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RESUMO: Astrocaryum vulgare Mart., conhecida por tucumã-do-Pará, possui uso popular 
na região amazônica e grandes potencialidades de aproveitamento em indústrias farmacêutica, 
cosmética e de biodiesel. A exploração ainda é extrativista, tornando fundamentais informações 
sobre a variabilidade genética existente em áreas de ocorrência natural. A variabilidade 
genética pode ser acessada por marcadores microssatélites ou SSR, considerados ideais 
para estudo em populações naturais. Entretanto, não há relatos de desenvolvimento de 
microssatélites para A. vulgare. O objetivo foi avaliar a transferibilidade de locos SSR 
desenvolvidos para outras espécies de palmeiras em A. vulgare. Realizou-se a extração 
de DNA a partir de amostras de folíolos de tucumanzeiros de sete povoamentos e após a 
quantificação os DNA’s foram submetidos à PCR, com os locos desenvolvidos para Bactris 
gasipaes, Phoenix dactylifera e Astrocaryum aculeatum. As condições de amplificação 
seguiram o protocolo desenvolvido para A. aculeatum, com pequenas adaptações. Os produtos 
amplificados foram aplicados em gel de agarose a 3,5%, corado com brometo de etídio 
e submetidos à eletroforese horizontal. Os perfis dos géis foram fotodocumentados e as 
imagens armazenadas digitalmente. A transferibilidade dos locos foi avaliada com base na 
amplificação dos produtos, sua nitidez e ausência de bandas inespecíficas. Todos os locos de 
A. aculeatum e a maioria dos de B. gasipaes amplificaram, com 75% deles transferíveis para 
o genoma de A. vulgare, enquanto que apenas dois dos locos de P. dactylifera amplificaram, 
com muitas bandas inespecíficas, mostrando-se inviáveis para estudos do genoma da espécie.

ABSTRACT: Astrocaryum vulgare Mart., known as “tucumã-do-Pará”, has popular use 
in the Amazon region and large exploitation potential in pharmaceutical, cosmetics and 
biodiesel industries. Considering that its exploitation is not commercial yet, the information 
about the genetic variability of populations in natural occurrence areas is of fundamental 
importance. Genetic variability may be accessed by microsatellite or SSR markers, considered 
ideal for studies in natural populations. However, there are no reports of microsatellites 
development to A. vulgare. The aim of this study was to evaluate the transferability of SSR 
loci developed for other palm species to A. vulgare. DNA extraction was performed from 
A. vulgare leaflet samples from seven natural stands and, after quantification, the DNAs 
were subjected to PCR with the loci developed to Bactris gasipaes, Phoenix dactylifera 
and Astrocaryum aculeatum. Amplification conditions followed the protocol developed for 
A. aculeatum, with minor adaptations. The amplified products were applied to agarose gel 
3.5%, stained with ethidium bromide and subjected to horizontal electrophoresis. Profiles 
of the gels were photodocumented and the images were digitally stored. The transferability 
of locos was evaluated with basis on the amplification of the products, their sharpness and 
lack of nonspecific bands. All loci for A. aculeatum and most for B. gasipaes were amplified 
and 75% of them proved to be useful to access the genome of A. vulgare, while only two loci 
of P. dactylifera were amplified, with many nonspecific bands, showing to be infeasible for 
studies of the genome of that species.
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entre espécies do mesmo gênero ou de gêneros diferentes 
utilizando-se locos heterólogos (Pinto, 2007).

A transferência de locos microssatélites vem sendo realizada 
com sucesso entre várias espécies (Fagundes  et  al., 2016). 
Em palmeiras há alguns exemplos de sucesso na transferibilidade 
de locos SSR como de Euterpe edulis para E. oleracea 
(Gaiotto et al., 2001), de Butia eriospatha para B. catarinensis 
(Nazareno et al., 2011), de Bactris gasipaes para Astrocaryum 
aculeatum (Ramos et al., 2011), de Cocus nucifera para Butia 
odorata (Mistura et al., 2012) e de A. aculeatum para outras 
espécies do mesmo gênero (Ramos et al., 2012). O objetivo foi 
avaliar a transferibilidade de locos microssatélites desenvolvidos 
para outras espécies de palmeiras em A. vulgare.

2 Material e Métodos
Foram coletados folíolos de tucumanzeiros em sete povoamentos 

florestais de diferentes localidades geográficas, sendo elas: Altos, 
PI (latitude 5° 02’ 24” S, longitude 42° 27’ 41” W, altitude 
186 m), São Caetano de Odivelas, PA (latitude 0° 44’ 40” S, 
longitude 48° 01’ 42” W, altitude 3 m), Mocajuba, PA (latitude 
2° 35’ 31” S, longitude 49° 28’ 60” W, altitude 16 m), Rondon 
do Pará, PA (latitude 4º 46’31” S, longitude 48º 04’03” W, 
altitude 192 m), Soure, PA (latitude 0° 40’ 03” S, longitude 
48° 30’ 27” W, altitude 30 m), Irituia, PA (latitude 1° 46’ 28” S, 
longitude 47° 26’ 29” W, altitude 21 m) e Macapá, AP(latitude 
0° 02’ 04” N, longitude 51° 03’ 60” W, altitude 12 m). Após a 
coleta os folíolos foram encaminhados ao laboratório de Genética 
e Biologia Molecular da Embrapa Amazônia Oriental para a 
extração de DNA genômico, de acordo com o protocolo de 
Doyle & Doyle (1990) adaptado por Costa & Oliveira (2002).

As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 
a 1%, pela comparação de três padrões de DNA do fago λ 
(50, 100 e 200 ng μL-1). Os perfis dos géis foram digitalizados e 
lidos no programa Labimage. Após a quantificação as amostras 
foram diluídas para a concentração de 10 ng μL-1 de DNA e 
armazenadas a -20 ºC.

Para a realização das reações de PCR’s foram escolhidas ao 
acaso sete amostras de DNA representantes dos povoamentos. 
Nas reações foram testados 31 locos microssatélites 
(Tabela 1) sendo oito desenvolvidos para a pupunheira 
(Bactris gasipaes) por Billote  et  al. (2004a), onze para a 

1 Introdução
O tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare Mart.), também 

conhecido como tucumã-do-Pará é uma palmeira perene de 
ocorrência frequente na Amazônia. Além de possuir importância 
sócio-econômica, graças ao seu uso popular na região, a espécie 
também é dotada de grande potencial para utilização como 
matéria-prima pelas indústrias alimentícia, fármaco-cosmética e 
do biodiesel, graças à elevada qualidade do seu óleo (Cymerys, 
2005; Mambrim & Arellano, 1997). Apesar de tudo ainda é 
considerada uma palmeira não domesticada (Clement et al., 
2005) e vem sendo explorada de forma extrativista. Este tipo de 
atividade, se inadequada, pode conduzir a perdas irrecuperáveis 
de variabilidade genética em áreas de ocorrência natural da 
espécie. Assim sendo, estudos que possam contribuir com a 
quantificação da variabilidade genética dessa palmeira tornam‑se 
essenciais, pois poderão em curto tempo para auxiliar em 
estratégias adequadas de manejo de suas populações além de 
direcionar a coleta de germoplasma.

Há diversas classes de marcadores que podem ser utilizados 
para estimar a variabilidade genética. Porém, os mais utilizados 
em plantas perenes são os marcadores moleculares, devido a 
uma série de características que possuem, dentre elas o fato 
de serem independentes do estádio fisiológico da planta, o que 
os tornam ideais para caracterização de recursos genéticos 
de espécies como o tucumanzeiro (Milach, 1998). Dentre os 
marcadores moleculares disponíveis, os microssatélites ou 
SSR, que são sequências curtas de DNA repetidas in tandem 
apresentam-se como ideais para estudos da variabilidade em 
populações naturais. De acordo com Nass (2007), isso se deve, 
principalmente, ao fato de serem codominantes, facilmente 
detectáveis por PCR, abundantes, aparentemente distribuídos 
por todo genoma e multialélicos.

A caracterização da variabilidade genética em germoplasma 
de tucumã-do-pará por marcadores microssatélites é essencial 
no manejo e na conservação in situ e ex situ. Mas, o uso desse 
tipo de marcador molecular requer o desenvolvimento prévio 
de locos, os quais não existem para a espécie, além de ser um 
processo trabalhoso e oneroso (Nass, 2007). Entretanto, a 
conservação de sítios que flanqueiam os microssatélites entre 
espécies relacionadas permite a transferência destes marcadores 

Tabela 1. Informação dos locos SSR testados nas amostras de A. vulgare com suas respectivas temperaturas de anelamento citadas na literatura e 
testadas no trabalho.
Table 1. Information on the marker loci SSR tested in the samples of A. vulgare with their respective annealing temperature related in the literature 
and tested in the work.

Locos SSR Sequência do primer (5’-3’) Ta (ºC) Ta testadas (ºC)
mPd 010 F: ACCCCGGACGTGAGGTG

R: CGTCGATCTCCTCCTTTGTCTC
55,9 53-54-55-56-57-58

mPd 015 F: AGCTGGCTCCTCCCTTCTTA
R: GCTCGGTTGGACTTGTTCT

51,6 49-50-51-52-53-54

mPd 016 F: AGCGGGAAATGAAAAGGTAT
R: ATGAAAACGTGCCAAATGTC

51,7 49-50-51-52-53-54

mPd 025 F: GCACGAGAAGGCTTATAGT
R: CCCCTCATTAGGATTCTAC

49,3 47-48-49-50-51-52

mPd= Phoenix dactylifera (Billote  et  al., 2004b); mBg= Bactris gasipaes (Billote  et  al., 2004a); Aac= Astrocaryum aculeatum (Ramos  et  al., 2012); 
Ta: temperatura de anelamento.
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Locos SSR Sequência do primer (5’-3’) Ta (ºC) Ta testadas (ºC)
mPd 032 F: CAAATCTTTGCCGTGAG

R: GGTGTGGAGTAATCATGTAGTAG
51,5 49-50-51-52-53-54

mPd 035 F: ACAAACGGCGATGGGATTAC
R: CCGCAGCTCACCTCTTCTAT

53,9 51-52-53-54-55-56

mPd 044 F: ATGCGGACTACACTATTCTAC
R: GGTGATTGACTTTCTTTGAG

51,7 49-50-51-52-53-54

mPd 048 F: CGAGACCTACCTTCAACAAA
R: CCACCAACCAAATCAAACAC

51,4 49-50-51-52-53-54

mPd 050 F: CTGCCATTTCTTCTGAC
R: CACCATGCACAAAAATG

48,5 46-47-48-49-50-51

mPd 063 F: CTTTTATGTGGTCTGAGAGA
R: TCTCTGATCTTGGGTTCTGT

49,8 47-48-49-50-51-52

mPd 070 F: CAAGACCCAAGGCTAAC
R: GGAGGTGGCTTTGTAGTAT

48,7 46-47-48-49-50-51

mBg 41 F: TGGAGGTTTCAAGATAGAC
R: AGTGTTGGCGATCTGTC

52,0 49-50-51-52-53-54

mBg 58 F: TTTGATACCCCAGAGAGA
R: AGCGAGAAACACGAATAC

52,0 49-50-51-52-53-54

mBg 62 F: CTACAGGGAGTGCATCTAC
R: CCACCATTCAGCAATATTAG

52,0 49-50-51-52-53-54

mBg 66 F: GCATGTTGCATTGACTA
R: GAATCCTGGTTCAGATACT

52,0 49-50-51-52-53-54

mBg 77 F: TTTGCATGTTGGGACAT
R: ACTGCTACTGGCACTGTAAG

58,0 49-50-51-52-53-54

mBg 91 F: CAAGAACAGGCTCAGTCTA
R: TGCAATCAACCCAAGAT

52,0 49-50-51-52-53-54

mBg 17 F: TTGTCTGCTCTAGCTCATTTGG
R: CGCTCAATCCAGTGCAAG

52,0 50-52-58

mBg 55 F: TTCTGGGTGCGGTGGTAG
R:TGATGGACTGAAGAGATGGAATAG

52,0 50-52-58

Aac 01 F: CACATGGTTCCTCCTCGTTC
R: GCGAAAGGGTATAGTCAGCG

60,0 60

Aac 02 F:CGATTTGAGTCCGATGTG
R:GCAGTTGTGTGTCTGGTTCT

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 03 F: GCCTCCTTTAGTTCCTGCAC
R: AGCATCGGACTTTCCAGGT

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 04 F: GCATTGTCATCTGCAACCAC
R: GCAGGGGCCATAAGTCATAA

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 05 F: GTCCAATTCAGCTCGGCTT
R: TTATGCAATGGTGGTGCTGT

62,0 62

Aac 06 F: TCTGATCCATCTGGTTGTCTAA
R: TGCATGGTGCTAGAGTAATCC

64,0 61-62-63-64-65-66

Aac 09 F: TGCATGGTGCTAGAGTAATCC
R: GGAAAGAGAAGCAAGGAGTGG

66,0 64-65-66-67-68-69

Aac 10 F: AGCCGTGAGTGAACTGCTTT
R: AAGCCCAAACTTCTTCCTCG

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 11 F: AAAGGAACAACCCAAGAGGG
R: TGGGGAGTGGACGTAAGTGT

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 12 F: GCTCTGTAATCTCGGCTTCCT
R: TCCAGTTCAAGCTCTCTCAGC

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 13 F: CTAGACAACCCAAGAGAGGGG
R: TTGGAGAGTGGATGTAGGTGC

60,0 58-59-60-61-62-63

Aac 14 F: GGCCAGTTGTGTTGATGAAA
R: TTAAGCCCCTGGTGAAAACA

55,0 55

mPd= Phoenix dactylifera (Billote  et  al., 2004b); mBg= Bactris gasipaes (Billote  et  al., 2004a); Aac= Astrocaryum aculeatum (Ramos  et  al., 2012); 
Ta: temperatura de anelamento.

Tabela 1. Continuação...
Table 1. Continued...
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3 Resultados e Discussão
Dos onze locos de P. dactylifera testados apenas dois (mPd015 

e mPd032) apresentaram amplificação, com a presença de 
produtos secundários (bandas inespecíficas) e fragmentos fracos, 
abaixo de 100 pb (Figura 1). Para esses locos as temperaturas 
de anelamento ótimas foram 52 e 50ºC, respectivamente 
(Tabela 2). A taxa de transferibilidade para esse conjunto de 
locos foi considerada nula (Tabela 3). Tais resultados sugerem 

tamareira (Phoenix dactylifera) por Billote et al. (2004b) e 
doze para o tucumã-do-Amazonas (Astrocaryum aculeatum) 
por Ramos et al. (2012). O conteúdo dos componentes das 
reações foi feito conforme Ramos et al. (2012) com adaptações 
contendo 3,48 μL H2O mili-Q; 1,0 μL de tampão 10X; 1,0 μL 
de dNTP (0,2 mM); 1,0 μL de MgCl2 (2,5 mM μL-1); 0,5 μL 
de primer reverse (2,5 mM μL-1); 0,5 μL de primer forward 
(2,5 mM uL-1); 0,2 μL de Taq DNA polimerase (50 un µL-1); e 
1,0 μl de DNA genômico (10 ng μL-1), representando volume 
final de 8,68 μL. As soluções preparadas foram distribuídas 
em microtubos com capacidade para 200 µL.

As PCR’s foram realizadas em termociclador Gene 
Amp PCR System 9700. Para os locos de A. aculeatum as 
amplificações foram realizadas conforme Ramos et al. (2012), 
sendo constituídas de duas etapas: a primeira consistiu na 
desnaturação (68 ºC por 2 min; 94 ºC por 30 s) seguida 
por 30 ciclos de desnaturação (30 s a 92 °C) e anelamento 
por 35 s usando a temperatura específica de cada par de 
primer (Tabela 1) e extensão por 30 s a 68 °C; a segunda 
etapa consistiu de 15 ciclos de desnaturação (30 s a 92 °C, 
seguida pelo anelamento a 53 °C por 30 s e extensão a 
72 °C por 30 s) com a extensão final a 72 °C por 30 min. 
Para os locos de Bactris gasipaes e Phoenix dactylifera 
as amplificações foram feitas de acordo com Billote et al. 
(2004 a,b). Nos locos que não apresentaram bom padrão de 
amplificação na temperatura de anelamento recomendada 
foram feitos ajustes.

A separação dos produtos amplificados foi feita por 
eletroforese horizontal em gel de agarose a 3,5% com 100 V 
por 3 h, corado com brometo de etídio. Foram acrescidos 5 uL 
de azul de bromofenol à reação de PCR e, em seguida, aplicada 
no gel de agarose. O tampão do gel e de corrida foi o TBE 
(Tris base 0,1 M; ácido bórico 1 M e EDTA 0,5 M). Após a 
eletroforese, os géis foram fotodocumentados e armazenados 
em forma digital, para posterior avaliação.

A avaliação da transferibilidade foi feita, primeiramente, de 
forma visual com base em três critérios: amplificação dos locos, 
nitidez das bandas e ausência de produtos secundários. A taxa 
de transferibilidade foi obtida pela expressão: Transferibilidade 
(%) = nº locos transferíveis/nº de locos testados*100, sendo 
calculada para cada espécie.

Figura 1. Padrão de amplificação de dois locos SSR mPd015 e mPd032 desenvolvidos para P. dactylifera em seis amostras de DNA de A. vulgare. 
(M= marcador de 1 kb; 1 a 6= amostras de DNA).
Figure 1. Amplification pattern of two SSR loci mPd015 and mPd032 developed for P. dactylifera in six samples of DNA of A. vulgare (M= marker 
of 1 kb; 1 to 6= samples of DNA).

Tabela 2. Locos SSR de Phoenix dactylifera, Bactris gasipaes e Astrocaryum 
aculeatum amplificados nas amostras de A. vulgare, com as respectivas 
temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos.
Table 2. Marker loci SSR of Phoenix dactylifera, Bactris gasipaes and 
Astrocaryum aculeatum amplified in the samples of A. vulgare, with the 
respective annealing temperatures and fragment size.

Locos SSR Ta ótima (ºC) Tamanho estimado 
dos fragmentos (pb)

mPd 015 52 50
mPd 032 50 80
mBg 17 58 150-180
mBg 41 52 180
mBg 55 55 180-200
mBg 58 52 280-310
mBg 62 52 150-200
mBg 66 52 210
mBg 77 52 200-300
mBg 91 52 210-300
Aac 01 60 100-200
Aac 02 61 100-210
Aac 03 60 210
Aac 04 60 400-500
Aac 05 62 190-210
Aac 06 64 400-500
Aac 09 67 600-700
Aac 10 63 200-310
Aac 11 63 400-500
Aac 12 59 180
Aac 13 58 400-500
Aac 14 55 100-210

Ta: temperatura de anelamento; mPd= Phoenix dactylifera; mBg= Bactris 
gasipaes; Aac= Astrocaryum aculeatum.
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baixa resolução (Figura 3). Para os locos Aac01, Aac05 e 
Aac 14 não houve necessidade de ajuste da temperatura de 
anelamento, porém nos demais as temperaturas foram ajustadas 
(Tabela 2). Apesar da boa amplificação foi constatada a presença 
de produtos secundários nos locos Aac 02, Aac 11 e Aac 13, 
o que ocasionar dificuldades de seus usos em genomas de 
A. vulgare. A taxa de transferibilidade também foi de 75% 
(Tabela 3), considerada alta.

De um modo geral, o percentual de transferibilidade foi 
altamente variável (0 a 75%). Segundo Mistura et al. (2012) 
a taxa de transferibilidade depende das espécies envolvidas. 
Esses autores obtiveram 40% de sucesso ao transferirem locos 
de coqueiro (Cocus nucifera) para butiá (Butia odorata), ambas 
de ocorrência tropical e de gêneros distintos diferindo dos 
resultados aqui obtidos para os locos de tâmara (P. dactylifera), 
espécie de ocorrência e de gênero distinto do tucumã-do-pará. 
Mas, similar à taxa dos de pupunha (B. gasipaes), que apesar 
de não ser do mesmo gênero da espécie em questão, possui 
o mesmo local de ocorrência, a Amazônia (Dransfield et al., 
2005). Fagundes et al. (2016) também obtiveram altas taxas de 
transferibilidade quando aplicaram locos de Eugenia uniflora 
em oito espécies de Mirtáceas do mesmo gênero e de gêneros 
distintos, sendo todas da mata Atlântica. Esses resultados sugerem 
maiores possibilidades de sucesso quando a transferibilidade 
de locos se dá entre espécies de gêneros distintos, mas de 
ocorrência na mesma região.

Vale ressaltar que os locos de tâmara se mostraram transferíveis 
para outras seis espécies do gênero Astrocaryum: A. alatum, 
A. chambira, A. chonta, A. sciophilum, A. scopatum, A. urostachys 
(Billote  et  al. (2004b), sendo todas de ocorrência tropical. 
Há relatos também de que P. dactylifera não seja adaptada às 

a possibilidade de obtenção de dados errôneos, com sub ou 
superestimação no número de alelos, se aplicados em genomas 
de A. vulgare e certa dificuldade na transferência de locos SSR 
entre espécies de gêneros distintos.

No caso dos oito locos SSR de B. gasipaes todos se mostraram 
amplificáveis em A. vulgare e boa parte com bom padrão de 
amplificação (Figura 2). Seis deles amplificaram na temperatura 
de anelamento recomendada por Billote et al. (2004a), enquanto 
os locos mBg17 e mBg55 tiveram suas temperaturas ajustadas 
para 58 ºC (Tabela 2). Com exceção do mBg 41, todos os locos 
mostraram-se polimórficos com tamanhos dos fragmentos 
variando de 150 a 310 pb. Vale ressaltar que os locos mBg62 
e mBg58, apesar de terem amplificado, apresentaram bandas 
inespecíficas, o que pode inviabilizar seus usos em análises 
genéticas da espécie em foco. Para esses locos a taxa de 
transferibilidade alcançou 75% (Tabela 3).

Em relação aos doze locos de A. aculeatum todos apresentaram 
amplificação, sendo que no Aac03 e Aac12 os fragmentos 
amplificados a 210 pb e 180 pb, respectivamente, apresentaram 

Figura 2. Padrão de amplificação de oito locos SSR de Bactris gasipaes em cinco amostras de DNA de A. vulgare. (M= marcador 1kb; 1 a 5= amostras 
de DNA).
Figure 2. Amplification pattern of eight SSR loci of Bactris gasipaes at five samples the DNA of A. vulgare (M= marker 1kb; 1 to 5= samples of DNA).

Tabela 3. Taxa de transferibilidade dos locos microssatélites de Phoenix 
dactylifera, Bactris gasipaes e Astrocaryum aculeatum nas amostras de 
A. vulgare.
Table 3. Transferability percentage of the microsatellite loci of Phoenix 
dactylifera, Bactris gasipaes and Astrocaryum aculeatum in the samples 
of A. vulgare.

Locos SSR Transferibilidade (%)
Phoenix dactylifera 0
Bactris gasipaes 75
Astrocaryum aculeatum 75
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do obtido de Euterpe edulis para E. oleracea (Gaiotto et al., 
2001) cuja taxa foi bem menor (38,9%), permitindo inferir 
que o sucesso na transferibilidade seja maior entre espécies 
do mesmo gênero e que ocorram na mesma região.

A conservação de sítios que flanqueiam os microssatélites 
entre espécies relacionadas permite a transferência de locos, 
sendo que quanto mais aparentadas forem às espécies maiores 
serão as taxas de transferibilidade (Pinto, 2007). Esta informação 
está em consonância com Roncal et al. (2013) que evidenciaram 
alta proximidade genética entre A. aculeatum e A. vulgare, as 
quais também guardam grande semelhança morfológica (Uhl & 
Dransfield, 1987). Além disso, há a possibilidade da ocorrência 
de fluxo gênico entre essas duas espécies, pois segundo Borém 
(2005) espécies que sobrevivem em um mesmo ambiente por 
milhares de anos, apresentam menor barreira genética, apesar 
de permanecerem com suas propriedades genéticas particulares.

4 Conclusões
Os locos microssatélites de Bactris gasipaes e Astrocaryum 

aculeatum mostram-se viáveis no acesso de informações genéticas 
em genomas de A. vulgare, com altas taxas de transferibilidade, 
enquanto os de Phoenix dactylifera não devem ser indicados.
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