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Isolamento e caracterizagao

de marcadores microssatélites em

aranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis)
ou

O guaranazeiro é uma dicotiledonea, nativa da Amazdnia e pertencente a familia Sapindaceae. O
género Paullinia possui aproximadamente 147 espécies, distribuidas pela América Tropical e
Subtropical, das quais nove ocorrem na Amazonia brasileira, inclusive P. cupana (H.B.K.), sendo
a variedade sorbilis, o guarand verdadeiro, cultivado comercialmente. Os frutos sio cdpsulas e,
apods sofrerem beneficiamento primdrio (torrefacio e limpeza), liberam as améndoas, que sdo
industrializadas. Estima-se que, da oferta nacional de sementes de guarand, cerca de 70% seja
absorvida pelos fabricantes de refrigerantes. A Embrapa Amazénia Ocidental mantém em Manaus
(AM) um Banco de Germoplasma com 250 acessos de guaranazeiro. A caracteriza¢ao deste
germoplasma é de fundamental importincia para a conserva¢io dos Recursos Genéticos e para dar
suporte ao programa de melhoramento desta espécie. O objetivo desse trabalho foi desenvolver
marcadores microssatélites para serem usados na caracteriza¢io da diversidade genética contida no
Banco de Germoplasma de guaranazeiro da Embrapa. Para a identifica¢do dos loci microssatélites
o DNA foi digerido com Sau3Al e fragmentos entre 300 e 900 pb foram selecionados e ligados a
adaptadores. A sele¢do de fragmentos contendo microssatélites foi realizada por hibrida¢do com
o oligonucleotideo (CT)12 e com os oligonucleotideos (CT)12 e (CA)12 marcadas com o complexo
biotina/avidina, durante 4 horas, a 60 °C, em SSC 10X/SDS 2%. Os fragmentos selecionados foram
amplificados por PCR e clonados pelo sistema TA/topoisomerase. Duas placas de 96 posi¢des da
biblioteca gendmica enriquecida por CT/GA e duas placas enriquecidas para CT/GA + CA/GT
foram seqiienciadas. Das seqiiéncias selecionadas 6,7% continham microssatélites, sendo 75% delas
do tipo esperado, ou seja, complementares as sondas e 25% dos arranjos eram de repeti¢oes AT, ndo
esperadas. Estes resultados indicam que o enriquecimento para repeticdes AT pode ser vantajoso.
Iniciadores especificos (primers) para regides flanqueadoras aos microssatélites de cinco Jocz foram
desenhados utilizando o aplicativo PRIMER?3 e o grau de polimorfismo nestes /oci foi testado
para 12 gendtipos de guaranazeiro. Um lécus se mostrou monomérfico e para os outros /ocz foram
encontrados de 2 a 3 alelos. A heterozigosidade observada variou de 0,08 a 0,72 e a esperada variou
de 0,552 0,69. &
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