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1. INTRODUCAO

Este relatério tem o objetivo de apresentar as atividades relacionadas a
amplificacdo dos marcadores EST-SSRs (“Expressed Sequence Tags” ou Etiquetas de
Sequéncias Expressas — Sequencias Simples Repetidas) das amostras de camu-camu
da segunda etapa de execucao do projeto de pesquisa intitulado Analise Genética das
Populagdes de Myrciaria dubia (camu-camu) e Ceiba pentandra (samaulma)

Ocorrentes na Area de Influéncia da UHE Santo Anténio.
2. OBJETIVOS

a) Estabelecer os protocolos de amplificagdo dos fragmentos alvos, referente
a seis primers, que correspondem aos marcadores moleculares do tipo
codominantes, EST-SSRs.

b) Adequar os produtos amplificados (amplicons) na concentracdo correta
para genotipagem (sequenciamento).

3. MATERIAL E METODO
3.1. Padronizagéo das concentragfes das amostras de gDNA

Para padronizagdo das concentracbes das amostras de gDNA, para
amplificacdo via técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), as mesmas
foram quantificadas por espectrofotometria em ondas de 260nm e 280nm, que apds
os calculos revelaram a real concentracdo total das solugcbes de gDNA de cada
amostra. Ap0s essa quantificacdo as solucdes foram diluidas em agua millig

autoclavada para uma concentragdo final de 10ng/uL, cada amostra (tabela 1).
3.2. Protocolo de amplificagdo dos marcadores EST-SSRs para PCR

Para amplificacdo dos marcadores moleculares EST-SSRs foram
selecionados seis primers, dos oitos publicados no trabalho de Rojas (2007). Os
mesmos foram desenhados a partir das sequencias ESTs depositada por Santo (2006)

no Banco de Dados Mundial NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os reagentes para realizar a técnica de PCR foram padronizados de acordo
com as molaridades e quantidades correspondentes ao desenvolvimento da técnica,
considerando os seguintes parametros; i) o tipo de marcador genético, neste caso

EST-SSRs; ii) o tamanho do fragmento e; iii) o tipo do aparelho, termociclador, onde


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

s:&:ﬁ: _JJ: ﬁaJ ﬂj

INSTITUTO DE ESTUDOS E PESQUISAS

ocorre a biossintese dos fragmentos alvos, baseado nas variagdes de temperaturas,
divididas em trés etapas: 12 Desnaturacao, 22 Anelamento e 3% Extensao.

Apos os testes para otimizacdo da amplificacdo das bandas (alelos), via PCR,
0s protocolos estabelecidos seguiram as referidas propor¢des para uma reacdo com
volume total de 25uL, foi adicionado a cada amostra: tampéo 10X (Tris-HCI 100 mM,
KCI 500 mM, pH 8.4), 1X; dNTPs a 2,5 uM; MgCI2 a 25 mM, primer Forward e

Reverse a 10 yM, cada um, Tag DNA Polymerase 1u/puL e gDNA a 10 ng/uL.

A reacdo foi realizada no termociclador amplitherm Gradient, seguindo o
programa de ciclagem: um ciclo de 96°C por cinco minutos, em seguida 94°C por 40
seg, as temperaturas de anelamentos variaram entre 55,5 °C a 60 °C por um minuto,
dependendo do primers e, 72°C por um minuto, essas tres ultimas temperaturas
seguiu um ciclo de 30 vezes e no final uma extensdo a 72 °C por 10 min. Em seguida
os produtos da PCR foram retirados do termociclador e armazenados em freezer a -
20 °C até o momento da andlise por eletroforese.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio (10mg/mL) ou blue green loading Dye | ,
visualizados sobre luz UV, fotografados em sistema Docprint VX2 e, as imagens
digitalizadas foram arquivadas para analises da visualizagcdo (amplificacdo) ou ndo do
fragmento alvo (Figs.1, 2, 3, 4, 5, e 6).

Os fragmentos das amostras que nao foram visualizadas foram repetidos até a
sua visualizacdo. ApOs essa etapa, os fragmentos foram analisados em gel de
poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata a 10%, para verificar a concentracao
da banda amplificada, para aperfeicoar o produto da PCR para a etapa seguinte, o
sequenciamento, deixando o fragmento na concentracdo adequada para a leitura no

sequenciador.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 30 amostras de DNA de camu-camu foram quantificadas, a partir das
quais foi conhecida a exata concentracdo da solugdo do gDNA de cada um dos
acessos (tabela 1).

A padronizacao de todas as amostras em uma Unica concentragéo foi realizada
para otimizar a reacdo por PCR, garantindo assim, a amplificacdo das bandas, pois se
ndo houver visualizagdo das mesmas no gel, elimina-se, desta maneira, a

possibilidade de erro devido a variagdo na concentragéo do gDNA.
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A técnica de PCR baseia-se no anelamento e extensao enzimética de um par
de oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA fita simples) utilizados como
primers que flanqueiam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificagcdo. Esses
primers s&o sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias de
nucleotideos sejam complementares as sequéncias especificas da regido alvo. Se a
quantidade de DNA na reacdo estiver em baixa ou alta concentragéo, esta situacéo
acarretara inibicdo da reacdo em funcdo auséncia de competicdo dos primers pelo
sitio da regiao alvo.

Se todas as concentracOes, dos reagentes da PCR, estiverem equivalentes,
otimiza-se entdo a etapa da ciclagem, que corresponde ao aumento e baixa da
temperatura, regulada no termociclador (aparelho). O ciclo de PCR envolve trés
etapas: desnaturagdo, anelamento e extensdo. A fita dupla de DNA alvo é
desnaturada por meio da elevacdo da temperatura para aproximadamente 94°C. Na
etapa de anelamento, a temperatura é rapidamente reduzida e varia entre 35°C a
60°C, dependendo do tamanho e da sequéncia dos primers utilizados, permitindo a
hibridizagdo exata de cada um com as sequéncias complementares da regido alvo.
Em seguida, a temperatura é elevada para 72°C que ativa a enzima Tag DNA
polimerase a realizar a extensdo a partir de cada extremidade 3’ dos primers. Essa
adicdo de nucleotideos utilizando como molde a sequéncia alvo do DNA produz
inicialmente uma copia que da origem aos milhBes de coOpias desta sequéncia nos
ciclos da PCR.

Tabela 1. Apresenta as concentracdes ([ ])
das solugdes de gDNA, quantificados por
espectrofotdmetro de cada amostra.

n° das
amostras [] ng/uL
1 1.027,30
2 794,4
3 276,5
4 2.074,40
5 1.282,40
6 1.272,60
7 1.513,50
9 1.413,10
10 503,60
11 1.724,80
12 1.522,30
13 1.227,50
15 1.553,30
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16 1.008,20
18 2.056,60
19 884,20
20 822,00
21 1.338,60
23 909,90
24 553,00
25 1.471,00
26 816,10
28 1.463,00
29 853,50
30 908,50

Para cada um dos seis primers selecionados neste estudo, todos os marcadores
moleculares EST-SSR das 30 amostras de camu-camu foram obtidos com éxito, a
partir dos protocolos de amplificacdo otimizados. As figuras dos géis 1, 2, 3, 4, 5 e 6,
apresentam os fragmentos alvos amplificados, de algumas amostras de camu-camu,
correspondentes as sequencias de cada primer, MDIO04, MDI007, MDIO09, MDI0010,
MDIO013 e MDIO015, respectivamente. Abaixo de cada figura do gel, com seus
respectivos primers, estdo as sequencias EST e nelas inseridas as sequencias dos
marcadores SSR, correspondentes aos fragmentos de interesse do presente estudo,
depositado no NCBI pela pesquisadora Santos (2006).

Os pares de bases presentes nas figuras do geis representado por Pb, s&o
padrBes de pesos moleculares que indicam, quando comparado com os fragmentos
amplificados, se o tamanho da banda observada no gel corresponde ao tamanho do
fragmento de interesse. Neste caso todos corresponderam as sequéncias em estudo.

Os tamanhos dos fragmentos dos seis primers que amplificam os marcadores
moleculares do tipo EST-SSR neste estudo, foram desenhados e publicados por Rojas
(2007), que estudou amostras de camu-camu de algumas localidades da regido
Amazbnica e registrou para os primers aqui estudados os seguintes tamanhos:
MDI004 sequéncias com tamanhos que variam entre 201 a 219, MDIO07 de 172 a 212,
MDIO09 de 172 a 214, MDI0O010 de 221 a 249, MDIO013 de 174 a 184 e MDIO015 de
202 a 228.
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Fig. 1. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de algumas amostras de camu-camu.
Pode-se observar bandas de 201pb, amplificadas com o primer MDIOO4. O primeiro
pocinho corresponde ao marcador de pares de bases, ladder de 100pb.

SEQUENCE MDI0O04 CAMUEST Myrciaria dubia cDNA clone MDIEST_2 5-, mRNA
sequence (Espirito-Santo, 2006)

GCCTTCCAGACCCTTTTGCCTTTTGAAAAGCTCCGTCGCCCTCCTCTGTTCCGTTT
;IqéﬁTCCATCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCTCTGTCTCTGTCTCTCC
gl'I:TTCTGGAAATGGATGCGACTTTCGCTCGCCTAGGCATGAGGATCGACCCAAGG
-I(;igézTCAAGTTCCTGAAGAGCCTTCTGTTCCATGCCAAGATCATGCTGGTTTCTT
g-IC;((:Z-I(-ZCATCTGGATCTGATCAAATCCCGCCAACGGGAACGCGCGGAGGAAGACCA
égﬁé?l'gGCCGGACATGTCCAACAACACCGTCCTCGTGATGGACGGCTCGATACC

ggggggCGTCCGCGTCCTCGCGTCCCGGTTCAAGAACAAAGTGCCGGTCCTCGA
gg;%%?’CCTCGCCAAGCGCCGAGCATTGCACGGAGATGATGGAGGAGGAGGGA

gggﬁﬁCﬁTGCCGGGAGAAGATGTGCGCGGTGTGCTTGAGCGGGATCGAGGGG

ﬁgg'lc':éggAGAGCTGCTCAACTGCAGCCACGTTTTCCACAGGGAGTGCCTGGACC
'I(?C(:;C-ErgggAGAAACAGGTGACCTGCCCTCTCTGCCGGTGCTTGCTCTTCCCTGCAG

géAAi((;((::GAAGAAGAATCGCAGAAGCTCGCGACTGAAGACGAGAAGAAAGATGGG
?jr—gig'I('BTCATTTTATGAGCACTTGAATATTCCGATCATGTCAAGCGAAGGGGTGTA
gﬁ'lc':gTACGGAAGCTGGG
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Fig. 2. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de algumas amostras de camu-camu.
Pode-se observar bandas de 172 pb, amplificadas com o primer MDIOO7. O primeiro
pocinho corresponde ao marcador de pares de bases, ladder de 100pb.

SEQUENCE MDIO07 CAMUEST Myrciaria dubia cDNA clone MDIEST_4 5-, mRNA
sequence (Espirito-Santo, 2006)
GCAAACACTCGAAAAAGCTTCAAATCTCGAGAGCTTTCCTCGGAGGCACAAGTTA
AGCTAGAGGGTCGTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCAGACATGGCTTC
CATGGGAACAGCAGCAGCCACCACTGTCCTCAGACCCTCCCCATTCCTCGGCCA
ATCCAGATCATCCTCTAATGCTCTCAGAGATGTTGTCTCCATGGGCACCGGCAAG
TACACCATGGGAAATGAACGTGGTATGGGCCGGACAGAGTGAAGTACTTGGGAC
CATTCTCTGCTCAGACTCCTCCCACCTCACCGGCGAATTCCCTGGTGATTATGGC
TGGGACACCGCTGGTCTGTCCGCTGATCCCGAGGCCTTTGCTCGAAACAGGGCT
CTTGAGGTCATCCATGGGCGTTGGGCCATGCTTGGAGCCCTGGGCTGCATCACC
CCCGAGGTCCTAGCGAAATGGGTCCGGGTCAACTTCAAGGAGCCGGTCTGGTTC
AAGGCCGGGGCCCAGATCTTCTCCGAGGGAGGCCTTGACTATCTGGGCAACCCG
AACCTCGTCCACGCCCAGAGCATCCTCGCCGTCCTCGGCTTCCAAGTCGTCCTGA
TGGGCCTTGTCGAGGGATTCAGAATCAACGGGCTCCCCGGCGTCGGAGAGGGCA
ACGACCTCTACCCCGGCGGCCAGTACTTCGACCCGGTTGGGCCTTTGCCAAAGA
CCCGGGTCACGGTTCGCTGAGCTTCAAGTGGAGGGAGATCAAGAATGGGAGGGT
TGGCCATGTTTCTCGATAGTTCG

S ——

Fig. 3. Pefrfil eletroforético dos produtos de PCR de algumas amostras de camu-camu.
Pode-se observar bandas de 172 pb, amplificadas com o primer MDIO09. O primeiro
pocinho corresponde ao marcador de pares de bases, ladder de 100pb.

SEQUENCIA MDI009 CAMUEST Myrciaria dubia cDNA clone MDIEST_5 5-, mRNA
sequence (Espirito-Santo, 2006)
GCTTTGGCGTTGAGCTTTATGAAAGGAAATGCCCAACTCCAGTTGCTGCCAGAGG
CTTAT
CTCATTGTCACAAAACTTGGTAATGCGTGCTTGGGAATTTTGAACGGCGAAGAAGT
GAGA
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CTAGGAGAGCTCAATGTAATAGGAGACATTTCCATGCAAGATAAAATGGTGATCTA
ES'IA(;AGAAGAAGCAGATTGGATGGGTCTCGGCAAACTGCGACAGGCTTCCGAAG
-I(;((:ZEI:'-I(;('I;"'IA'\CTGAGTTATTTTTCTTAATAAAATAACGATG CGTTATGGACTTTCTCACAT
ggé TTTTTTTTCCTCTTTATTAACAGCGTGGATCGTGATAATAATGGTGATTTTTCT
gé’lc';TATG CAGCTGATTTTGGCATGTTGAGTCCAGCCACTGGCTTCCTCTGAAGAG
g#g GCTGATCAAGAATGTGTTTAGGTATATGAGAGAGAGANGAGAGAGAGAGA
SégéiGAGAGTTCCTTTGATGTTG CAGACTGTACAAGTAACTCTTTTTTGGCAAGG
_?Zé gGATTACAGAGATTATACTCCTTTG CCAGGTGTAAACTCGCTGGTCTGCAGAT
?’ITéﬁCATAAG CCCTGTGTCAGCAGGGGCAGTACACGCATTTCGTTACAG
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Fig. 4. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de algumas amostras de camu-camu.
Pode-se observar bandas de 221pb, amplificadas com o primer MDIO010. O primeiro
pocinho corresponde ao marcador de pares de bases, ladder de 100pb.

SEQUENCE MDI0010 CAMUEST Myrciaria dubia cDNA clone MDIEST_6 5-, mRNA
sequence (Espirito-Santo, 2006).
GCCATTTTCGATCGCTGCCCTTTCTGCCCTCCTCCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT
g$$CTTCTTCTTCTAGGGTTTCCATCTCCTACCCTCCCGAACCATCGTCGTTCGCT
$ggﬁGCGATCTCACCGCGTGCGCTGATGGATTGGGGCACGGTGACGGCGGAGG
égiz%%TGCTTCGCGAGGTTGACTGGTCGTCCCCGCCCCGCTCCCTCCCCGAATT
EX(TSC,:ATTCT:CACCGTCCCCAGATCGTACGCCAAGTGGAGCAGCCGCCTCAAGTGCAA
-I(-Igl:'l-\gl'l:ﬁ\TCG GACAAACTACTTCATCATGATCATGGTTATTCTAGGATTGGGATTTCT
1(—51%GCCTCTTGCCATAGTTGCGGCTCTTTTAACAGCTCTCAGTACTGCATGCCTAA
é;gACTTTGCAGGCACTTTCAGTGATAAGATAACAAGGACTGTGAGGCAGTTTTCA
CCACA
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TTTTGCTGCCAAATTGAGGCCCTCACCCATACCCGTTATGCGTGGACGTCCATCA

ﬂgzéCAATCCGTATCTG CGGCCAGCCTCGCTGGGTGTTTGTCTCGATATTTGCC

-I(;i-l(-.;(?l'(éTCATG CTTTGGTATGTTTCCTGTGGAATCTTGACTGTCCTCTGGGCTTTTG

'Ic':g é;CTCCTTGCTACTGTCCTTCATGCAAGTTTCAGACACCCAATCTGAAAG CACG
g'-ll:ﬁéATTTCGTGAAGAGTTTCGAG CAGTTTGGCGCAATTACAGTGACCTTTAATGA
éAAi¢AGGGATTACAGAGATTATACTCCTTTG CCAGGTGTAAACTCGCTGGTCTGCA
'(I:;AA;'?TGACATAAG CCCTGTGTCAGCAGGGGCAGTACACGCATTTCGTTACAG
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Fig. 5. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de algumas amostras de camu-camu.
Pode-se observar bandas de 174 pb, amplificadas com o primer MDI0013. O primeiro
pocinho corresponde ao marcador de pares de bases, ladder de 100pb.

SEQUENCE MDI0013 CAMUEST Myrciaria dubia cDNA clone MDIEST_7 5-, mRNA
sequence (Espirito-Santo, 2006)

GAAAATTTGGCCGGCTCTCTCTCTCTCTTTCTCGACCTCTCCCCGGAAGTCCCCT
gggl(;((::CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGATCCCCAAGATTCGTGAG CCG
gg%TCGTTCCGGCGACCGACCCACTGGCCCAGCTGAGCCTGCCACCGGGATTCC
gg(-:r-(g-LTCA&:GACGAG GAGCTCCTCGTCCAATACCTCTGCCGAAAGGTGGCTGGTCA
'(I':Xé'lp'\ g;GCAGATCATTGGGGAGATCGATCTGTACAAGTTCGACCCTTGGGACTTG
ggAAégCGATATTTGGCGAGAAGGAGTGGTACTTCTTCAG CCCCAGAGACAGGAA
glﬁgg%GTCTAGGCCGAACCGGGTCGCCGGGTCCGGGTACTGGAAGGCCACCG
ggﬁg (CS:'CI';QATCACCACCGCTGGCCG CAAAGTCGGCATCAAGAAGGCCCTCGTCTT
gé%%ZEGGCACCCAAGGGCACCAAGACCAACTGGATCATG CACGAGTACCGCCT
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AACTACCCGGAAGATCGGAAGCTCTAAGTTGGATGAGTGGGTCCTGTGTCNAATC
gﬁgﬁﬁ CTCGGGCTCGCAGAAGCCGAACACGTCGACTTCTTCGAGCAAAGACAC
ég%('lz'ég CAGTCCTCTTCCTCATCGTTGGACGACATGTTGGAGACTTTGCCCGAGA
§2§§ESTTCTTTTG CGTTGCGCGCGTGAACTCGTTCGGGATCCACAGCAGCAGC

GGGACGAGGAGCCCACCTGCAAACTCTGATGGGTA
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Fig. 6. Perfil eletroforético dos produtos de PCR de algumas amostras de camu-camu.Pode-
se observar bandas de 202 pb, amplificadas com o primer MDIO015. O primeiro pocinho

corresponde ao marcador de pares de bases, ladder de 100pb.

MDIO015 CAMUEST Mpyrciaria dubia cDNA clone MDIEST_8 5-, mRNA sequence
(Espirito-Santo, 2006)
GGACTTCTCAACACCCACGGAGATTTCCCCGGACCTCCTGCCACCTGCTCCAGCC
éﬁTF-I(;-LAACCAAACAAGAGACCTTTGTCTTCCATGACCCCACTCATCATCACCAAGG
é-(I;AAgTTGGCAGGGGTCATAGGAGGGAGCGGAGGAATGAACATAATTCCAGCAGT
ié'lc':'lc':'l?TA'\I'CTAAATCACTTTGTCCTGGGAATGGAACCATTGGATGCTGTTCAGGATC
ggAF(éTACCACAGGCTGATACCAAATGTCGTATTGTATGAAAACTGTACCTGCATCG
¢£i$CACATTGAGCTTGCAGACGACCGAAAGCTTTTCCTAAAAGGGAGAGGTCAT
ég%gCCATAGAGGGAGGAGCAATCGTCCAGCTTGTCGTTCAAAGTCTACAAAAC
ﬁgi"lc':'l-'rCAGGTCGCAAAAGTCGCAAGGACTTGAATTCTGGAGTCGTCAGTGGAACT
'I(;gl(-lq'((:BTAAGTGATCCAAGAAAAGATGGGAGGCCTGCTGCCGTTTAATCTCTCTCT
'cl':g;'lc':g:—'?CTCTCTTAACTAATCGGCGACGAATAATGGCGGATTAGAACGATCTTATGG
XZ'IC':?CGTGGAAGCTGCAAGTGATGCTGCTCGTGTTGTTGAATGTAAGCATGTATGA
-IA(;EEETCTTAGGTAGGCCCCGGTCTAGGCTGAAGAATTGTCCCGGATGAATTTTAAC



s:&:ﬁ: _JJ: ﬁaJ ﬂj

INSTITUTO DE ESTUDOS E PESQUISAS

AGTGCTTTGTAAAGAATCTAAAGATAGATCGTGAATTGGGTATTGAGATCGCCAGC
CAGT
GCTTTTAATGATGTTTCC

O CAMUEST ¢é uma biblioteca de ESTs construidas a partir do sequenciamento de
MRNA de fruto de camu-camu. As sequéncias de ESTs identificadas neste banco
foram depositadas no banco de ESTs por Santo (2006). Esta biblioteca tem sido
consultada para a identificacdo da rota do &cido ascorbico e para obtencdo de genes
completos desta importante via metabdlica (SANTOS, 2006). Estas sequéncias
também estdo disponiveis para a obtencdo de microssatélites EST.

Os microssatélites génicos ou denominados também de EST-SSRs sé&o
atualmente muito utilizados nas plantas. EST-SSRs sé@o provenientes de sequéncias
gendmicas expressas (“Expressed Sequence Tags”) as quais sdo sequéncias obtidas
a partir do sequenciamento de mRNA. Como o mRNA contém as informagfes para a
codificacdo das proteinas, estes marcadores estdo relacionados com a funcdo do
gene ou produto proteico (RUSSELL, 1992).

Os marcadores EST-SSRs identificam diretamente as variagbes nas regides
transcritas do genoma, eles podem fornecer informagédo quanto a genética funcional
do individuo (FRASER et al., 2003). Sdo marcadores do tipo I, isto é, quando se
conhece a fungdo do gene através da amplificagdo do seu cDNA (DNA complementar)
convertido a partir do mRNA extraido. Desta maneira esses marcadores sdo Uteis na
selecdo de genes de interesse ou candidatos, principalmente em estudo de
melhoramento genético, biodiversidade e mapeamento genético (VASEMAGI et al,
2005).

Os ESTs foram originalmente utilizados para identificacdo de genes, descobriu-se
posteriormente que sdo extremamente Uteis como ferramentas de mapeamento de
genoma (AYERS, 1997).

Segundo Rojas (2007), estudos com os marcadores EST-SSRs sdo Uteis para
estimar a relacao genética entre os individuos de uma populagéo ou entre populacdes
e, a0 mesmo tempo sao utilizados para analise da diversidade funcional em relacdo a
variagdo adaptativa do organismo. Em relacdo a diversidade funcional, os EST-SSRs
presentes nas regides transcritas podem influenciar na expressdo génica ou no

produto génico. Em estudos com arroz, a variacdo no (GA) e (CT) na regido 5UTR

do “waxy gen” (gene do 6leo) foi correlacionado com o conteudo de amilase nos gréos

(AYERS et al., 1997), o mesmo observado para o milho.
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Um problema com marcadores EST-SSRs na estimacdo de parametros
genéticos de populacdes € a selecdo dos loci que estao relacionados com genes, 0s
quais podem afetar o polimorfismo destes marcadores, pois estdo sob acgdo de
selecéo.

Segundo estudo de Wang et al. (2005), os problemas que existem na
amplificacdo dos marcadores EST-SSR, em muitas espécies, sdo por varias razdes: i)
o “primer” do EST-SSR pode se estender no “splice site” (zona de unido de exons e
introns); ii) a presenca de introns extensos nas sequéncias gendmicas; e iii) pelo uso
de sequéncias questionaveis. Portanto, para minimizar estes problemas € preciso
realizar uma selegdo apropriada da regido flanqueadoras dos “primers” para que a

amplificacdo dos fragmentos alvos seja de boa qualidade.
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5. CONCLUSAO

A meta de amplificacdo dos marcadores EST-SSR, com o0s seis primers
selecionados para as 30 amostras de camu-camu deste estudo, foi atingida com éxito
concluindo-se assim a etapa de obtencdo dos fragmentos para seguir em direcdo a
etapa final isto é, o sequenciamento (genotipagem), a partir do qual se obtera a
analises da estrutura genética da populacdo das plantas de Myrciaria dubia sob
estudo.
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