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NOVOS MICROSSATELITES PARA Eucalyptus A PARTIR DE CLONES “SHOTGUN"
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No Brasil espécies de Eucalyptus sdo amplamente utilizadas na obtencdo de diversos produtos,
principalmente papel e celulose. A industria de matéria-prima e produtos derivados de madeira
oferece 2,5 milhdes de empregos, diretos e indiretos, é responsavel por cerca de 4% do PIB
brasileiro e gera receita de US$13 bilhdes. Devido ao intenso melhoramento genético de Eucalyptus
nas Ultimas décadas as empresas brasileiras possuem clones superiores que suprem eficientemente
a demanda de matéria-prima. Entretanto, ha ainda possibilidades de incremento de producgdo e de
qualidade. Neste contexto, o projeto Genolyptus surgiu com o intuito de ampliar ainda mais as
possibilidades de melhoramento, integrando ferramentas classicas e moleculares de genética. Uma
ferramenta molecular de ampla aplicabilidade sdo os marcadores microssatélites que permitem
desde andlises populacionais até o mapeamento genético detalhado de QTLs. Neste trabalho,
utiizamos uma forma alternativa de desenvolvimento de marcadores microssatélites, utilizando
sequenciamento randdémico de DNA e busca de microssatélites. Seqiiéncias de DNA obtidas por
sonicacao foram clonadas, seqiienciadas em plataforma ABI3100 e submetidas ao programa
TROLL, para identificacdo de microssatélites. Os pardmetros de busca incluiram repeticées de di, tri,
tetra e pentanucleotideos com um ndmero minimo de repeti¢cdes igual a nove, seis, cinco e quatro,
respectivamente. A partir de 7406 sequéncias validas (phred >=20 em 300 bases) , foram
encontradas 548 sequiéncias microssatélites de di, tri, tetra e pentanucleotideos, e para 160 destes
foram desenhados pares de primers. Paralelamente foram também desenvolvidos 20 pares de
primers especificos para amplificacdo de microssatélites em ESTs com o objetivo de comparar o
nivel de polimorfismo. Foi selecionado um subconjunto de 18 pares de primers derivados de
sequéncias gendmicas e dois de seqiiéncias de ESTs para testes de amplificacdo e de polimorfismo.
Destes 20, 17 apresentaram polimorfismo e robustez e foram imediatamente arescentados ao
conjunto de marcadores para mapeamento genético. Outros 160 pares de primers estdo sendo
otimizados, a partir dos quais espera-se um aproveitamento equivalente, ou seja, da ordem de 80 a
90%. Esta técnica de obtengdo de microssatélites é efciente e apresenta pelo menos quatro
vantagens: (1) fornece marcadores com distribuicdo aleatéria no genoma sem nenhum “bias”
derivado da distribuicdo dos sitios de restricdo das enzimas utilizadas no processo de construgdo de
bibliotecas enriquecidas; (2) permite o desenvolvimento de microssatélites baseados em repeti¢bes
AT, (3) a taxa de novidade de marcadores € muito alta pois a biblioteca genémica é naturalmente
normalizada; (4) permite a identificacdo e desenvolvimento de microssatélites baseados em tri e
tetranucleotideos.

Apoio Financeiro: Projeto Genolyptus-FINEP, CNPq e CAPES.
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