EXTRAGAO DE DNA E SELEGAO DE PRIMERS MULTILOCUS
PARA AVALIACAO DE DIVERSIDADE EM Bertholletia excelsa.
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A castanheira do Brasil (B. excelsa Humb. & Bonpl.) produz um dos principais recursos
extrativistas ndao madeireiros da Amazonia. Por outro lado, a produ¢ao nacional €
decrescente desde os anos de 1970 em decorréncia, principalmente, do avango do
desmatamento na regido. Paralelamente, a reversao do extrativismo para o cultivo &
limitada por diversos fatores, destacando-se: dificuldades de propagacao, periodo
juvenil muito longo e inconsisténcia na regularidade de producao. Por isso, a
silvicultura da espécie orientada para a produgdo de frutos/sementes depende, entre
outros fatores, de uma melhor compreensdo de certos aspectos da biologia
reprodutiva da planta e da disponibilizacdo de material genético de qualidade superior
para melhoramento. Os objetivos do presente trabalho foram: ajustar procedimentos
de coleta e conservagdo de material para extracao de DNA e selegdo de marcadores
moleculares apropriados para investigar variabilidade genética de castanhais de
Roraima. O material biologico utilizado foi proveniente de trés parcelas permanentes (9
ha cada) instaladas em areas de populagdes nativas distanciadas, no minimo, por 50
km. Amostras do cambio vascular de 23 matrizes foram coletadas e preservadas em
silica gel ou em solugdo de transporte (30% tampao CTAB:70% etanol) até o momento
de extragao do DNA. Amostras foliares das respectivas progénies (entre 10 e 16
individuos/matriz) foram obtidas de plantulas originadas de sementes, germinadas em
casa de vegetagdo. As extragdes a partir do cdmbio foram realizadas com maceragao
do tecido diretamente no tampao de extracao. O DNA das progénies foi obtido pela
pulverizagao prévia do tecido foliar em nitrogénio liquido. Em todos os casos foi
utilizado o tampao CTAB modificado (2,8% do detergente CTAB e 1,3M NacCl). Testes
de amplificagdo foram executados com 20 primers ISSR e os resultados foram
avaliados em gel de agarose a 1,5% p.v. Comparativamente, extracdes a partir de
amostras preservadas em solugcdo de transporte resultaram em maior rendimento de
DNA do que aquelas preservadas em silica. Nos dois casos, entretanto, foi possivel
obter DNA de boa qualidade mesmo apds 40 dias da data de coleta. O rendimento
médio de DNA extraido a partir de tecido foliar foi superior ao obtido a partir de tecido
cambial, porém, em muitos casos, a amostra recuperada ainda possuia
contaminantes, exigindo etapas adicionais para sua purificagdo. Do total de primers
testados, pelo menos oito mostraram-se apropriados para investigar a diversidade
entre e dentro das familias de meios-irmaos.
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