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O pau-rosa tem sido explorado nas ultimas décadas com o objetivo principal de
obter o 6leo essencial da madeira, rico em linalol, e muito utilizado na industria
de perfumaria. Essa intensa exploracao predatéria elevou a espécie a categoria
de ‘ameacada de extincao’. Apesar disso, populagdes naturais ainda sao
encontradas nos arredores de Manaus, como na Reserva Adolpho Ducke. -
objetivo deste trabalho estabelecer protocolo adequado para a técnica de RAPD-
PCR e sua aplicagao na caracterizacao genética de pau-rosa. Repetiram-se
reacOes de PCR utilizando diferentes concentracdes dos reagentes e diferentes
programagoes para o termociclador inicialmente, com um unico “primer” e DNA
de uma planta e posteriormente, com outros quatro “primers” e DNA de 20
plantas.O DNA foi extraido utilizando SDS 0,5%. As reactes tiveram volume
final de 25 ML e concentragées finais de 50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI e
0,1% de BSA. Utilizaram-se 0; 1,25; 2,50; 3,75 e 5,00 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, 11615-010); 0; 0,75; 1,50; 2,25 e 3,00 mM de MgCl,; 0, 15, 30, 45 e
60 ng de DNA; 0, 125, 250, 375 e 500 nM de “primer” e 0, 50, 100, 150 e 200 MM
de cada dNTP. As programacoes testadas para o termociclador foram: ciclo | 92
°C por 2 min; 35 x (92 °C por 2 min; 30 °C por 2 min e 72 °C por 1 min); 72 °C por
3 min; 4 °C indefinidamente; ciclo Il 95 °C por 5 min; 40 x (94 °C por 30 seg; 30
°C por 45 seg e 72 °C por 1 min); 72 °C por 7 min e 4 °C indefinidamente. Com o
ciclo Il, foram testadas apenas as variagoes nas concentragdes de DNA, Taqg e
MgCl, O DNA amplificado foi analisado por eletroforese em géis de agarose
1,5% corado com brometo de etidio (0,5 g/ml). Para interpretagao dos resultados,
foram avaliados os fragmentos amplificados que apresentaram em torno de 2.000
pb, de maior intensidade e repetitividade. Amelhor visualizacédo destes tratamentos
para estas bandas foi alcangada quando foram utilizados 3,75 U de Taq polimerase,
2,25 e 3,00 mM de MgCl,, 500 nM de “primer”, acima de 100 MM de cada dNTP
e o ciclo | do termociclador. A concentracao de DNA nao influenciou a qualidade
das bandas. Nos ensaios repetidos (DNA e dNTPs) os resultados foram
reproduzidos com sucesso.
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