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A castanha-do-brasil (B. excelsa) € um dos recursos naturais da regido amazonica que
mais contribuem para a renda das populagdes extrativistas, porém pouco se sabe sobre a
variabilidade genética dessa espécie. Apesar da grande importancia sécio-econdmica da
castanheira, o conhecimento atual sobre a variabilidade genética dessa espécie € muito
escasso, existindo apenas dois estudos (Buckley er al., 1988; Kanashiro et al., 1987) ambos
usando marcadores do genoma nuclear (isoenzimas e RAPD, respectivamente) com a espécie.
Estes estudos sugerem a ocorréncia de grande variabilidade genética dentro das populagoes.
No entanto, nada se sabe sobre a variabilidade do genoma ndo-nuclear, como por exemplo, a
do cloroplasto (cpDNA), O genoma do cloroplasto caracteriza-se por ser um genoma de
heranca materna na maioria das angiospermas e, portanto, serve como indicador de fluxo
génico por meio de sementes. Neste trabalho, objetivamos caracterizar a variabilidade
genética de quatro populacdes de B. excelsa usando marcadores moleculares de cpDNA.

Foram analisadas quatro populagdes da regido amazodnica distanciadas 500-1700 km
entre si, sendo genotipados de 10 a 22 individuos por populacdo. Foi extraido o DNA total
seguindo-se o protocolo otimizado por Ferreira & Grattapaglia (1998). Foram testados 17
pares de iniciadores universais que amplificam regides ndo-codificadoras do DNA de
cloroplasto de angiospermas. As condi¢des de PCR foram otimizadas para nove desses pares
de primers, dos quais os Taberlet CD, Taberlet EF (Taberlet er al., 1991) e Cp5 (Demesure et
al., 1995), foram escolhidos para andlises genéticas de trés regides do cpDNA. Dois
fragmentos amplificados correspondentes ao intron frnl. (UAA) e a regido entre o exon trnL
(UAA)3’e rrnF (GAA) foram seqiienciados utilizando-se seqiienciador automdtico de DNA
ABI Prism 377. As seqiiéncias foram analisadas no programa Sequencing Analysis 3.4.1
(ABI) e para o alinhamento utilizou-se o programa CLUSTAL X. Outra regido nao
codificadora (entre psbC e trnS) foi analisada utilizando-se a técnica CAPS que consiste na
digestdo dos fragmentos amplificados com endonucleases de restricdo. Foram testadas 14
endonucleases sendo que as cinco (Afal, Alul, Ddel, Hinfl e Pstl) que apresentaram maior
nimero de produtos digeridos foram escolhidas para a andlise de polimorfismo. Os produtos

da digestdo foram separados sob eletroforese em gel de agarose 3% e analisados em luz UV.
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Os primers utilizados resultaram na obtencdo de fragmentos visualizados em
gel de agarose e sequéncias de boa qualidade. O alinhamento das seqiiéncias obtidas
apresentou total similaridade entre os individuos das quatro populagdes para as duas regioes
seqiienciadas (Figura 1A). Da mesma forma, ndo foram detectados polimorfismo para os
produtos digeridos pela ag¢do das cinco endonucleases. A a¢do da enzima Alu I pode ser
observada na figura figura 1B, onde todas as amostras apresentam os mesmos fragmentos de
restricdo, ou seja, sdo do mesmo haplotipo. A auséncia de polimorfismos nas regides
analisadas do DNA do cloroplasto de B. excelsa sugere uma provavel influéncia antrépica
recente na dispersdo dos propagulos dessa espécie, a partir de uma populagdo -original

pequena e restrita geograficamente.

Fig. 1. A: Alinhamento de uma parte do fragmento de DNA amplificado com o par de
primers Taberlet CD, utilizando o programa Crustal X. B: Visualizacdo do fragmento
amplificado com o par de primers Cp5 digeridos com a endonuclease Alu I, em gel de agarose
3% corado com brometo de etidio.
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