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INTRODUCAO: A Floresta Amazdnica abriga numerosas plantas de valor
econdmico, dentre elas esta a castanheira (Bertholletia excelsa, Lecytidaceae).
As sementes dessa arvore sdo citadas como um dos produtos florestais néo
madeireiros mais importantes das reservas extrativistas da regido. Essa
espécie é valiosa tanto como alimento quanto como renda para as familias que
trabalham com o extrativismo. Para que o uso dessa planta seja uma atividade
economicamente e biologicamente sustentavel € preciso que se identifique,
caracterize e conheca a distribuicdo e a dinamica populacional da espécie. O
presente estudo teve como objetivo otimizar marcadores microssatélites (SSR)
desenvolvidos pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia visando
estudos sobre a diversidade genética entre populagbes naturais de
castanheiras.

MATERIAIS E METODOS: Foram coletadas, no periodo de 2006 a 2007,
amostras de cambio em 50 arvores em cada uma das seguintes populacgoes:
duas no Seringal Cachoeira (Xapuri), uma no Seringal Filipinas (Brasiléia), uma
na Reserva Florestal da Embrapa-Acre (Rio Branco), uma na Coldnia Petrolina
(Senador Guiomard) e uma na fazenda Nova Jerusalém (Acrelandia). As
amostras foram armazenadas em tampdo de transporte de cambio (30%
CTAB: 70% Etanol) em gelo e levadas para o Laboratério de Morfogénese e
Biologia Molecular, da Embrapa Acre. Para a extragao de DNA foi utilizado o
protocolo CTAB 2% segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) usando como
macerador o0 equipamento Tissue lyser (Quiagen). O DNA extraido foi
guantificado em gel de agarose a 1% corado com Sybr Green ou brometo de
etideo, utilizando o método de comparacdo de bandas com quantidades
conhecidas de DNA padrao lambda (A). A otimizacéao foi feita para 12 pares de
primers SSR desenvolvidos pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, utilizando reacédo de PCR com 13ul de volume final, sendo 4,01
gl de agua milig, 1,30 pl de tampao 10X, 1,30 pl de DNTP (25mM), 1,30 de
BSA(2,5 mg/ml), 2,89 pl de Primer (0,9 uM), 0,20 ul de Taq polimerase e 2,0 pl
de DNA(2,5 ng/ul). Para cada primer foi ajustada a melhor temperatura de
anelamento e também foi feito teste de concentracdo de cloreto de magnésio
(15 mM e 30mM).

RESULTADOS: Obteve-se um DNA viscoso, cujas concentracfes iniciais
variaram de 10 a 200 ng/ul. Dos 12 primers testados, apenas 8 possibilitaram a
definicdo de temperaturas de anelamento que apresentassem bandas nitidas.
Quando esses primers foram utilizados para avaliar 50 individuos de cada
populacdo 4 foram monomorficos e por isso considerados improprios para o
estudo de diversidade genética da espécie. Apenas 4 primers apresentaram



polimorfismo e mesmo assim o numero de alelos (maximo de 4) foi muito
inferior ao encontrado para outras espécies tropicais (em média: 20 alelos para
Manilkara sp, 183 para Hymenea coubaril e 32 para Bagassa guianensis). O
tamanho dos alelos amplificados variou de 140 a 260 pares de bases.
CONCLUSAO: Dos 12 primers SSR de Bertholletia excelsa desenvolvidos,
apenas 4 se mostraram potenciais para estudos de diversidade genética. Faz-
se necessario o desenvolvimento de mais primers, procurando identificar
marcadores com maior numero de alelos e que possibilitem acessar um maior
grau de polimorfismo.
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