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Resumo: Marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) tem padrão de herança

dominante, sendo uma técnica rápida, simples e barata permitindo a sua aplicação em qualquer espécie

se tornando mais uma ferramenta para análise de variabilidade genética de espécies vegetais. O camu

camu (Myrciaria dúbia [H.B.K.] McVaugh) é uma espécie típica da região amazônica contendo

elevado teor de ácido ascórbico e em vista de seu potencial às agroindústrias de polpa e de

medicamentos alguns programas de melhoramento genético vem sendo estabelecido, onde após a

seleção tem se clonado os indivíduos para avaliação em ensaios clonais em vários locais, mas o

genoma desses clones tem sido pouco explorado. Este trabalho teve por objetivo selecionar primers

ISSR para avaliar seus potenciais como marcadores moleculares em análise da diversidade genética

entre clones selecionados para produção e teor de vitamina C. Foram utilizadas duas amostras de DNA

escolhidas ao acaso entre os dez clones e progênies dessa espécie, sendo um clone e uma progênie,

conservadas sob baixa temperatura no laboratório de genética molecular da Embrapa Amazônia

Oriental. Foram testados 62 primers primeiramente em temperatura de anelamento de 47ºC para

verificar a amplificação e depois em três gradientes. Foram selecionados os primers que apresentaram

a melhor nitidez de bandas em suas respectivas temperaturas de anelamento. As reações de PCR foram

realizadas em um mesmo termociclador sendo submetidas à eletroforese e os resultados

fotodocumentados em UV.
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Introdução

O Camucamu (Myrciaria dúbia [H.B.K.] McVaugh) é classificado como uma espécie não

domesticada usada pelas populações indígenas e locais do Peru e Brasil de forma extrativista a partir

de plantas crescendo naturalmente às margens dos rios e lagos ou cultivado em pequenas áreas de terra

firme. Esta espécie possui alto potencial econômico pelo elevado conteúdo de vitamina C (até 3 g por
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100 g de polpa). Atualmente a produção é destinada para os mercados locais do Brasil e Peru, e parte

da produção do Peru para exportação como polpa a Europa, Estados Unidos e Japão (CEDECAM,

2007). Apesar da sua importância econômica, não existem muitas informações a nível molecular que

ajudem no processo de melhoramento e obtenção de cultivares com caracteres selecionados para suprir

demandas futuras para esta fruta.

Marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) baseiam-se na amplificação de

fragmentos, distribuídos no genoma, entre regiões de DNA repetitivo (região microssatélites). Sendo

assim, o primer é desenhado como sendo parte de uma região microssatélite podendo ser composto

somente das repetições (não ancorado) ou contendo bases adicionais, diferentes das repetições, em

uma das extremidades (ancorado) (WU et al, 1994). O padrão de herança deste marcador é do tipo

dominante, e vem provando ser uma técnica relativamente rápida, simples e barata de acesso a

diversidade genética, por também permitir sua aplicação a qualquer espécie, se constituindo em mais

uma ferramenta dentro da classe de marcadores dominante para a análise de variabilidade genética de

populações (CASU et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi selecionar primers ISSR obtendo melhores amplificações com

suas respectivas temperaturas de anelamento.

Material e Métodos

Foram escolhidas ao acaso duas amostras de DNA genômico, uma de clone e uma progênie, as

quais se encontram conservadas sob baixa temperatura (-80ºC) no banco de DNA da Embrapa

Amazônia Oriental, em Belém, PA.

As reações de PCR foram preparadas testando 62 primers ISSR, sendo 12 iniciadores sem

informações e 50 com informações sobre a temperatura de anelamento (Ta). As reações de PCR foram

realizadas em três gradientes de temperatura: 43°C – 48°C, 49°C – 54°C e 55°C – 60°C. O volume

final das reações foi de 20 µl, contendo 8,18 µl de água ultra pura, 2,0 µl de DNA de Myrciaria dúbia,

1,38 µl de DNTP, 2,66 µl de um iniciador, 1,38 µl de BSA (bovine serum albumin), 1 unidade da

enzima Taq polimerase (Invitrogen, Brasil), 2,0 µl de MgCl2 e 2,2µl de tampão de reação fornecido

pelo fabricante da enzima. As reações PCR-ISSR foram colocadas em microtubos de 0,2 mL e

realizadas em termociclador Veriti Thermal Cycler da marca Applied biosystems programado para 37

ciclos. Em cada ciclo, a desnaturação do DNA foi efetuada a 94ºC por 4 minutos, o anelamento a 94ºC
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por 1 minuto e a elongação a 72ºC por dois minutos. Após, a desnaturação ocorreu a etapa de extensão

final realizada a 72ºC por 7 minutos.

Os produtos das reações foram aplicados em gel de agarose a 1,5%, preparado com TBE (0,45

M de Tris-Borato e 0,01 M de EDTA)1,0X e corados com brometo de etídio, sendo submetido à

eletroforese horizontal a 100 v por um período de 1 hora e 30 minutos. Em todas as corridas foi

utilizado o marcador de peso molecular de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram visualizados

em transiluminador de luz ultravioleta e as imagens capturadas em meio digital.

Para a seleção dos marcadores foi avaliado primeiramente a amplificação, depois o padrão de

amplificação de cada iniciador.

Resultados e Discussão

Dos 62 primers testados foram selecionados 29 primers, os quais apresentaram amplificaram

bandas com os melhores padrões (Tabela 1). Dos 29 iniciadores selecionados, 26 continham

informações sobre a Ta e 3 não continham informação.

Tabela1: Identificação dos  29 primers ISSR selecionados para uso em genomas de camucamuzeiro.

Primers selecionados (T.A.)

Primers T. A. Primers T. A.

810 53°C 854 49°C

811 51°C 855 54°C

814 49°C 857 51°C

815 58°C 859 50°C

816 50°C 864 59°C

817 51°C 866 57°C

818 53°C 868 50°C

822 45°C 873 56°C

823 50°C 880 49°C

824 44°C 881 50°C

825 54°C 888 49°C

835 57°C 890 49°C

836 56°C 891 50°C

844 54°C 895 50°C

851 50°C
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Figura 1: Perfil do gel de agarose contendo os produtos de amplificação do primer 821 em diferentes Ta°C. As letras “c” e

“p” identificam os clones e as progênies, respectivamente.

                                            Conclusão

Os primers ISSR selecionados apresentam bons padrões de amplificação e podem ser

utilizados, por exemplo, para estudos de variabilidade e similaridade genética desta espécie.
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