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Artículo científ ico Diversidade genética em acessos 
do banco de germoplasma de 
camu-camu (Myrciaria dubia 
[H.B.K.] McVaugh) do INPA usando 
marcadores microssatélites (EST-SSR)

Salvador Rojas1, Yuyama K. Clement Ch.2, Eduardo Ossamu Nagao3

R E S U M O

O conhecimento da diversidade genética das espécies amazônicas é 
de grande importância para a domesticação e melhoramento das cul-
turas. Uma das grandes dificuldades em espécies não domesticadas 
como o camu-camu é a falta de informação sobre a sua variabilidade 
genética. Devido ao potencial econômico do camu-camu por sua alta 
produção de vitamina C, foi realizado o presente trabalho, o qual tem 
como objetivo estimar a variabilidade genética de 139 acessos de camu-
camu oriundos de 17 populações de diferentes rios da Amazônia bra-
sileira, conservados no banco de germoplasma (BAG) de camu-camu 
do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia INPA na cidade de 
Manaus, utilizando marcadores EST-SSR. Oito loci de EST-SSR detec-
taram um total de 102 alelos com uma média de 12,87 alelos por loco. 
Os resultados mostram altos níveis de diversidade para todos os loci 
com uma média de heterozigosidade esperada (He) de 0,797 e heterozi-
gosidade total (Ht) de 0,502. As populações apresentaram altos valores 
de endogamia, o que sugere déficit de heterozigotos como observado 
pelos baixos valores de Heterozigosidade observada (Ho), provavelmen-
te devido ao isolamento das populações e as distâncias entre elas, o 
que limita o fluxo gênico favorecendo a endogamia. O valor de diferen-
ciação genética (FST) foi alto 0,21 indicando uma alta variabilidade entre 
as populações. As medidas baseadas nas freqüências alélicas, amostra-
ram uma maior variabilidade dentro das populações (80,3%) que entre 
as populações (19,7%). Através das distâncias genéticas entre as popu-
lações foi encontrada uma grande variação entre os acessos provenien-
tes de populações de Rondônia (Jarú) e os provenientes de Amazonas 
(Pirarucu e Tarumã) e Roraima (Urubu). No ordenamento pelo método 
UPGMA, observou-se a formação de dois grupos principais e cinco 
sub-grupos os quais estão relacionados geograficamente. Os resultados 
revelaram a utilidade dos marcadores EST-SSR nos estudos de diversi-
dade genética entre acessos do camu-camu. Estes resultados serão úteis 
no planejamento de novas coletas e conservação do BAG, no analise de 
variabilidade de populações, assim como no direcionamento de cru-
zamentos através da escolha de genótipos geneticamente divergentes, 
o que contribuirá às atividades de melhoramento de camu-camu nos 
paises amazônicos.

Palavras chaves: recurso genético, marcador molecular, população, 
variação genética, endogamia.

Diversidad genética de accesiones del banco 
de germoplasma de camu-camu (Myrciaria 
dubia [H.B.K.] McVaugh) de INPA utilizando 
marcadores microsatélites (EST-SSR)

R E S U M E N

El conocimiento de la diversidad genética de las especies amazónicas es 
de gran importancia para la domesticación y el mejoramiento de estos 
cultivos. Una de las grandes dificultades con estas especies no domes-
ticadas como el camu-camu es la carencia de la información sobre su 
variabilidad genética. Debido al potencial económico del camu-camu 

Genetic diversity of the INPA  
germoplasm bank of camu-camu  

(Myrciaria dubia [H.B.K.] McVaugh) using 
microsatellites markers (EST-SSR)

A B S T R A C T

The knowledge of genetic diversity in Amazonian species is of 
great importance for domestication and breeding purposes. A great 

difficulty with non-domesticated species such as “camu-camu” 
is the lack of information about their genetic variability. Due to 

the economic potential of camu-camu, a fruit with a high level of 
vitamin C production, the aim of this study was to estimate the 

genetic diversity using the molecular markers EST-SSR, to study  the 
genetic variability of 139 accessions from 17 “camu-camu” materiales 

from different rivers in the Brazilian's Amazon region, preserved at 
the INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia Brasilera) 

Active Germoplasm Bank (BAG) of “camu-camu” in Manaus. Eight 
of the EST-SSR polimorfic loci used had 102 alleles detected with 

an average of 12.87 alleles per locus. The results show high levels of 
diversity for all loci with an average expected heterocygocity (He) 
of 0.797 and a total heterocygocity (Ht) value of 0.502. Populations 

had high inbreeding values, suggesting a heterocigotes deficiency as 
observed by the heterocigocity (Ho), perhaps as result of the great 
distance and isolation among populations, which limits gene flow 

and favors inbreeding. A high genetic differentiation value (FST) of 
0.21, indicates high variability among populations. Measures based on 

the alleles frequency, showed a larger variability within populations 
(80.3%) than among populations (19.7%). Genetic distances between 

populations showed high differences within accessions coming from 
Rondonia (Jaru) and those from Amazonas (and Pirarucu Tarumã) 

and Roraima (Urubu). The dendogram made by the UPGMA method, 
showed two major groups and five subgroups related geographically. 

Results proved EST-SSR marker's utility in genetic diversity studies 
among BAG of camu-camu. These results will be useful in planning 
new collections, germplasm conservation and population variability 
analysis, as well as directional crossover using divergent genotypes; 

which will contribute to camu-camu breeding in Amazonian countries.
Keywords: genetic resources, genetic markers, 

population, genetic variation, inbreeding.
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por su alta producción de la vitamina C, el objetivo del presente estu-
dio fue estimar la diversidad genética utilizando marcadores molecu-
lares EST-SSR, de 139 accesiones provenientes de 17 poblaciones de 
camu-camu de diversos ríos de la amazonía Brasileña y conservados 
en el banco activo de germoplasma (BAG) de camu-camu del Instituto 
Nacional de Investigaciones de la Amazonía Brasileña INPA de la ciu-
dad de Manaus. Los ocho loci polimórficos EST-SSR utilizados detec-
taron un total de 102 alelos con un promedio de 12,87 alelos por locus. 
Los resultados muestran altos niveles de diversidad para todos los loci 
con un promedio de heterocigosidad esperada (He) de 0,797 y un valor 
de heterocigosidad total (Ht) de 0,502. Las poblaciones presentaron 
altos valores de endogamia, lo qué sugiere un déficit de heterocigotos 
como se observó en los valores bajos de heterocigosis observada (Ho), 
probablemente debido al aislamiento de las poblaciones y las distancias 
entre ellas, lo qué limita el flujo del génico favoreciendo la endogamia. 
El valor de diferenciación genética (FST) fue alto 0,21 lo que indica 
una alta variabilidad entre las poblaciones. Las medidas basadas en 
las frecuencias de los alelos, demuestran una variabilidad más grande 
dentro de las poblaciones (80,3%) que entre las poblaciones (19,7%). 
Con las distancias genéticas entre las poblaciones fue encontrada una 
gran variación entre las accesiones que procedían de poblaciones de 
Rondonia (Jarú) y las provenientes de Amazonas (Pirarucu y Tarumã) 
y Roraima (Urubu). En el dendrograma hecho por el método UPGMA, 
se observó la formación de dos grupos principales y cinco subgrupos 
que se relacionan geográficamente. Los resultados revelaron la utili-
dad del EST-SSR en los estudios de la diversidad genética entre las 
accesiones del BAG de camu-camu. Estos resultados serán útiles en el 
planeamiento de nuevas colectas y la conservación de germoplasma, en 
análisis de variabilidad de poblaciones, así como en el direccionamien-
to de cruces utilizando genotipos divergentes, qué contribuirá a las 
actividades de la mejora del camu-camu en los países de la amazonía.

Palabras clave: recursos genéticos, marcadores moleculares, población, 
variación genética, endogamia.

I N T R O D U Ç Ã O

O camu-camu é classificado como uma espécie não 
domesticada usada pelas populações indígenas e locais 
do Peru e Brasil em forma extrativista a partir de plantas 
crescendo naturalmente nas 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 100 g de polpa). Atualmente 
a produção é destinada para os mercados locais do Bra-
sil 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 
informações sobre variação genética a nível molecular que 
ajudem o processo de melhoramento na obtenção de cul-
tivares com caracteres selecionados para suprir as deman-
das futuras de fruta. 

Em países como Colômbia, Peru e Brasil nos últimos anos 
criaram-se coleções de germoplasma, para a conservação 
e uso da variabilidade genética do camu-camu. No Bra-
sil, o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) 
Manaus-AM, iniciou atividades de coleta para a criação 
do banco ativo de germoplasma (BAG) a partir de acessos 
provenientes de populações de diferentes rios onde cresce 
naturalmente o camu-camu. Atualmente, o BAG tem 139 
acessos, os quais estão sendo utilizados para a conservação 

da variabilidade genética e avaliações preliminares de 
caracteres importantes de produção em alguns acessos 
(Caliri, 2002). As avaliações de caracteres morfológicos 
têm demonstrado grandes diferenças nas características 
de crescimento e produção dos acessos (Yuyama et al., 
2003). Recentemente, Teixeira et al. (2004) avaliaram três 
populações de camu-camu (Uatumã, Iquitos e Boa Vista) 
e observaram variação genética entre as sub-populações 
estudadas utilizando marcadores isoenzimáticos. Nes-
te caso, estudos moleculares envolvendo populações de 
camu-camu de diferentes áreas geográficas poderiam 
detectar possíveis padrões de variação genética entre as 
populações associadas às diferentes regiões da Amazônia. 

Hoje, os marcadores moleculares são as ferramentas mais 
utilizadas para este fim, pois apresentam vantagens sobre 
os marcadores morfológicos, devido detectarem o poli-
morfismo ao nível do genótipo, e serem independentes 
dos efeitos ambientais e o estagio fisiológico da planta. 
Desses marcadores, os microssatélites ou SSR (Simple Se-
quence Repeat) são ideais para a análise genética em plan-
tas devido sua disponibilidade e abundância ao longo do 
genoma, serem de natureza polimórfica, co-dominantes 
e detectados pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 
(Reddy et al., 2001). 

No caso de camu-camu, não existem estudos moleculares 
usando microsatellites, no entanto, os marcadores SSR têm 
sido usados com sucesso em diferentes estudos genéticos 
em Myrtaceas, tais como melaleuca (Melaluca alternifolia), 
eucalipto (Eucalyptus grandis) e goiba (Psidium guajava) 
(Rossetto et al., 1999; Kirst et al., 2004; Sanabria et al., 2006). 
Os EST-SSR são um tipo de microsatélites provenientes de 
áreas mais conservadas do genoma e portanto podem ser 
obtidos livremente de EST da mesma espécies ou trans-
feridos de outras espécies e podem ser aplicados na ge-
nômica funcional, mapeamento genético, analise de QTL 
e análise de biodiversidade. Os EST-SSR são menos poli-
mórficos que os SSR genômicos, são amplamente usados 
para estudos de estimação de diversidade, principalmente 
pelos baixos custos e a possibilidade de ser transferidos a 
outras espécies. Tem sido usado em espécies como melão 
(Cucumis melo), samambaia (Athyrium distentifolium), algo-
dão (Gossypium arboreum) e tomate (Solanum lycopersicum) 
(Gonzalo et al., 2005; Woodhead et al., 2005; Qureshi et al., 
2004). Em alguns casos detectam alto polimorfismo como 
nas espécies de Actinidia sp. e batata silvestre (Ipomoea tri-
fida) (Fraser et al., 2003; Hu et al., 2004). 

As variações nas características de produção da planta 
observadas no BAG podem ser estudadas com os EST-
-SSR para detectar os níveis de variabilidade e a distri-
buição desta variação entre os acessos e suas populações 
de origem. Portanto, o presente trabalho teve como ob-
jetivo utilizar estes marcadores para estimar a variabi-
lidade genética dos acessos de camu-camu do BAG do 
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INPA, gerando informações para o manejo e conservação 
da diversidade da espécie, a orientação de novas coletas, 
a redução da quantidade de material genético duplica-
do. Além disso, estes resultados subsidiarão as futuras 
atividades de melhoramento como seleção de parentais 
distantes, na busca de cultivares mais produtivos, com 
características de qualidade que satisfaçam às demandas 
do setor produtivo.

M A T E R I A I S  E  M É T O D O S

Material vegetal e extração de DNA 

Para este trabalho foram utilizados 139 acessos de camu-
-camu, coletados nos últimos 10 anos em 17 populações de 
diferentes rios da Amazônia (Figure 1). Cada população 
esta representada por um número diferente de acessos e 
cada acesso possui cinco plantas, as quais são conservadas 
no BAG de camu-camu de INPA em Manaus Amazonas 
Brasil em dois lugares: na Estação Experimental de Horta-
liças do INPA, localizada no km 14 da AM-010; e na Esta-
ção Experimental de Fruticultura do INPA, localizada no 
km 40 da BR-174 (Tabela 1).

Figura 1. Áreas de coleta (pontos vermelhos) dos acessos de camu-camu nos rios da amazônia.

Tabela 1. Origem dos acessos da população no banco ativo de 
germoplasma (BAG) de camu-camu Instituto Nacional de Pesquisas da 
Amazônia (INPA), Manaus, Brasil.

Estado População N

Rondônia

Candeias 17

Jaru 5

Machado 6

Urupá 4

Jamari 4

Madeira 5

Fontera Peru –Brasil
Iquitos 6

Javari 5

Pará
Trombetas 4

Marabá 6

Amazonas

Acari 5

Pirara 5

Pirarucu 3

Tarumã 5

Uatuman 35

Roraima
Urubu 11

Caume 13
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Para a obtenção de DNA, folhas jovens de uma planta 
por cada acesso foram coletadas e armazenadas para se-
rem usadas na extração. A extração de DNA foi realizada 
a partir de 100 mg de folhas jovens, macerando-se com 
nitrogênio líquido, usando o protocolo CTAB 2% descri-
to por Doyle y Doyle (1990), com algumas modificações. 
Após a extração, o DNA foi quantificado em gel de agaro-
se 0,9% corado com brometo de etídio.

Amplificação dos loci microsatelites

Oito “primers” microssatélites-EST codominantes de ca-
mu-camu, desenvolvidos por Rojas et al. (2008), foram 
utilizados para detecção de polimorfismo por reação de 
PCR. Adicionou-se a extremidade 5’ do “primer forward” 
de cada lócus a seqüência M13 (5’ TGTAAAACGACGG-
CCAGT 3’), e uma outra seqüência M13 foi marcada com 
fluorocromo específico (6-FAM ou HEX), segundo o pro-
tocolo de Schuelke (2000) com algumas modificações.

A reação de PCR foi conduzida utilizando-se um volume 
total de 10 μL, contendo: 1 μL de tampão 10X (TrisHCl 100 
mM, KCl 500 mM, pH 8,4), 1 μL dNTP (2,5 μM), 1 μL de 
MgCl2 (25 mM), 0,25 μL primer forward M13 (5 μM), 0,25 
μL primer forward M13 marcado com fluorocromo Hex (5 
μM), 0,5 μL primer reverse (5 μM), 1,5 U Taq DNA Polyme-
rase (Biotools, Espana), e 4,0 μL de de DNA (15 ng μL-1). 
As amplificações foram realizadas em termociclador Mas-
tercycling Gradient Eppendorf, seguindo o programa: um 
ciclo de 94oC por 2 minutos, seguido de 25 ciclos de 94oC 
por 10 s, temperatura de anelamento do primer Ta por 20 
s, e 72oC por 30 s, depois um ciclo de 72oC por 10 minutos, 
seguido de 20 ciclos de 94oC por 10 s, 50oC por 10 s, e 72oC 
por 30 s e uma extensão a 72°C por 30 minutos. Os produ-
tos de PCR gerados foram visualizados em seqüenciador 
automático (Mega Bace 1000, GE Healthcare, England). A 
estimativa do tamanho dos alelos (em pares de bases) foi 
realizada com o programa Fragment Profiler (GE Health-
care, England), auxiliado pelo marcador de peso molecu-
lar (Size Standard) ET-400-ROX (GE Healthcare, England).

Análise genética dos dados

Com base nos dados de genotipagem foram estimados: 
número de alelos (A), alelos privados (P), Alelos por po-
pulação no BAG (At) e Alelos por acesso dentro de cada 
população (Ai). Também foram calculadas as freqüências 
alélicas por lócus e por populações, com o programa CON-
VERT (Glaubitz, 2004) e GDA (Lewis y Zaykin, 1999). 

Os alelos foram classificados em comuns e raros quando 
suas freqüências foram maiores de 5%, ou menores de 5%, 
respectivamente. Também foram classificados pela sua 
presença nas 17 populações em privados (aquele alelo que 

só existe em uma população), esporádico (que aparece 
entre duas a seis populações), e difundido (presente em 
mais de sete populações), similar ao esquema de Marshall 
y Brown (1975). 	

As heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho) e o 
coeficiente de endogamia (f) foram calculadas para cada 
locus e para cada população com o programa GDA (Lewis 
y Zaykin, 1999). 

Para determinar a estrutura genética molecular entre os 
acessos dentro e entre populações, foram utilizados os 
parâmetros de F (Wright, 1951), FST estimativa de diver-
gência entre populações, FIS e FIT estimativa de excesso de 
heterozigotos (< 0) e deficiência (> 0) dentro de cada po-
pulação e no conjunto de populações (Weir y Cockerman, 
1984), respectivamente foram calculados com os progra-
mas GDA (Lewis y Zaykin, 1999) e Arlequin v.3.01 (Exco-
ffier et al., 2005). Também foi determinado outro análogo 
do FST o RST (Slatkin, 1995) e o Nm número de migrantes 
por geração, para estes cálculos foi usado o programa RS-
TCALC 2.2 (Goodman, 1997). Igualmente uma análise hie-
rárquica da variância molecular (AMOVA, Michalakis y 
Excoffier, 1996) foi efetuada, usando o programa Arlequin 
v.3.01 (Excoffier et al., 2005), para determinar a porcenta-
gem de variação entre e dentro das populações e acessos.

Para verificar as divergências entre acessos e populações, 
foram calculadas as distâncias genéticas a partir das fre-
qüências alélicas observadas de cada loco (D) (Nei, 1978) 
utilizando o programa GDA (Lewis y Zaykin, 1999). Tam-
bém foi estimada distância de alelos compartilhados (DAS) 
(Chakraborty y Jin, 1993) entre populações e acessos com 
auxilio do programa Populations 1.2.28 (Langella, 2002). 

As populações e acessos foram agrupadas pelo método 
UPGMA usando o programa GDA (Lewis y Zaykin, 1999), 
foram construídos a partir das distâncias genética de Nei 
(1978): um dendrograma multi-loci e um dendrograma 
para cada locus. Testou-se a significância de correlação e 
a curva de regressão entre as matrizes de distâncias gené-
ticas e as distâncias geográficas, medidas pelos rios e em 
línea reta.

R E S U L T A D O S  E  D I S C U S S Ã O

Diversidade dos Loci

Os oito loci EST-SSR detectaram um total de 102 alelos nos 
139 acessos, com uma média de 12,8 alelos por loci (Tabela 
2). O polimorfismo foi observado em todos os loci com o 
número de alelos variando de sete (locus MDI003) a 21 (ló-
cus MDI0015) alelos. A alta proporção de loci polimórficos 
indicam que os EST-SSR usados podem detectar variação 
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Tabela 2. Índices de diversidade genética, coeficiente de endogamia, e diferenciação genética de oito loci EST-SSR em 139 acessos camu-camu 
mantidos banco ativo de germoplasma de INPA.

LÓCUS N A He HO FIS FIT FST GST RST f
MDI003 139 7 0,791 0,496 0,230 0,406 0,228 0,31 0,309 0,377
MDI004 139 8 0,691 0,464 0,176 0,349 0,210 0,298 0,043 0,329
MDI006 139 14 0,793 0,266 0,607 0,678 0,179 0,311 0,548 0,665
MDI007 139 11 0,757 0,302 0,511 0,619 0,221 0,224 0,316 0,601
MDI009 139 19 0,903 0,539 0,343 0,419 0,116 0,245 0,249 0,403
MDI0010 139 11 0,811 0,374 0,455 0,558 0,189 0,292 0,301 0,539
MDI0013 139 11 0,735 0,352 0,355 0,549 0,300 0,369 0,076 0,521
MDI0015 139 21 0,892 0,478 0,327 0,492 0,245 0,322 0,442 0,464
Meia   12,75 0,797 0,409 0,377 0,502 0,210 0,308 0,285 0,488
Total 102

N - Numero de indivíduos, A - Numero de alelos; He - Heterozigosidade esperada; Ho - Heterozigosidade observada; Fis - Diversidade genética dentro da população; Fit - Diversidade genética entre indivíduos, Fst Gst e Rst 
Diversidade genética entre as 17 populações, f – Índice de fixação ou endogamia de Weir e Cockerham (1984).

Figura 2. Histogramas de distribuição das freqüências alélicas (p) de oito loci EST-SSR em 139 acessos de camu-camu do banco ativo de 
germoplasma de INPA.
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alélica entre os acessos de camu-camu. Não existem mui-
tos dados de EST-SSR em Myrtaceas, mas comparando 
com uso de SSR, os quais são considerados mais polimór-
ficos, estes EST-SSR de camu-camu mostraram-se igual 
e em algumas casos maior polimorfismo que em outras 
Myrtaceas. Em Calotahamus sp., os SSR testados tiveram 
uma média similar ao do camu-camu 12,7 (Elliott y Byrne, 
2005) e em espécies domesticadas como P. guajava este va-
lor foi de 4,5 alelos por loci (Risterucci et al., 2005). 

Este alto polimorfismo dos EST-SSR de camu-camu pode 
ser explicado pela amplitude geográfica das áreas de cole-
ta na Amazônia e pelo baixo nível de domesticação e me-
lhoramento de esta espécie. Como é descrito para outras 
espécies silvestres ou menos domesticadas como e I. trifida 
e Actinidia sp. (Hu et al., 2004; Fraser et al., 2003).

As distribuições das freqüências alélicas variaram entre 
os loci (Figura 2). Os loci MDI004 e MDI0013 tiveram uma 
distribuição menos uniforme, indicando maior freqüên-
cia de uns poucos alelos. Nos outros loci as freqüências 
foram mais bem distribuídas sempre predominando 2 a 
3 alelos por cada locus. Os locos MDI009, e MDI 0015 ti-
veram a melhor distribuição dos alelos. Este alto número 
de alelos e a uniforme distribuição das freqüências entre 
0,05 e 0,43 podem influir nos altos valores de He encontra-
dos nestes loci. As freqüências dos 102 alelos, 93% tiveram 
uma freqüência entre 0,05 e 0,43 (Tabela 3). Em eucalipto 
as freqüências alélicas foram menores de 0,30 com relativa 
homogeneidade, resultando também numa alta Heterozi-
gosidade (Brondani et al.,1998). 

De acordo à presença dos alelos nas populações, 22% fo-
ram privados (pertencentes uma única população), 45% 
foram esporádicos, e 33% foram difundidos (Tabela 3). O 
número de alelos privados totais foi de 23, as populações 
de Uatumã e Marabá tiveram 6 e 4 alelos privados, res-
pectivamente. Apesar de serem mais conservados, os EST-
-SSR detectaram um alta quantidade de alelos privados, 
os quais, por estar em 10 das 17 populações e geralmente 
em baixas freqüências, têm maior risco de perda, portanto 
devem ser monitorados no BAG, porque podem represen-
tar algum tipo de endemismo das populações presentes 
no BAG. A presença destes alelos privados em algumas 

populações de camu-camu pode estar relacionada com 
algum grado de evolução ou adaptação a ambientes o 
que no futuro poderia gerar estrutura genética diferentes 
destas populações. A alta quantidade de alelos privados 
encontrados na pupunha (Bactris gasipaes) sugere uma re-
lação com as altas taxas de mutação deste marcador (Cole 
et al., 2007). 

As Heterozigosidade esperadas (He) foram altas para 
a maioria dos loci EST-SSR, variando de 0,691 (lócus 
MDI004) a 0,903 (lócus MDI009), com uma média de 
0,794, indicando uma probabilidade de 79,4% de detectar 
2 alelos diferentes nos acessos do banco de germoplasma. 
Utilizando SSR em goiaba (P. guaiava) este valor de 0,43 
foi considerado alto (Sanabria et al., 2006), em Calothamus 
quadrifidus, a He foi similar ao camu-camu com valores en-
tre 0,51 e 0,93, e em eucalipto a média foi um pouco maior 
com 0,86 (Elliott y Byrne, 2005; Kirst et al., 2004).

Os valores de heterozigosidade observada (Ho) variaram 
de 0,26 a 0,53, sendo inferiores a He em todos os loci, indi-
cando deficiência de heterozigotos (Tabela 1). Todos os loci 
apresentaram coeficientes de endogamia (f) altos, varian-
do de 0,32 (MDI004) a 0,66 (MDI006), sendo significativa-
mente diferentes de zero (P≤0,01) e indicando deficiência 
de heterozigotos, como demonstrado pelos valores de Ho. 
Na pupunha índices de endogamia altos 0,50 são expli-
cados pela significativa endogamia biparental detectada e 
pela seleção humana, dado a abundância de parentes em 
uma área pequena e ainda pela prática de plantar meio 
irmãos nas roças (Rodrigues, 2007). É de ressaltar que pelo 
fato de loci microsatelites sofrerem altas taxas de mutação, 
os valores de f podem estar superestimados. Assim em 
amostras pequenas é quase impossível coletar todos os 
possíveis genótipos de cada um dos loci resultando nesta 
super-estimação (Collevatti et al., 2001). Em outros casos 
estes altos valores podem ser explicados pela presença 
de alelos nulos, e de uma sub-estruturação reprodutiva 
da população (efeito «Wahlund») (Nei, 1978), ou também 
pode ser atribuído a um sistema parcial de autofecunda-
ção (Rossetto et al., 1999). 

Neste caso, os altos valores de endogamia encontrados, 
descartando-se a presença de alelos nulos nas populações, 
podem ser devido a duas causas: a) que os loci EST-SSR 
estejam relacionados com genes expostos a pressão de se-
leção natural ou humana; b) que os acessos sejam produto 
de cruzamento entre indivíduos aparentados. Esta última 
pode ter ocorrido nas populações onde, por condições di-
fíceis de coleta, foram selecionadas sementes de àrvores 
próximas. Epperson y Chung (2001) verificaram em Pinus 
strobus (Pinaceae), que o fluxo gênico entre indivíduos 
dentro das populações enquadra-se no modelo de isola-
mento por distância, a espécie possui restrito fluxo gênico 

Tabela 3. Classificação do numero de alelos de acordo com sua 
freqüência e distribuição entre os 139 acessos de populações de camu-
camu mantidos no banco ativo de germoplasma BAG pelo INPA com oito 
loci microssatélites. 

Comum (> 0,05) Raro (<0,05) Numero total
Privado 16 7 23
Esporádico 46 0 46
Difundidos 34 0 34
Total 96 7 103
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e a estrutura espacial sugere ser decorrente da depressão 
por endogamia devido a cruzamentos biparentais entre 
indivíduos mais próximos. Este fato pode estar acontecen-
do nas populações naturais de camu-camu nos diferentes 
rios onde foram feitas as coletas, visto que estas são áreas 
isoladas geograficamente. 

Variação entre e dentro das populações

Com exceção de Iquitos, Jamari e Urubu que apresentaram 
87,5% de loci polimórficos, todos os loci foram polimórfi-
cos. O número de alelos para todos os loci variou entre 
as populações sendo maior em Uatumã com 64 alelos e 
menor em Jaru com 16 (Tabela 4). O número de alelos por 
acesso (Ai) foi maior para as populações Urupá e Marabá, 
com 8,74 e 7,33 alelos (Tabela 4). A riqueza alélica destas 
populações é importante na conservação, onde é possível 
manter uma maior diversidade com poucas plantas que 
tenham a maior quantidade de alelos possíveis. As popu-
lações de Uatumã e Candeias, que têm o maior número de 
acessos, tiveram o menor número de alelos por acesso 1,86 
e 2,10 respectivamente.

A Heterozigosidade esperada para as populações teve mé-
dia de 0,61, sendo maior em Marabá e Urupá, e menor em 
Jaru e Urubu, possivelmente devido a pouca quantidade 
de alelos encontrada nestas últimas populações (Tabela 4). 
Os valores aqui encontrados foram menores que os obser-
vados com SSR em acessos de Myrtaceas como Melaleuca 
sp., Eucaliptus urophylla e E. grandis, onde foram detecta-
dos valores acima de 0,7 (Rossetto et al., 1999; Brondani et 

al., 1998). Isto pode ser explicado pelo maior polimorfismo 
detectado nos loci SSR e uma amostragem usada nesses 
estudos.

As heterozigosidades observadas foram maiores nas po-
pulações de Marabá e Acari e menor para Urubu, Can-
deias e Jaru (Tabela 4), sendo em todas as populações 
inferiores a He.

Em outras Myrtaceas como Melaleuca sp., também foi en-
contrado que das populações analisadas 85% apresenta-
ram menor valor de Ho (Rossetto et al., 1999). Em eucalipto 
esta reduzida Ho comparada com He pode ser devido a 
uma forma parcial de autopolinização descrita para esta 
espécie (Brondani et al., 1998).

Os coeficientes de endogamia (f) foram significativamente 
diferentes de zero e variaram entre as populações, sendo 
maior em Candeias e menor em Pirarucu (Tabela 4), de-
monstrando deficiência de heterozigotos. Estes valores 
altos de endogamia podem ser devido a problemas descri-
tos anteriormente nos loci, relacionados com a coleta dos 
acessos de árvores muito próximas e o cruzamento restri-
to à poucos indivíduos em algumas populações pequenas 
e isoladas geograficamente.

A análise da variância molecular (AMOVA) detectou que 
80,3% do total da variação foi encontrada dentro das popu-
lações e 19,7 % entre as populações, com valores significa-
tivos (P≤0,001). A proporção entre as populações é similar 
às estimativas de FST (0,21) e GST (0,308) demonstrando a 

Tabela 4. Estimativa com oito loci microssatélites de camu-camu em banco ativo de germoplasma (BAG) pelo INPA. 

Populações N At Ai P He Ho f

1 Candeias 17 42 2,10 2 0,59 0,18 0,69

2 Caume 13 54 2,62 0,60 0,27 0,56

3 Iquitos 6 24 4,00 0,48 0,35 0,28

4 Javari 5 27 5,39 1 0,63 0,52 0,19

5 Jaru 5 16 3,20 0,30 0,15 0,53

6 Machado 6 34 5,67 2 0,66 0,37 0,45

7 Urupá 4 35 8,74 1 0,79 0,59 0,28

8 Jamari 4 21 5,24 2 0,51 0,4 0,24

9 Madeira 5 35 6,99 1 0,69 0,47 0,34

10 Marabá 6 44 7,33 4 0,83 0,68 0,18

11 Acari 5 34 6,80 0,76 0,65 0,16

12 Pirara 5 21 4,19 0,51 0,40 0,24

13 Pirarucu 3 18 6,00 0,47 0,41 0,15

14 Taruma 5 38 7,60 2 0,77 0,62 0,21

15 Trombetas 4 26 6,50 0,72 0,56 0,24

16 Uatuman 35 64 1,86 6 0,77 0,51 0,33

17 Urubu 11 24 2,00 2 0,35 0,18 0,50

23 0,61 0,43 0,32

N - numero acessos por população; At- Numero de alelos totais na população; Ai – Numero de alelos por acesso; P- Numero de alelos privados; He- Heterozigosidade esperada; Ho  Heterozigosidade observada; f-  índice de 
fixação.
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estrutura genética entre as populações. Esta proporção de 
variabilidade dentro dos acessos foi similar a outras Myr-
taceas como na Melaleuca com 93%, Eugenia uniflora com 
78,9% e goiaba 64,5% (Rossetto et al.,1999; Salgueiro et al., 
2004; Sanabria et al., 2006). 

A divergência genética (FST) estimada pelas freqüências 
alélicas entre as 17 populações foi 0,21 (Tabela 1), valor 
considerado alto entre 0,15 e 0,25 (IPGRI y Cornell Uni-
versity, 2004). Os valores altos de FST dos loci MDI0013 
e MDI0015 (0,3 e 0,24) indicam que esses loci podem ser 
úteis para discriminar populações de camu-camu de dife-
rentes regiões geográficas. Esta diferenciação genética cal-
culada foi também alta com as estimativas de GST = 0,308. 
Algumas das divergências genéticas nos casos de micros-
satélites incorporam o processo mutacional, assumindo 
que a diferença entre o número de repetições de dois SSR 
é proporcional ao momento de divergência de um ances-
tral comum. Essa distância “stepwise” medida pelo (RST) 
foi 0,285 (P=0,000) e o valor de número de migrantes (Nm) 
foi 0,624. Em E. dysenterica se relata um alto valor encon-
trado da estimativa de FST (0,25) e um baixo fluxo gênico 
(Nm = 0,75), o que sugere que este fluxo é restrito a uma 
área e não tem sido suficiente para contrapor os efeitos da 
deriva genética nessa espécie (Zuchi et al., 2004). Em cupu-
açu foi encontrado um valor alto FST (0,36), decorrente com 
os processos de diferenciação das populações naturais ali 
estudadas (Alves, 2002). Em Eugenia uniflora e outras ar-
bóreas existe uma alta variação entre populações, isso se 
explica em alguns casos pela limitada dispersão do pólen 
e sementes (Salgueiro et al., 2004). No caso de camu-camu 
os frutos podem ser transportados pelos rios e por peixes, 
mas ainda não é conhecido este sistema de dispersão de 
semente entre estas populações; portanto, o isolamento 

por distância das populações de camu-camu incluídas no 
BAG dificulta a movimentação dos dispersores de pólen e 
sementes, o que pode provocar a deriva ou perda de alelos 
e a redução do fluxo gênico entre estas populações.

O índice de fixação para a espécie como um todo (FIT) 
foi 0,502 (Tabela 1), ou seja, existe uma probabilidade de 
50,2% de que um dos alelos de um individuo do BAG se-
jam iguais. Este valor de FIT varia entre 0,349 e 0,678, in-
dicando uma taxa variável de endogamia da espécie em 
todas as populações estudadas. O índice de fixação dos 
acessos dentro de cada uma das 17 populações (FIS) foi 
0,377 (Tabela 3), o que está relacionado com o excesso de 
homozigotos, ou seja, 37,4% dos cruzamentos dentro das 
populações podem ser endogâmicos possivelmente por 
cruzamentos entre parentes dentro de cada população.

Relação genética entre acessos

As distâncias genéticas D de Nei 1978 variaram de 0,02 
a 2,78. A menor distância foi entre as populações Macha-
do com Urupá (0,02). As maiores distâncias foram entre 
a população Jaru com as populações Pirarucu, Urubu e 
Tarumã (2,78; 2,61 e 2,05). Na goiaba as distâncias D entre 
acessos foram menor que as de camu-camu com variações 
mínimo 0,071 e maximo 0,291 (Sanabria et al., 2006) devido 
a pequena distância das áreas de coleta dos acessos desta 
espécie. As populações com maiores distâncias foram as 
coletados em Rondônia com aqueles de Amazonas e Ro-
raima. Portanto essas populações contêm acessos que po-
dem ser usados como progenitores em cruzamentos que 
garantissem maior variabilidade e ganho genético; estes 
dados servirão para monitorar os cruzamentos e ajudar as 
atividades de melhoramento da espécie.

Figura 3. Média da distância de alelos compartilhados (Das) dos oito loci microssatélites dentro de cada uma das 17 populações do BAG de camu-
camu, INPA. 
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Nas distâncias de alelos compartilhados (DAS) medidas 
dentro de cada população tiveram variações entre 0,261 
e 0,781, para Urubu e Urupá, respectivamente (Figura 3). 
No caso das populações de Urubu (0,261) e Jaru (0,30) esta 
distância menor significa que dentro de estas populações 
os acessos compartilham um maior número de alelos, in-
dicando um maior grau de parentesco entre as mesmas. 
Em pupunha estes valores foram em algumas populações 
de 0,03 indicando alto relacionamento genético entre as 
elas (Rodrigues, 2007). 

O dendrograma multi-loci das distâncias (D) de Nei (1978) 
entre as populações (Figura 4) demonstra a formação de 2 
grupos principais e 5 subgrupos, os quais correspondem 
na maioria dos casos às áreas geográficas de coleta dos 
acessos.  

GRUPO I, Rondônia, Fronteira Peru-Brasil, Pará, Amazo-
nas Oriental que corresponde aos seguintes subgrupos: 
Subgrupo I populações de Rondônia: Machado, Jaru e 
Urupá, as quais são provenientes de populações em rios 
próximos (100 km) no sudeste de Porto Velho, e Candeias 

e Jamari de rios próximos (<100 km) que desembocam no 
rio Madeira. Subgrupo II são populações do rio Madeira e 
dos rios do Oriente do Amazonas e Ocidente de Pará, Ua-
tumã e Trombetas. Subgrupo III, o qual é geograficamente 
disperso porque inclui a população Marabá coletados no 
Pará, e as populações da fronteia de Brasil-Peru, Javari e 
Iquitos.

GRUPO II, Roraima e Amazonas Ocidental, que corres-
ponde aos seguintes subgrupos: Subgrupo IV populações 
de Roraima, Cauamé e Urubu e uma população da parte 
ocidental do amazonas Pirara. Subgrupo V das popula-
ções perto de Manaus, Tarumã, Acari e Pirarucu.

Estes grupos formados no dendrograma multi-loci mos-
tram a população de Marabá junto à populações distantes 
geograficamente, de Iquitos no Peru e Javari na Fronteira 
de Peru e Brasil, esta maior similaridade não é facilmente 
explicada, mas poderia se: a) os acessos de Marabá fos-
sem provenientes de populações não naturais, que foram 
plantadas de sementes trazidas de Peru, mas os dados do 
BAG se referem a populações naturais; b) as populações se  
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17 populações de camu-camu do BAG do INPA
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originaram ou se enriqueceram com sementes transporta-
das por peixes que migram amplas distâncias nos rios; c) 
e ainda pela ocorrência de erros na coleta ou no momen-
to que foram plantados no BAG. Esta última explicação 
poderia ser comprovada com uma nova genotipagem de 
amostras de folhas oriundas de uma nova coleta nesta po-
pulação. 

Observando-se o efeito de cada loci na distância entre po-
pulações, os dendrogramas baseados em UPGMA (Figu-
ra 5) demonstraram em sua maioria que Marabá esteve 
geneticamente menos distante de populações próximas 
geografi camente, como Uatumã, Madeira e Trombetas e 
em outros com populações do grupo de Rondônia; em 
nenhum dos dendrogramas foi encontrada uma proximi-
dade com as populações de Iquitos e Javari, como as en-
contradas no dendrograma multi-loci. Nestas análises, a 
população de Candeias mostrou-se distante das popula-
ções dos estados do Pará, Roraima e Amazonas, como ob-
servado pelo dendrograma multi-loci, e no lócus MDI006 
agrupou-se as populações de Iquitos e Javari. Para Uatu-
mã observou-se diferentes agrupamentos em cada locus, 
desde próximos aos grupos de Rondônia, e distantes de 
todas as populações como no locus MDI0010. A popula-
ção Pirarucu que foi a mais distante das populações de 
Rondônia no dendrograma multi-loci, foi só próxima à 
população Candeias.no locus MDI0013 (Figura 5).

De acordo com os resultados de correlação entre distân-
cias genéticas e distâncias geográfi cas entre os acessos das 
populações, nas medidas pela trajetória dos rios, a correla-
ção foi de 0,33 R2= 0,11 e nas medidas pelas distâncias retas 
terrestres a correlação foi de 0,39 R2= 15,4 %, estas correla-

ções foram infl uenciadas possivelmente por aqueles casos 
nos quais acessos da mesma população estavam dispersos 
como o caso de Candeias e Urubu (Figura 6) e também 
por populações com amplas distâncias geográfi cas que 
demonstraram pequenas distâncias genéticas como Iqui-
tos e Marabá. Na espécie Eugenia dysenterica a correlação 
matricial entre as distâncias genéticas e geográfi cas foi 
elevada (r=0,871 e P=0,002), o que indica que conforme au-
menta a distância entre os indivíduos, às distâncias gené-
ticas se tornam maiores, o que pode ser relacionado com 
um padrão espacial da variabilidade genética (Zucchi et 
al., 2004).

Na E. unifl ora também foi encontrada uma relação entre 
estas distâncias genéticas e geográfi cas com algumas ex-
ceções, onde acessos com distâncias genéticas menores 
estavam distantes geografi camente (Salgueiro et al., 2004). 
No caso de camu-camu, as distâncias pelos rios poderiam 
infl uenciar esta correlação se existisse um fl uxo gênico 
pelas sementes, pelos ribeirinhos ou por animais como 
peixes, mais ainda são pouco conhecidos estes mecanis-
mos de dispersão. Os resultados do teste de Mantel em 
espécies como Piper nigra e E. grandis, onde não existe uma 
correlação signifi cante, sugerem uma distribuição da di-
versidade não consistente com uma estrutura geográfi ca 
porque as barreiras naturais como montanhas o rios po-
dem separar as populações. As populações nos rios Loire e 
Rhone na Francia, que estão próximos mais separados por 
montanhas, causa um isolamento por barreiras geográfi -
cas (Storme et al., 2004). Em alguns casos as correlações 
geográfi ca e genética, podem ser inexatas se as populações 
foram formadas ou enriquecidas a partir de materiais ori-
ginados em outros lugares (Hayati et al., 2004). 

Figura 6. Analise fatorial de correspondência (FAC), dispersão dos 139 acessos ordenados (igual cor) nas 17 populações de camu-camu presentes 
no BAG do INPA
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C O N C L U S Ã O

•	 O presente estudo amostra a utilidade dos marcadores 
EST-SSR na detecção de polimorfismo entre acessos e 
populações do banco de germoplasma de camu-camu. 

•	 Ainda ser menos polimorficos os marcadores EST-SSR 
apresentaram um alto possivelmente por ser o camu-
-camu uma espécie não domesticada. 

•	 As análises de AMOVA e as estimativas de FST indicam 
uma estrutura genética entre populações polimorfis-
mo devido possivelmente. Os altos níveis detectados 
de variabilidade entre as populações amostram que 
existem diferenças devidas ao isolamento geográfico, 
que causa cruzamento entre parentes, deriva genética 
e baixo fluxo gênico. Estas variações entre populações 
e altos índices de endogamia podem ser também cau-
sados por problemas na coleta.

•	 Baseados nas distâncias genéticas foram encontrados 
dois grupos principais e cinco subgrupos os quais es-
tão relacionados com os lugares de coleta.  

•	 Não foi encontrada correlação entre Distância genéti-
ca e geográfica devido possivelmente à dispersão de 
alguns dos acessos das populações do BAG.
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