou próximo de elementos regulatórios (cis-elementos).  

Em contrapartida, sequências microssatélites localizadas em regiões 

codificadoras, tem potencial para alterar diretamente a produção ou funcionalidade de 

proteínas, assim como os processos metabólicos. Esse maior potencial para alterar o 

fenótipo ocorre porque os microssatélites localizados em região codante (CDS) podem 

alterar a sequência de aminoácidos e até a expressão da proteína quando sofre mutações. 

Desta forma, devido à alta taxa de mutação dos microssatélites, espera-se baixa densidade 

de SSRs em regiões codantes, a fim de preservar a função dos genes (Gao et al., 2013). 
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Figura 06. Distribuição de frequências da localização dos SSRs de Khaya grandifoliola a partir 

do sítio de transcrição para regiões 5’ UTR, 3’ UTR e região de codificação (CDS). 
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Figura 07. Distribuição da frequência do tamanho dos microssatélites no trancritoma de Khaya 

grandifoliola. 

 

 

4.2 SELEÇÃO DOS MICROSSATÉLITES E DESENHO DE PRIMERS 

 

Considerando as características e critérios utilizados para o desenho de 

primers, foi possível selecionar 40 locos microssatélites do transcritoma de K. 

grandifoliola. Os primers são compostos de regiões di e trinucleotídeas. Cada loco 

recebeu o prefixo de “KG_SSR” em que “KG” é a abreviação de Khaya grandifoliola e 

“SSR” remete à sequência simples repetida. 

Nessa triagem inicial os locos foram amplificados em uma amostra de DNA 

de seis árvores de K. grandifoliola (Figura 08). Destes, 30 oligoiniciadores (75%) 

amplificaram com sucesso à temperatura de anelamento de 55°C. Esse resultado 

demonstra que o desenho de oligoiniciadores através dos consensos de transcritos é 

eficiente para a geração de primers microssatélites, tendo em vista que apenas 25 % dos 

iniciadores não amplificaram. 
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Dos locos que amplificaram com sucesso, 12 deles foram selecionados para 

marcação com fluoróforos e genotipagem via eletroforese capilar. O tipo de marcação dos 

primers (HEX ou 6-FAM) e as características desses locos microssatélites (como motivo 

de repetição, amplitude alélica e temperatura de anelamento) foram descritos na Tabela 

04. 

 

Tabela 04. Identificação e características dos 12 locos marcados com molécula fluorescente 

(HEX ou 6-FAM).  

 

 

PRIMER SEQUÊNCIA DOS PRIMERS 
MOTIVO DE 

REPETIÇÃO 

AMPLITUDE 

ALÉLICA 

Ta 

(°C) 
MARCAÇÃO 

KGSSR_10 

F:CCAGAGGGAGCAACGAGAAG 

R:AGCCGGTAGCCAAACAGAAA 

 

(AG)8 

 
214-240 55°C HEX 

KGSSR_13 

F:GGGTCATGGCTAGCTCTTGG 

R:GGGTCATGGCTAGCTCTTGG 

 

(AT)8 249-280 55°C 6-FAM 

KGSSR_17 

F:TTTGGCATGCATCAGGAGCT 

R:GGCAGGCAAGTGTAGGACAA 

 

(AC)9 130-160 55°C HEX 

KGSSR_18 

F:TGGGATTCCTTGCCCACTTC 

R:GCAGTGGGACCATGTCTTGT 

 

(AT)9 160-190 55°C 6-FAM 

KGSSR_36 

F:AGCCGATGAACTGATAGCCG 

R:CGCATTTGCACTCCAGCTAC 

 

(AG)12 

 
229-260 55°C HEX 

KGSSR_37 

F:TACCGGAAGAATCAGCTCGC 

R:ACAAAGCTGGTGGGAGAACA 

 

(AAG)7 100-140 55°C 6-FAM 

KGSSR_38 

F:GATTCCAGCCTCCTCTTGCC 

R:AATGCGGCTGTGAAGGGTAA 

 

(AAC)7 260-340 55°C HEX 

KGSSR_39 

F:GCACCATTGGAGAGCTAGCA 

R:AAGGAACCAACTCGCTGTGT 

 

(AAT)7 190-250 55°C 6-FAM 

KGSSR_40 

F:GAAATGATGGACAGTGGCGC 

R:GCCACCCACCAAAGTGTTTC 

 

(ACC)7 230-270 55°C HEX 

KGSSR_41 

F:GCAGAACGCCGTTACACAAG 

R:CTCTTAGCTATCGCCGCTGG 

 

(AAG)7 220-260 55°C 6-FAM 

KGSSR_42 

F:CGAGCTGCGACCTTGATCTT 

R:GAAGCGAAATAGAGCGTGCG 

 

(AAC)7 230-280 55°C HEX 

KGSSR_43 
F:GTCACACTCGGATGGACCTC 

R:AACCCTCAACGACTGCTACG 
(AGG)7 250-300 55°C 6-FAM 



   
 

 

Figura 08. Géis de eletroforese (agarose 3%) com os produtos da amplificação dos 40 locos SSR selecionados a partir do transcritoma de K. grandifoliola.  

KGSSR_21 KGSSR_22 KGSSR_23 KGSSR_24 KGSSR_25 KGSSR_26 KGSSR_27 KGSSR_28 
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KGSSR_37 KGSSR_38 KGSSR_39 KGSSR_40 KGSSR_41 KGSSR_42 KGSSR_43 KGSSR_44 

KGSSR_45 KGSSR_46 KGSSR_47 KGSSR_48 KGSSR_49 KGSSR_50 KGSSR_51 KGSSR_52 

KGSSR_09 KGSSR_10 KGSSR_13 KGSSR_16 KGSSR_17  KGSSR_18 KGSSR_19 KGSSR_20 



   
 

4.3 PADRONIZAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS PRIMERS 

DESENVOLVIDOS 

 

Dos 12 pares de primers, 11 permitiram amplificar com sucesso as regiões 

microssatélites isoladas do transcritoma de K. grandifoliola. O produto de amplificação 

do loco KGSSR_36 não obteve boa qualidade quando analisado em eletroforese capilar, 

apresentando excesso de amplificação de regiões inespecíficas, sendo descartado da 

análise desta espécie. Apenas 10 locos submetidos a eletroforese capilar apresentaram 

polimorfismo (Figura 09). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 09. Alelos obtidos para os 12 locos microssatélite marcados com fluoróforos. A 

eletroforese capilar foi realizada no analisador automático de DNA ABI3500. (A) KGSSR_10, 

(B) KGSSR_17, (C) KGSSR_13 (D) KGSSR_18, (E) KGSSR_37, (F) KGSSR_38, (G) 

KGSSR_39, (H) KGSSR_40, (I) KGSSR_41, (J) KGSSR_42, (K) KGSSR_43. 
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Após análise da qualidade dos locos microssatélites, aqueles que apresentaram 

boa qualidade e identificação precisa dos alelos foram reunidos em dois painéis multiplex 

para análise simultânea de polimorfismo. Embora misturados diversos locos, a 

genotipagem dos mesmos foi bem sucedida (Tabela 05). 

 

 
Tabela 05. Identificação dos locos microssatélites que compõem sistemas multiplex para 

genotipem de Khaya grandifoliola. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 ANÁLISE DA VARIABILIDADE GENÉTICA DOS LOCOS 

 

A genotipagem realizada com 24 indivíduos de K. grandifoliola, utilizando 10 

locos polimórficos selecionados na triagem, obteve uma média de 3,3 alelos por loco, 

variando de 2 (KGSSR_37) a 5 (KGSSR_43) alelos por locos polimórficos (Tabela 06). 

Os altos níveis de polimorfismo em regiões microssatélites são naturais, devido à sua 

elevada taxa de mutação, que altera o número de repetições (Zanella et al., 2017). Essa 

alta taxa de mutação ocorre devido ao pareamento não-homólogo e/ou ao processo de 

slippage durante a replicação (Gao et al., 2013). 

 

 

PRIMER 
AMPLITUDE 

ALÉLICA 
COLORAÇÃO TEMPERATURA 

Multiplex 1  

KGSSR_17 130-160 HEX  55°C 

KGSSR_38 270-340 HEX  55°C 
KGSSR_40 230-250 HEX  55°C 
KGSSR_41 220-260 6-FAM  55°C 
KGSSR_43 275-300 6-FAM  55°C 

Multiplex 2 

KGSSR_10 214-230 HEX  55°C 

KGSSR_42 250-280 HEX  55°C 

KGSSR_13 260-280 6-FAM  55°C 

KGSSR_18 160-190 6-FAM  55°C 
KGSSR_37 100-140 6-FAM 55°C 

KGSSR_39 200-250 6-FAM 55°C 
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Tabela 06. Estatísticas descritivas para dez locos microssatélites genotipados em 24 indivíduos 

de K. grandifoliola. 

Loco K He Ho f PE PI 

KGSSR_10 3 0,62 0,75 -0,20 0,32 0,23 

KGSSR_13 4 0,59 0,65 -0,10 0,29 0,26 

KGSSR_18 3 0,58 0,34 0,40 0,29 0,25 

KGSSR_37 2 0,50 0,70 -0,42 0,18 0,37 

KGSSR_38 4 0,55 0,20 0,63 0,28 0,27 

KGSSR_39 3 0,42 0,29 0,31 0,19 0,40 

KGSSR_40 3 0,52 0,75 -0,45 0,21 0,35 

KGSSR_41 3 0,22 0,16 0,27 0,10 0,62 

KGSSR_42 3 0,55 0,45 0,17 0,28 0,26 

KGSSR_43 5 0,73 0,66 0,09 0,48 0,12 

Global 3 0,53 0,50 0,06 0,96 4,70x10-6 
K = Número de alelos detectados; He= heterozigosidade esperada; Ho = heterozigosidade observada; f = 

índice de fixação; PE = probabilidade de exclusão por paternidade e PI = probabilidade de identi0dade. 

 

 No entanto, o número de alelos observados em K. grandifoliola pode ser 

considerado menor em comparação com o que normalmente encontra-se em locos 

microssatélites de espécies da mesma família. Estudos realizados com transferibilidade 

de locos microssatélites de K. senegalensis para K. grandifoliola, encontraram K= 6, 

utilizando 8 locos e 53 indivíduos (Soares et al., 2019).  

Já em espécies da família Meliaceae, como Swetenia macrophylla, foram 

encontrados de 5 a 14 alelos por loco polimórfico (Lemes et al., 2011). O mesmo autor 

utilizou 12 locos microssatélites genômicos em 20 indivíduos de 4 populações localizadas 

na mesma região. Na espécie K. senegalensis, o número médio de alelos por loco foi igual 

a 7, analisando 19 locais de amostras com um total de 503 indivíduos e 13 primers 

microssatélites (Sexton et al., 2015). 

Comparado a outros estudos envolvendo as espécies de Khaya, a média da 

quantidade de alelos por loco também foi inferior em relação aos resultados obtidos com  

K. grandifoliola, sendo K= 7 (Sexton et al., 2010), K=  11 (Lemes et al., 2011) e K= 

10 (Karan et al., 2012). Uma explicação para o menor número de alelos obtido nesse 

trabalho com K. grandifoliola (K = 3) está no fato dos locos estarem localizados em 
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regiões transcritas. Trabalhos prévios já indicaram menor diversidade nos locos SSRs de 

transcritos comparados aos locos intergênicos (Vieira et al., 2016). 

A pequena quantidade de alelos encontrados em Khaya grandifoliola também 

pode estar relacionada com o tamanho das regiões microssatélites analisadas nesses locos. 

Geralmente os locos que apresentam maior número de repetições tendem a apresentar 

maior número de alelos (Weber, 1990), sugerindo-se que as regiões microssatélites mais 

longas estão sujeitas a maiores taxas de mutações, em relação à regiões de menor tamanho 

(Zanella et al., 2017). Os marcadores SSRs identificados para K. grandifoliola 

desenvolvidos neste trabalho, possuem entre 7-12 repetições de motivos di- ou tri-

nucleotídeos, o que não caracteriza grandes SSRs. 

Outro fator para explicar o baixo número de alelos encontrados por loco, está 

relacionado com a localização dos SSR em regiões gênicas. Nessas regiões, os SSRs 

tendem a ser menos polimórficos, uma vez a alta taxa de mutação desses locos pode 

comprometer a expressão gênica (Mason, 2015). De acordo com Xu et al., (2013). Nas 

regiões de codificação existe uma predominância maior de SSR com motivos de tri à 

hexanucleotídeos, resultantes da pressão de seleção contra mutações que alteram o quadro 

de leitura. Resultado similar foi observado nesse estudo, em que nas regiões codantes 

(CDS) predominam os SSRs com motivo trinucleotídeo, diferentemente daqueles 

localizados nas regiões não traduzidas (5’e 3’UTR) (Tabela 06). 

A heterozigozidade esperada (He) média da população foi de 0,53 e a 

heterozigosidade observada (Ho) foi igual a 0,50 (Tabela 4). O valor de He pode ser 

utilizado para estimar a diversidade genética nos indivíduos de K. grandifoliola, sendo 

considerado razoável, especialmente levando em conta o baixo número de alelos por loco. 

Estudos realizados com Swietenia macrophylla (mogno brasileiro) oriundas da floresta 

amazônica indicaram valores de He = 0,84 e Ho = 0,73 (Lemes et al., 2011).  Estes valores 

foram obtidos a partir de 10 locos para 121 indivíduos. Além disso, o autor utilizou SSRs 

genômicos, que apresentam maior polimorfismo em relação aos EST-SSR, como os 

obtidos para K. grandifoliola.  

Outro estudo realizado com mognos brasileiros provenientes do sul da Amazônia 

indicou valores de (He = 0,85) e (Ho= 0,75), oriundos de sete populações naturais (Lemes 

et al., 2003). Para K. senegalensis foram encontrados valores de He = 0,484 e Ho = 0,486 

utilizando 10 locos em 237 indivíduos, valores próximos a encontrados para K. 
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grandifoliola (Lemes et al., 2011). Sexton e colaboradores (2010) avaliaram 22 locos 

microssatélites de K. senegalensis em duas populações diferentes, observando uma média 

de heterozigosidade esperada (He) de 0,683. Um estudo realizado com Cabralea 

canjerana, com 6 locos microssatélites, identificou valor de He = 0,724 (Melo et al., 

2015).  

Com base nos índices de heterozigosidade observada e esperada, foi calculado o 

índice de fixação intrapopulacional (f). Este índice variou de -0,4551 a 0,6302 com média 

de 0,0613, representando um valor não significativo com um intervalo de confiança de 

95%. Estimativas de índices de fixação maiores que zero indicam a ocorrência de 

endogamia entre indivíduos de uma população. Entretanto, índices próximos ou menores 

do que zero indicam a ocorrência de acasalamento entre indivíduos não aparentados 

(Barros, 2009). Desta forma, este parâmetro sugere que não está ocorrendo excesso de 

homozigotos na população. 

O conjunto de marcadores microssatélites desenvolvidos para K. grandifoliola 

apresentou uma alta probabilidade combinada de exclusão de paternidade (PE) igual a 

0,96, próximo ao encontrado por Soares (2014) em estudos com transferibilidade de 

primers microssatélites de K. senegalensis para K. grandifoliola (PE= 0,97). 

Complementarmente, a probabilidade de identidade combinada (PI), com todos os 10 

locos foi igual a PI = 4,7024x10-6, considerada baixa e adequada, uma vez que se trata da 

probabilidade de dois indivíduos amostrados ao acaso apresentarem genótipos idênticos. 

Desta forma, estes valores indicam que o conjunto de marcadores SSR desenvolvidos 

nesse estudo é eficiente na discriminação dos indivíduos e, sendo assim, poderá ser 

utilizado com eficiência em estudos populacionais para a espécie. 
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4.5 TRANSFERIBILIDADE DOS SSR PARA OUTRAS ESPÉCIES 

 

A transferibilidade dos 10 locos microssatélites polimórficos em K. grandifoliola 

foi testada em K. senegalensis, K. ivorensis e K. anthotheca. A grande maioria dos locos 

(N = 10) amplificaram com sucesso em todas as espécies (Tabela 7). Desses, 9 locos 

foram polimórficos em todas as espécies (Tabela 7). Do total de pares de primers testados, 

apenas dois (KGSSR_18 e KGSSR_36) foram excluídos por não apresentarem produto 

de amplificação e picos com baixa qualidade. Esses resultados demonstram que esses 

microssatélites identificados no transcritoma de K. grandifoliola podem ser utilizados 

com sucesso para analisar populações das demais espécies do gênero Khaya. 

 

Tabela 7. Análise da transferibilidade dos locos microssatélites identificados em K. grandifoliola 

para K. anthotheca, K. senegalensis e K. ivorensis. 

  
K. grandifoliola 

(N=24) 
  

K. ivorensis 

(N=4) 
  

K. anthoteca 

(N=6) 
  

K. senegalensis 

(N=4) 

  % falha K   % falha K   % falha K   % falha K 

KGSSR_10 0 3  0 2  0 2  0 2 

KGSSR_13 0 4  0 1  0 2  0 4 

KGSSR_17 0 3  75 1  0 1  100 0 

KGSSR_37 0 2  100 0  0 2  0 3 

KGSSR_38 0 4  75 1  0 1  100 0 

KGSSR_39 0 3  0 2  0 4  0 2 

KGSSR_40 0 3  0 2  0 2  0 2 

KGSSR_41 0 3  0 1  0 1  0 1 

KGSSR_42 0 3  0 3  0 3  0 2 

KGSSR_43 0 5  0 1  0 1  0 2 

K - Número de alelos por loco; N – Número de amostras 

 

Os locos transferidos para outras espécies apresentaram baixa frequência em 

relação a K. grandifoliola. Os marcadores (KGSSR_17 E KGSSR_38) não amplificaram 

para K. senegalensis, mesmo quando submetidos a diferentes temperaturas na fase se 

anelamento, durante a amplificação em PCR. Já para a espécie de K. anthoteca, todos os 

primers transferiram com presença de bandas visíveis. A baixa porcentagem de 

transferibilidade entre espécies, está relacionada à diferenças moleculares e a distância 

filogenética, ou seja, quanto mais próxima geneticamente uma espécie estiver em relação 

à outra, maior será a taxa de transferibilidade (Silva et al., 2019; Oñate et al., 2018). 
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Para avaliar a utilidade desses marcadores em separar as espécies de Khaya, 

estimou-se a distância genética de Rogers entre espécies. Através de uma análise de 

componentes principais, a partir da matriz de distâncias genéticas, é possível observar 

clara separação entre as espécies (Figura 9). Dessa forma, os marcadores selecionados 

foram eficientes em discriminar as espécies nessa amostra. As amostras de K. ivorensis 

que obtivemos da África (doação do CSIR-Forestry Research Institute of Ghana) não se 

agruparam com os clones da empresa Mudas Nobres. Esses clones da MN foram 

selecionados nas fazendas dos atuais maiores produtores de sementes do país (Sr. Norton 

e Sr. Okajima. Esses resultados corroboram o erro taxonômico na classificação das 

matrizes da EMBRAPA, que não são K. ivorensis e sim K. grandifoliola, como atestou 

especialista botânico (Pennington & Cheek, 2015). 

 

Figura 9. Representação da distância genética de Rogers, através de um gráfico de componentes 

principais, entre as amostras de K. grandifoliola, K. anthoteca, K. ivorensis e K. senegalensis. As 

distâncias foram obtidas com os 10 marcadores microssatélites desenvolvidos a partir de 

transcritos de K. grandifoliola. A correlação matricial entre as distâncias cofenéticas e de Rogers 

(r = 0,79) foram significativas (p-value < 0,001) pelo teste de Mantel. 
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A transferibilidade de locos microssatélites é prática comum em espécies vegetais 

filogeneticamente próximas. Algumas espécies nativas do cerrado apresentaram 

resultados similares aos encontrados neste estudo, como Centrosema pubescens, com 

primers transferidos para outras espécies do mesmo gênero. Utilizou-se 26 marcadores 

moleculares, apresentando um resultado de 73% dos locos transferidos (Sousa et al., 

2009). Em outro estudo realizado com espécies do gênero Handroanthus, utilizando 4 

marcadores microssatélites, foi observado um valor de 63% de amplificação em outras 

espécias, semelhante ao encontrado por Feres e colaboradores (2009), que encontrou para 

Tabebuia roseoalba, um valor de 90% de amplificação de locos. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Este estudo identificou 37,925 locos microssatélites no transcritoma de K. 

grandifoliola. A grande maioria dos microssatélites identificados são constituídos por 

repetições perfeitas de mono-nucleotídeos (51,8 %), seguidos de di- (26,8 %) e tri-

nucleotídeos (15,3 %). 

A grande maioria dos locos identificados (84,2 %) foram localizados nas regiões 

não traduzidas dos transcritos (5’ e 3’UTR). O tipo de motivo varia entre as diferentes 

regiões do transcrito, sendo que na região 5’UTR predominam os di- e tri-nucleotídeos, 

na 3’UTR mono-nucleotídeos e na região CDS tri-nucleotídeos.  

Dos marcadores microssatélites identificados, 12 foram selecionados e 10 foram 

polimórficos, constituindo os primeiros marcadores SSR para a espécie. Desta forma, por 

meio dos primers desenvolvidos para Khaya grandifoliola, é possível quantificar a 

variabilidade genética existentes indivíduos de qualquer população. Esses marcadores são 

transferíveis para outras espécies do gênero.  

As informações e os marcadores apresentados neste estudo, abrem caminho para 

futuras ações de pesquisa genéticas com K. grandifoliola. Apesar de sua importância 

ecológica e elevado valor da sua madeira, os níveis de diversidade genética disponível 

nas populações dessa espécie ainda é desconhecida.  
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7 APÊNDICES  

 

Primers SSR desenhados 

 

Loco SSR 

Região 

Alvo 

(pb) 

Tamanho 

(pb) 

Sequência dos primers (Forward e 

Reverse) 

TM 

°C 

GC 

(%) 

Kg_SSR01*** (AG)7 14 191 
CAAGCTCTCTGGAGAAGGCC 60 60 

GGAAGCTTAGGTGCGACCAA 60 55 

Kg_SSR02*** (AG)7 14 194 
CGACTTGTTCTCTGAGCCGA 60 55 

CTCGCAAACCGAACTGAGTG 59 55 

Kg_SSR03*** (AG)7 14 200 
CGTAGCTGGGTGGCTAGATC 60 60 

GCACGGCATCTCACAATCAG 60 55 

Kg_SSR04*** (AG)7 14 231 
CTTCGAGCAACCCAGACACT 60 55 

GGAGAGACACTCAAGGCGAG 60 60 

Kg_SSR05*** (AT)7 14 265 
CTGGAATACACGGCCTTCCT 59 55 

TGGCTATCGGACCTCCAAGA 60 55 

Kg_SSR06*** (AG)7 14 291 
TCAAGCTGAGAAGCGGTCTT 59 50 

TCTCACCGCACATCTCTGTC 59 55 

Kg_SSR07*** (AC)7 14 292 
CGGGAAGAGTCAAGTGCACT 60 55 

CTTGACCGAACAGTGCAAGG 59 55 

Kg_SSR08*** (AT)8 16 123 
TCCATGAGGTTCGGTTCACC 60 55 

ACTGATGACACGCTTCGCTT 60 50 

Kg_SSR09 (AT)8 16 200 
CGCCACTGATTCATCCACCT 60 55 

GCAGCTGGTTGTTGTCTTGG 60 55 

Kg_SSR10** (AG)8 16 229 
CCAGAGGGAGCAACGAGAAG 60 60 

AGCCGGTAGCCAAACAGAAA 60 50 

Kg_SSR11*** (AG)8 16 229 
CGTGCCCTCTTCCTGGTTAT 59 55 

TCCTAAGGGATGTTGGTGGC 59 55 

Kg_SSR12*** (AG)8 16 248 
AATTCCTCGACTCAACGGCA 60 50 

TCGTCGCACTAAGGCACAAT 60 50 

Kg_SSR13** (AT)8 16 266 
CTGATGGGTTCACAGCGAGA 60 55 

GGGTCATGGCTAGCTCTTGG 60 60 

Kg_SSR14*** (AG)8 16 271 
ACTCACAAATCCGCACCACA 60 50 

AACGACATCAATTGCCCACG 59 50 

Kg_SSR15*** (AT)8 16 291 
ATCCCTCCCTGTCCAGACTT 60 55 

TGTGAGCTTTGATTGTGCGG 59 50 

Kg_SSR16 (AG)9 18 129 
GGTCGGGTAACACTTCGTCA 60 55 

TTGTACTGTCAGCACTGCCC 60 55 

Kg_SSR17 (AC)9 18 152 
TTTGGCATGCATCAGGAGCT 60 50 

GGCAGGCAAGTGTAGGACAA 60 55 
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Loco SSR 

Região 

Alvo 

(pb) 

Tamanho 

(pb) 

Sequência dos primers (Forward e 

Reverse) 

TM 

°C 

GC 

(%) 

Kg_SSR18 (AT)9 18 185 
TGGGATTCCTTGCCCACTTC 60 55 

GCAGTGGGACCATGTCTTGT 60 55 

Kg_SSR19** (AG)9 18 214 
CGCGGTCTATCTGGTCACTG 60 60 

TATTCGCGACTCAACGAGCA 60 50 

Kg_SSR20* (AG)9 18 227 
AAGAGGCTGAGCGAGTTCAC 60 55 

AGGCTGTCGCTCTTGTTACT 59 50 

Kg_SSR21* (AT)9 18 235 
CGGTGTCAATTTGCCGAGTT 59 50 

CGTCCCATGGAGAGTTAGGG 59 60 

Kg_SSR22* (AG)9 18 244 
GCTTATTGCCTCGCTTCAGC 60 55 

TTCGTTTCCTCTCGTTGGGT 59 50 

Kg_SSR23 (AG)9 18 281 
GCAGATTCTCAGCACTGCCT 60 55 

TTCATCCTCACGTCCAGTCG 59 55 

Kg_SSR24 (AG)9 18 284 
TTCCCGTACCACCCATTTCG 60 55 

ATGGAGCAGCGCATAGAACA 60 50 

Kg_SSR25 (AG)9 18 290 
AGAATCCCGAGAGCAAAGCA 59 50 

GCTCATCCTGGAAACCTCCC 60 60 

Kg_SSR26 (AG)9 18 291 
ATCTGCTTGCTGCCGTTACT 60 50 

TCCCTGAGCTTTAAGCCTCG 59 55 

Kg_SSR27** (AG)9 18 300 
GCACGCCTTCCAATTTCCAG 60 55 

GAGTTGGAACCGGACATCGT 60 55 

Kg_SSR28* (AG)10 20 151 
GCATGCGCGTAGGTCATTTC 60 55 

CGTCCGTCCTCCGTTGAATT 60 55 

Kg_SSR29 (AG)10 20 157 
CATGACCGCCAGTATCTCGT 60 55 

TCCAAAGCTGGCAGTTCTCT 59 50 

Kg_SSR30 (AC)10 20 162 
TGGCACACTCGATGGTTGAT 60 50 

ATTGCTTGTGGTGCGTGATG 60 50 

Kg_SSR31* (AC)10 20 208 
TCCTGCGAAGACAGAGAGGA 60 55 

TCTTCCGTTACGCAGACACC 60 55 

Kg_SSR32 (AC)10 20 220 
TCACCTTCATGCCATCCCAA 59 50 

GGAAGCTGAGGAGGATGCTG 60 60 

Kg_SSR33 (AG)10 20 251 
CCTGCTCCTTGAAATGCAGG 59 55 

AAGAGAGAGAAACCCGCGAC 60 55 

Kg_SSR34 (AC)10 20 297 
TCGACCTTCTTGCAGAGCAC 60 55 

AGCATTACGAGGGTTGCACT 60 50 

Kg_SSR35* (AG)11 22 196 
GGAAGGCTGGAAAGTGGAGG 60 60 

CGACAGCTGCAGAGATCTCC 60 60 

Kg_SSR36 (AG)12 24 256 
AGCCGATGAACTGATAGCCG 60 55 

CGCATTTGCACTCCAGCTAC 60 55 

Kg_SSR37 (AAG)7 21 117 
TACCGGAAGAATCAGCTCGC 60 55 

ACAAAGCTGGTGGGAGAACA 59 50 
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Loco SSR 

Região 

Alvo 

(pb) 

Tamanho 

(pb) 

Sequência dos primers (Forward e 

Reverse) 

TM 

°C 

GC 

(%) 

Kg_SSR38 (AAC)7 21 215 
GATTCCAGCCTCCTCTTGCC 60 60 

AATGCGGCTGTGAAGGGTAA 60 50 

Kg_SSR39 (AAT)7 21 240 
GCACCATTGGAGAGCTAGCA 60 55 

AAGGAACCAACTCGCTGTGT 60 50 

Kg_SSR40 (ACC)7 21 254 
GAAATGATGGACAGTGGCGC 60 55 

GCCACCCACCAAAGTGTTTC 60 55 

Kg_SSR41 (AAG)7 21 256 
GCAGAACGCCGTTACACAAG 60 55 

CTCTTAGCTATCGCCGCTGG 60 60 

Kg_SSR42 (AAC)7 21 276 
CGAGCTGCGACCTTGATCTT 60 55 

GAAGCGAAATAGAGCGTGCG 60 55 

Kg_SSR43 (AGG)7 21 280 
GTCACACTCGGATGGACCTC 60 60 

AACCCTCAACGACTGCTACG 60 55 

Kg_SSR44* (AGC)7 21 283 
GGCGGAAGAAAGGCAAGAAC 60 55 

CCGCGGTGACTTCTAGCTAG 60 60 

Kg_SSR45 (AGG)7 21 288 
CCGGCCTTCTTCTTGAGAGG 60 60 

TGGAATCACAGAAACGGCGA 60 50 

Kg_SSR46 (AAC)7 21 298 
TGTTGAAGGTGAAGGGCCAA 60 50 

AAGCAGCTCGTTATCGCCAT 60 50 

Kg_SSR47 (AAC)7 21 298 
CTTGTGGAGACGAGAGCGAG 60 60 

AAGCCCAAACCAACCTCCTG 60 55 

Kg_SSR48* (CCG)8 24 141 
TCATCACCACTAAACCGCCA 59 50 

TGAACAAGGGCACATGCTTG 59 50 

Kg_SSR49* (ACT)8 24 204 
GGCAGCAGTGAATTTGACCG 60 55 

CCAAGGAGAAGCACGGTCTT 60 55 

Kg_SSR50 (AAG)8 24 232 
GTTGAACAACGGCTTCAGGG 60 55 

AGCAAGCACAGACATCTCCG 60 55 

Kg_SSR51* (AGC)8 24 296 
GTAGAGGTTGTCGCTGTCGG 60 60 

GGGACTTGCAGGTGACTCAA 60 55 

Kg_SSR52 (ACC)9 27 297 
ATAGCTGGCGACGAAGAGTG 60 55 

AACCTTAACTCGCCACGGTC 60 55 

*não amplificaram; **polimórficos; ***não sintetizados. 

 


