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BURITI

Arvore da vida.
Solene, solitaria, solidéria.

Nas entranhas da terra e em ctipula celeste:
ramificacOes estranhas, demarcando varzeas celebrando odasis
matinais.

Oleo e copa, alimento e protecdo de vida.

Das entranhas da terra ao firmamento, uma simetria de volumes
invertidos: no espago aberto e no solo contido, ampulheta de vida.

Buritizais descendo geografias aquéaticas no roteiro dos péssaros
e tropeiros.

Escamas corneas lustrosas avermelhadas.
Nao se sabe se é a palmeira que passa ou o tropeiro que fica.

Testemunhas silentes mas ndo indiferentes pois o buriti é dadivoso
umbrétil altaneiro.

Enquanto houver buritizais, enquanto houver mananciais
enquanto houver chuvas lodacais
enquanto e portanto o milagre da existéncia,
entretanto, vida e pranto.

(Antonio Miranda)

Porque a palavra de Deus é viva, e eficaz, e mais cortante do que qualquer espada de
dois gumes, e penetra até ao ponto de dividir alma e espirito, juntas e medulas, e é
apta para discernir os pensamentos e propésitos do coracao.

(Hebreus 4:12)
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RESUMO

O buriti (Mauritia flexuosa L. f.) é uma palmeira amplamente distribuida naitéio
nacional, ocorrendo desde as veredas do cerrads &stuarios de rios e areas alagadas da
floresta amazobnica. A espécie contém importancigaito de vista natural, ecoldgico e
sécio-econdmico, além de alimenticio e medicinaehd® extremamente exploradas por
populac6es locais. O conhecimento acerca da estrgienética de uma populacdo tem
grande aplicacdo na conservacdo e no manejo dedrisidade e pode ser obtido com o uso
de marcadores moleculares microssatélites, os gepresentam poderosa ferramenta na
averiguacdo de parametros genéticos, como diveksigenética, fluxo génico, deriva, entre
outros. Este trabalho teve como objetivo a condtrude biblioteca enriquecida com locos
microssatélites visando o desenvolvimento e vadidage iniciadorespfimers) para a
utilizacdo em futuras analises genéticas do buritpossivel transferibilidade desses
marcadores para espécies correlacionadas. Foraanvibdados a partir de uma biblioteca
gendmica enriquecida um total de 160 iniciadoresds testados 30, dos quais seis se
apresentaram altamente polimorficBaiaspopulagdesom uma distancia média de 40 km
entre elas, localizadas na APA — Pandeiros, municie Januaria, foram avaliadas quanto
ao nivel de polimorfismo existente em seus indiegduPara o estudo da diversidade
genética foram avaliadas 44 arvores adultas (2#idwbs na populagdo 1 — Vila e 20
individuos na populagdo 2 - Pindaibal) no totaltegsindividuos foram analisados
utilizando os 6 locos microssatélites polimorficagaliados em gel de poliacrilamida a 5% e
corados com brometo de etidio. Os resultados irafit® aparecimento de alelos raros tanto
na populacdo 1 quanto na 2 e uma média de 11,6saper loco. Os valores ddo
observados na populacdo 1 tiveram uma média d& @ 2&He = 0,883, ja na populacio 2
foram encontrados valores #©@=0,408e He=0,877. Os indices de fixacdo se apresentaram
ligeiramente superiores na populacédo 1 (Vila) efacé® a populacdo 2. Os resultados
encontrados neste estudo fornecem informacoOes fames que auxiliardo nos futuros
estudos da estrutura genética do buriti, podendotéiegadas para o planejamento adequado
de praticas de manejo sustentavel de suas popsjagdecipalmente as exploradas pelas

comunidades locais.

Palavras-Chave:Mauritia flexuosa, SSR, diversidade genética.
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ABSTRACT

The buriti (Mauritia flexuosa L. f.) is a single-stemed palm tree with wide na#b
distribution, occurring from the sidewalks of thavannah to the estuaries of rivers and
flooded areas of the amazon forest. The speciedaiosn natural, ecological and
socioeconomic importance, besides nutritious andicmal, being extremely explored by
local populations. The knowledge concerning theegierstructure of a population has great
application in the conservation and in the managenoé the biodiversity and it can be
obtained with the use of microssatélite molecularkars, which represent powerful tool in
the verification of genetic parameters, as genditiersity, gene flow, genetic drift, among
others. This work had as objective the constructibtibrary enriched with microsatellite
loci seeking the development and validatiompomers for the use in future genetic analyses
of the buriti and possible transference of thosekera for correlated species. There were
developed, from a enriched genome library a totdl6® primers, 30 were tested, of those
six were highly polimorphic. Two populations withn@edium distance of 40 km between
each other, located in APA - Pandeiros, municipstridt of Januaria, they were evaluated
with relationship at the level of existent polimbigm in your individuals. For the study of
the genetic diversity there were evaluated 44 adedis (24 individuals in the population 1 -
Vila and 20 individuals in the population 2 - Pirmd) in the total. These individuals were
analyzed using the six polymorphic microssatebis, levaluated in polyacrylamide gel and
stained with ethidium bromide. The results indidatiee emergence of rare alleles in both
populations and an average of 11.5 alleles perslodine values oHo observed in
population 1 had an average of 0.277 and7ef= 0.883, in the population 2, values of
H0=0.408 andHe =0.877 were detected. The fixation index weretéghn population 1
(Vila) in relation to population 2. The results fal in this study supply important
information and will aid in the futures studiestbé genetic structure of the buriti, and could
be used for the appropriate planning of practicepapulation sustainable management,
especially of those which are explored by the lecahmunities.

Keywords: Mauritia flexuosa, SSR, gentic diversity.
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1. INTRODUCAO

Nos tropicos, nas localidades mais inacessiveispamilacbes que residem em
florestas limpam é&reas para sua moradia, cultivookaeita de produtos florestais nao
madeireiros (NTFPs) nas proprias florestas. Coresggmente a conservacdo de recursos
genéticos envolve, necessariamente, 0 manejo dess@s0s no contexto do uso humano
(Ratnam & Boyle, 2000).

A preocupacdo com as consequéncias da degradasativeosos ecossistemas vem
sendo objeto de discussfes e estudos nos ultimos #nto por parte de instituicdes
governamentais, quanto pela comunidade cientifieligs, 2000).

Populacbes de vida selvagem no século XXI sdo ddparcom muitas ameacas
antropogénicas. Mudancas climaticas, fragmentagi@da de habitat, perturbacao, poluicao,
competicdo de espécies invasoras, utilizacdo dadesio solo e patégenos tudo constituem
riscos de extincdo e principais desafios para ogfmuevoluciondria da vida selvagem
sustentavel (Ashlegt al., 2003). A taxa anual comum de perda de populacégdanta e
habitats calculadas estao proximas de 1% (Balngbadl 2003).

A reducédo das florestas e a fragmentacéo floredtalduas das principais ameacas as
populacdes naturais de espécies arboreas trofgldaisvoodet al., 1994; Young e Boyle,
2002). Varios estudos detectaram que a reducaabitahnatural e subsequente isolamento
espacial das populacbes tém consequéncias negatitas sucesso reprodutivo e o fluxo
génico das espécies arboreas tropicais (McCau88h; INason e Hamrick, 1997; Seoaie
al., 2000). Isto pode levar a reducdo da variabilidgdeética e ao aumento de efeitos
deletérios da endogamia nas progénies, resultantepressao por endogamia (Charlesworth
e Charlesworth, 1987; Ellstrand, 1992; Ellstrandlan, 1993). Estudos de genética de
populacdes indicam que as progénies de populacégsméntadas sdo as mais propensas a
terem sido geradas por autofecundagédo ou polirszada poucos individuos (Hadlt al,
1996; Aldrich e Hamrick, 1998; Seoaee al., 2000; Cascantet al., 2002; Fuchset al.,
2003). O cruzamento entre individuos parentes efemindacdes causa reducdo na
heterozigosidade e aumento na expressao de adelessivos deletérios

A fragmentacgédo florestal leva a reducdo do tamagdpulacional, criando gargalos
genéticos (“bottlenecks”), pois os individuos gestam contém apenas uma pequena amostra
do conjunto génico original. Quando se tém pouasagjes, os resultados observados se
devem ao efeito de gargalo genético (Yourigal., 2000), mas a pequena populacdo

remanescente, caso permaneca isolada por muitagdger tera continua perda de alelos



devido a deriva genética aleatéria, diminuindo aiabdlidade dentro de populacbes e
aumentando a diferenciacéo entre populagdes (Baethn, 1991; Seoanet al.,2000).

Poucas sao as espécies estudadas do ponto dgeristico, sendo este tipo de estudo
indispensavel a conservacao dos recursos da #aregtical. Devido a restricbes ao estudo de
um grande namero de espécies, tem-se procuraddramaguelas que o representem ou que
sirvam de modelo para representar determinados dsiofiiageyamaet al. 2003) ou até
mesmo determinado ecossistenea. {feredas - formacdes vegetais) dentro de um bioma.
Neste contexto encontram-se as palmeiras, comiespée importancia social e econémica
pouco estudada.

Existe no Brasil uma grande variedade de palmeuas se devidamente exploradas,
poderdo desempenhar no futuro um papel destacadecaoraomia nacional pelo valor e
diversidade de seus produtos (Sibtal, 1986).

Entre as palmeiras mais utilizadaddauritia flexuosaL. f. conhecida popularmente
como buriti, € encontrada no seu estado silvestre \@rias formacdes vegetais,
principalmente em &reas de inundagcdo permanenpemddica, em agrupamentos mais ou
menos homogéneos, sobre solos hidromorficos, fatmapopulagcdes quase mono-
especificas, as quais se da o nome de miritizaidwitizais (Storti, 1993; De Paula
Fernandes, 2001).

O buriti € uma palmeira amplamente distribuida eroitbrio nacional, ocorrendo desde
as veredas do cerrado até os estuarios de riosas alagadas da floresta amazonica (Pott,
2004). Buriti € um nome derivado do tupi-guarasignifica “o que contém agua”. A planta
cresce dentro das veredas, areas permanentemeidasuno cerrado, com palmeiras e
arbustos espalhad@Ribeiro & Walter, 1998).

Nas regifes onde se encontra, o buriti é a plaata importante, de onde o homem local
aprendeu a retirar parte essencial do seu sustmtasso é considerada pelos nativos como a
Arvore da Vida ("life tree"), pois dela tudo se aymita, servindo como alimento, remédio e
material para a construcdo de casas, utensilioséstmos e também utilizados para
artesanato. Mais recentemente descobriu-se queoadél buriti tem a capacidade de filtrar e
absorver raios ultravioletas podendo, portantotaevd surgimento de cancer de p@patt,
2004).

O processo continuo da destruicdo do buMi (lexuosd como matéria prima no
artesanato, queimadas e construcdes de novos daiesultam na degradacdo da espécie.
Traca-se um panorama que ameaca desaparecer psemg@alorizado e preservado como

deveria: a plasticidade do buriti e do seu uso lawpradicional. (Fearnside & Ferraz, 1995).



No entanto, esta espécie ainda continua pouco cimzheom relacdo a estudos que
viabilizem o manejo de suas populagbes (Cavalca9®l; De Paula Fernandes, 2001). Ja o
estudo genético destas populacdes depende de émtascomo marcadores moleculares que
devidamente desenvolvidos, poderédo influenciar oas@&rvacdo, manejo e manutencao,
evitando assim a sua extin¢ao (Pinto; Souza e @anv2004).

Para a definicdo de programas de manejo eficiefaeses genéticos como perda da
heterozigosidade, variacdo no indice de fixacaanehho efetivo populacional devem ser
considerados em conjunto com os dados dendrom&tfRara estudos genéticos nesse nivel,
os marcadores moleculares como microssatélitesst@mintensamente utilizados, pois séo
uma ferramenta muito eficiente no estudo de estaugaenética de populacées, fluxo génico,
paternidade, viabilidade populacional e na defimigés efeitos de fragmentacéo, sendo lteis
nas definicdes de estratégias de conservacao yauilet al, 1999).

Finalmente, os dados moleculares podem ser uldizgara melhor compreender a
dindmica dos alelos nas populacdes de uma detatengspécie, fornecendo subsidios para o
maior entendimento dos processos microevolutivesegtido atuando na diferenciagao destas
populacdes (Reis, 1996; Avise, 2000).

2. JUSTIFICATIVA

No Norte do Estado de Minas Gerais, as populagémdicionais exploram a
diversidade da flora nativa, principalmente comatdoalimentar e medicinal. Deste modo, a
regido, caracterizada pela baixa renda destasidé@milemanda, com urgéncia, a obtencdo de
informacdes sobre sua biodiversidade e utilizac&testavel dessa flora. Dentre as espécies
utilizadas, o buriti fornece varios produtos ecoim@amente importantes para as familias de
baixa renda.

Até o presente momento, os fatores genéticos ndocedsiderados em qualquer
atividade, extrativista ou ndo. Sabe-se que tdwds, além do ambiente, sdo responsaveis
por diferencas em produtividade, adaptacdo e regémd entre individuos. Antes que a
espécie possa perder genes importantes para syeetyz®mdo, é imprescindivel o
conhecimento da estrutura genética. Com os resgltabitidos nesse trabalho espera-se a
obtencéo de informacdes que possam contribuir @aesenvolvimento de ferramentas Uteis
a futuras andlises genéticas da espécie e assmsugtentavel.

Este trabalho foi elaborado em ambito regional paeas de abrangéncia da Bacia do
Rio S&do Francisco no Estado de Minas Gerais, e msiecificamente no médio Sao
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Francisco, na area de abrangéncia da bacia doarideifos localizada na regido Norte do
Estado de Minas Gerais e envolve a Universidadeaddat de Montes Claros
(UNIMONTES), Embrapa Recursos Genéticos e Biotaagial (CENARGEN) e financiado
pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Ciemtiic TecnologicqQCNPq). Para este
trabalho foi proposto o desenvolvimento de marcaslanicrossatélites a partir de uma
biblioteca genémica enriquecida para o dinucleotidés/TC do genoma deéMauritia
flexuosa,espécie de grande importancia econdmica para aore§pos a conclusao de todas
as etapas do trabalho, @simers microssatélites contribuirdo para futuros estudes
diversidade genética da espécie, a qual poderéomsth avaliada quanto a sua conservacao.
Isto decorre da importancia da utilizacdo do burttontribuindo para a
sustentabilidade de atividades econb6micas, como gicuitura familiar de carater

eminentemente extrativista, bem como para as atieislindustriais a que o buriti se destina.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo construir umdidigca genémica enriquecida para
sequéncias microssatélites para a espdcilexuosade modo a gerar uma ferramenta para
estudos de genética de populagdes, visando forrsedesidios aos programas de manejo

sustentavel da espécie que € intensamente exploetaacomunidades rurais.

3.2 Objetivos especificos

v Isolar e sequenciar regides microssatélites dorgartde buriti auritia flexuosal. f.);

v" Desenhamrimers especificos visando a amplificacdo dos locos derassatélites
iIsolados e selecionados;

v' Otimizar osprimersdesenhados;

v' Caracterizar cada loco de microssatélite com relaghtipo de repeticdo, nimero e
tamanho de alelos amplificados para futuros estutgliversidade genética da
espécie;

v' Testar a transferibilidade dos marcadores SSR espécies da mesma familia: de

buriti (M. flexuosa para babacuJrbignya oleiferd.



4. REFERENCIAL TEORICO
4.1. Origem e Diversidade Genética em Plantas

Embora as plantas com flores (Angiosa&r) tenham sido originadas provavelmente
no periodo Jurassico (145 a 206 milhdes de anas)at maior parte da diversificagédo e
dominancia destas na Terra tem sido atribuida €ogqmeCretaceo (90 a 140 milhdes de anos
atras) (Cranet al, 1995).

A diversidade biolégica ou biodiversidade € fredasrente relacionada com a
diversidade de espécies, embora apresente um gdmfuelacionamento ecoldgico e
evolucionario (Falk, 1990). De fato, biodiversidaélea variabilidade apresentada pelos
organismos Vvivos, dentro de espécies, entre espeeieecossistemas (Unep, 1992).
Consequentemente é a variacdo que ocorre sobnficgues: genes, espécies e ecossistemas
(McNeely et al., 1990). Assim, diversidade genética € o somatorianftamacao genética
existente nos organismos que constituem a florafauma e a microbiota que, se
adequadamente identificada e capturada, passaséitemnos recursos genéticos, fonte da
variacado genética disponivel ou variabilidade geadVilela-Morales e Valois, 2000).

Em relacdo ao potencial oferecido pela biodivedsda Brasil € um dos poucos paises
do mundo que possuem altos niveis de diversidaalédita ou megadiversidade, e como
efeito da diversidade apresentada pelos seusmiésreiomas e ecossistemas ao longo do seu
territdrio. Em numero de espécies, Mcnegtal. (1990) consideram os seguintes valores: (a)
55.000 de plantas superiores, com destaque paraejpas; (b) 3.010 de vertebrados
terrestres; 428 de mamiferos; 516 de anfibios;dé6fépteis; 1.622 de aves e 3.000 de peixes
de &gua doce; e (c) 10 a 15 milhdes de insetogpsmdeles de familias ainda ndo descritas.
Isto tudo sem contar com o enorme potencial oféoepela microbiota que podera constituir

fonte de recursos genéticos de valor inestimavel.

4.2. Efeitos genéticos do extrativismo

Atualmente, no Brasil, existe um numero extenseateedades de palmeiras que, se
exploradas adequadamente, poderdo desempenhaurmudm papel destacado na economia
nacional pelo valor e diversidade de seus proddestacando-se, dentre elas, o buriti (Silva
et al, 1986).

Apesar da abundéancia de buriti na mpaoste do territério brasileiro (Hendersen
al. 1995) e o intenso uso de muitas partes dessapalpara alimentagéo, extracdo de 6leo,
cobertura, e habilidades manuais (Balick, 19861rG6a2000), poucos estudos focalizaram na
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ecologia de espécies (Cardastoal. 2002; Ponce Calderén 2002; Poreteal 1999) e néo
foram avaliados os efeitos de colheita em popukadéedouriti previamente avaliadas.

Os efeitos de colheita de produtoseBitais ndo madeireiros podem ser avaliados
comparando a sobrevivéncia, crescimento, e taxepl®ducdo de individuos propensos a
intensidades diferentes na extracao de produtahiiieachchiet al. 2004; Uma Shaanket
al. 2002). Mudancas nestas taxas podem afetar atugatrdas populagbes. Foram feitas
comparacgoes de estrutura entre populagcdes propanstensidades diferentes de extracdo e
podem revelar com o passar do tempo potenciaisciopéMuraliet al. 1996).

Uma reducao drastica no tamanho daslaoies, através do corte seletivo, pode levar
a deriva genética caracterizada pela perda e fixalg@téria de alelos, aumento do parentesco
e endogamia dentro das populagbes (Futuyma, 188gando em risco a sustentabilidade
do manejo. Considera-se que, a extracdo de follaasinms aumenta a mortalidade, reduz o
crescimento e a taxa reprodutiva em algumas espéeigpalmeiras (Endress al. 2004;
Ratsirarsoret al 1996).

O extrativismo resulta em pressdestaliree indiretas nas populacfes, devido a
competicdo entre humanos e animais por recursofoEmanimais mostrem diferentes
habilidades para resistir as pressdes, de acordooagrupo taxondmico, aqueles que tendem
a ser mais fortemente afetados pela caca e outiradades humanas incluem os mais
importantes predadores e dispersores de sementesduido ou remocao das populacdes
animais podem rapidamente influenciar caracteasttais como composicdo e estrutura da
vegetacdo. Finalmente, o extrativismo pode afetaivarsidade genética das populacbes
exploradas, especialmente quando da extracdo des flo frutos que mostram diferentes
caracteristicas, resultando em diferentes grapsedsao (Peteet al.,1989).

4.3. Conservacédo de Espécies Arboreas Tropicais

As florestas brasileiras sdo consideradas entoe asaior biodiversidade do mundo.
Segundo as proposices rfaGnferéncias das Partes (COP-8), no Brasil, ereorse de
15% a 20% do total de espécies do planeta. A ddaats da flora brasileira é representada
por mais de 55 mil espécies descritas (Implemeaf&06).

No entanto, Barreto e colaboradores (2005) relataen11% da Floresta Amazoénica,
que se estende por 4,1 milhdes de’kja se encontrava desmatada. Ainda assim, a
intensidade de destruicdo tem se acirrado nosast@amos, atingindo a taxa de 2 milhdes de
hectares anuais. No cerrado, dos 204 milhdes darbeooriginais do bioma, estima-se que
57% tenham sido completamente destruidos, com aadeetdo remanescente ja
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descaracterizada e com a biodiversidade compromAtidixa de desmatamento nesse bioma
chega a 3 milhdes de hectares ao ano, tendo canupat motivo a exploragéo da vegetacéo
para producao de carvao vegetal e a abertura de paga a agropecuaria (Cerrado, 2004).

A reducdo no tamanho dos fragmentos e o seu isotamem forma de ilhas
desencadeiam alguns processos ecoldgicos e gengtigmulacionais com consequéncias
potencialmente desastrosas. Do ponto de vistaigeniiso leva a redugédo no numero efetivo
de individuos da populacdo, reduz a densidade dwidinos reprodutivos, aumenta a
distancia entre coespecificos reprodutivos e, a®m, iaumenta a taxa de autofecundacéo e o
risco de perda de alelos em decorréncia da homseigoda deriva genética (processo
estocastico, atuante sobre as populacdes, modificam frequéncia dos alelos e a
predominéncia de certas caracteristicas na pom)lédall et al.,1996; Sebbenat al, 2001;
Cascanteet al.,2002; Srikwan; Woodrufét al.,2003; Fuch®t al.,2003; Loweet al, 2005).
Desse modo, os efeitos negativos da endogamisemcitiretamente sobre o valor adaptativo
da espécie (Charlesworth & Charlesworth, 1987), gadem ser evidenciados quanto a
quantidade de polen, nimero de 6vulos, quantidadsethentes, propor¢cdo de germinacéo e
crescimento e capacidade competitiva (Frankbaal.,2002). O resultado disso € conhecido,
também, como “erosdo genética’, que ¢é caracterizpdla perda de alelos e,
conseguentemente, da variabilidade genética e paciciade das espécies de reagir as
multiplas pressBes ambientais para sobreviver éint@m gerando descendentes viaveis
(Tarazi, 2007).

Com a fragmentacdo das formacdes florestais, dmrres nimero de espécies
remanescentes, a medida que se reduz o tamanhofralgmentos (Harris, 1984),
caracterizando o que se poderia considerar comncées locais dessas espécies. Quanto
menores e mais isoladas forem as populacdes recestes, maiores sao 0s riscos de sua
extincdo (Holsinger, 2003). Em contraste, altoseisivde fluxo génico entre populacbes
fragmentadas foram propostos como um atenuanteappesida de diversidade genética por
deriva genética, tendo como resultado populactegnfentadas que preservam uma alta
proporcao da variabilidade genética das populagigmais (Whiteet al, 1999).

A conservacdo da biodiversidade depende da dispidade de ecossistemas
funcionais que, por sua vez, requerem diversidagleespécies, cada uma com funcgdes
distintas e indispensaveis no ecossistema. Cadéciespleve estar representada por
populacdes viaveis e isso depende da existénciangagla variabilidade genética que
possibilite ajustes as mudancas ambientais ao Idaggeracdes (Shimizu, 2007).

Na conservacdo da variacdo genética duas acOesmpeee enfatizadas: (i)

conservacdo da diversidade genétigasitu (variagdo genética potencial), por meio de
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reservas genéticas isoladas ou preferencialmentalizadas dentro de unidades de
conservacdo ambiental, como parques, reservasias@ast reflgios etc.; e (ii) conservagao
da variabilidade genéticax situ(variagcdo genética capturada ou disponivel), elecdes de

recursos geneéticos localizadas em jardins botdniadsoretos, zoolégicos e bancos de

germoplasma (Vilela-Morales e Valois, 2000).

4.4. A espécidMauritia flexuosa

4.4.1. Aspectos taxondmicos e botanicos

Estas palmeiras estdo incluidas em uma das mdamitias (Arecaceae) de plantas
(Ribeiro et al., 1999). De um modo geral, ttm um alto valor ecogomornamental e seu
estudo tem despertado o interesse de pesquisapeleEs peculiaridades que esta familia
apresenta (Fonseca & Silva, 1998). A familia Areeac € composta de 200 géneros,
distribuidos em seis subfamilias: | Coryphoidea@ ¢@neros), Il. Phytelephantoideae (3
géneros), lll. Nypoideae (1 género), IV. Ceroxyéad (11 géneros), V. Arecoideae (124
géneros) e VI. Calamoideae (22 géneros) (Uhl & Biatd, 1988).

A espécieMauritia flexuosapertencente a familia Arecaceae, subfamilia Caldeaei, e
apresenta diversos nomes populares: miriti, mommiriti, boriti, buriti, coqueiro-buriti,
caranda-guacu, carandai-guacu ou palmeira-dossbigjama palmeira robusta e elegante de
20-30 m de altura, com tronco (estipe) solitariereto, sem ramificacdo, cor cinza quase
branco, liso e com anéis uniformemente espacad®s3060 cm de diametro, com uma
grande massa de raizes na base e pneumatéfonmEssidlo apice do estipe encontra-se uma
coroa de 20 folhas de até 4 m de comprimento (&igir E uma planta didica ou poligamo
didica, ou seja, existem individuos com flores ralsas e individuos com flores femininas e
hermafroditas. O fruto € uma drupa globoso-alonghkedd-7 cm de comprimento, constituida
de epicarpo (casca mais externa) formado de escaorabodides de cor castanho-
avermelhada; mesocarpo (parte comestivel) repas@npor uma massa espessa de cor
alaranjada; endocarpo esponjoso que envolve a semmento dura. Uma Unica planta pode
conter até 7 cachos de frutos, com uma média aeupioducdo de 5000 frutos (Pott, 2004).
Ha normalmente uma semente por fruto, podendo ercoasos de duas de forma geralmente
sub-globosa; endosperma homogéneo; embrido basaljracao adjacente ligular (Ferreira,
2006). O génerdauritia caracteriza-se pelo porte arboreo e esta incluitte as palmeiras
mais altas do Brasil. Possui espacides axilaresdgsa pendentes com numerosas aspatas

sobre o eixo das ramificagOes (Reitz, 1974).



das folhas da palmeiréC) Cacho de flores maduros e secos.

Na literatura ha divergéncias quanto a espécieuditi,lora considerada comdauritia
flexuosa ora comoMauritia vinifera. Segundo Rizzini & Mors (1995Mauritia vinifera e
Mauritia flexuosasédo espécies diferentes com areas de ocorrémuiséma diferentes: a
primeira ocorre nos pontos mais umidos do cerradosegunda na Amazonia. Mas Duke,
citado por Rizzini & Mors (1995), considerou amh@msno formas diferentes da mesma
espécie, e esta opinido esta atualmente aceita&Irhnsfield, 1998; Padoch, 1988; Kahn,
1990; Hendersoat al.,1991; Henderson, 1995; Storti, 1993).

Apesar de todo o conhecimento que se tem sobresiste@natica, ecologia, usos e
potencial econdmico, pouco foi investido em traballgue abordassem as caracteristicas
agrondmicas déVl. flexuosa como, por exemplo, o estudo de sua variabilidgeieética,
métodos de propagacéo, definicdo de espacamerdaptagdo a diferentes tipos de solos,
inicio da producéo, principais pragas e doencasiupividade, tecnologias de armazenamento
e processamento (Ferreira, 2006). Fao (1983), dfazer um balanco sobre a situacéo da
espécie em relacdo a pesquisa e desenvolvimentpdgrlinhas de acbes a serem
implementadas com o objetivo de superar estasiéefias, garantindo um futuro promissor

para a espécie tanto no aspecto da sua consergagiao econdmico.



4.4.2. Distribuicdo geografica do buriti

O buriti (Mauritia flexuosa € uma palmeira de grande porte que forma popetacd
oligarquicas, os “buritizais”, e possui uma disiig@o natural muito ampla, sendo uma
espécie restrita a América do Sul (Cavalcante, 1® Paula Fernandes, 2001). Sua
ocorréncia ja foi registrada na Bolivia (Beni, $a@fruz), Coldmbia, Equador, Guiana, Peru
(Loreto, Madre de Dios), Suriname, Trinidad (Cayjbéenezuela e Brasil (Acre, Amazonas,
Rondbnia, Mato Grosso, Goias, Para, Minas Gerais Faulo, Piaui e Maranhao) (Ferr@ta
al., 2005).

O buriti ocorre em toda a Amazonia, Nordeste, @e@teste e Brasil Central, atingindo
seu limite austral no norte do Estado de S&o P&udopalmeira mais amplamente distribuida
no pais, formando popula¢cdées naturais homogéneasrifilas que chega a ser detectada por
imagens de satélite. S&o famosos os "buritizais"illas do estuario do Baixo Tocantins no
Pard, ou as veredas ao longo de cérregos no oadBalda. Na Regido dos cerrados, ele
aparece nas regides baixas e Uumidas, denominapakapoente por veredas (Pott, 2004).

As veredas sdo formacdes fitogeograficas contosngmdo cerrado, situados em
numMerosos pontos quase sempre bastante isolados &ntou separados por varios
quildmetros. Constituem uma importante fitofisionamdo Cerrado, pelo significado
ecoldgico, soécio-econbmico e estético-paisagistioe Ihes conferem um grande valor
regional, principalmente por serem reflgios fauodsdticos e ambientes de nascedouros das
fontes hidricas (Ferreira, 2003). Seus maci¢cosaougs suaves depressdes dos terrenos cujas
areas possuem grande umidade permanente, sendas maites pantanosas, encharcadas,
com pequenos cursos d’dgua e nao raro com nasadmtégua que formam cursos. Outro
fator que contribui para o seu aspecto € o sotbam humus, com intensa umidade ao longo
do ano (Castro, 1980; Brandébal.,1992).

Normalmente sua ocorréncia estd associada as pes#glica ou permanentemente
inundadas ou com drenagem deficiente, as vezesnmdx rios, ao longo de florestas de
galerias e savanas (Brasil central e VenezuelaodPa(1985) cita um estudo (Onern, 1976)
gue estima em 1.900.000 ha de areas pantanosasroasias de lquitos, no Peru, com 80%
das arvores sendo representada\pditexuosae Euterpe precatoria

Ocorre exclusivamente em areas alagadas ou brejgza® em beira de rios, igapos,
lagos e igarapés, onde € geralmente encontradaamdey concentracdes. Segundo Ramirez
e Brito (1990), os buritizais definem as areasit@p brejosas, ja que diferem facilmente da
vegetacdo de cerrado que os cerca. Nesta espésia, distribuicdo tem ligacdo com locais
amidos, pois, parte do seu tronco fica imersa ena &pr longos periodos, sem gque isso Ihe
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cause dano (Mirandgt al.,2001; Valente & Almeida, 2001). A 4gua tem impotéapapel na
disseminacéo de suas sementes. E até possivetmaicoam solo seco, contudo, em alguma
época este local foi muito umido ou encharcadca Ealtiva-lo em terreno seco deve receber
muita agua na sua fase juvenil (Pott, 2004).

Todavia, esta palmeira ocorre nas veredas (Figureai2to em alinhamentos como em
formagOes e associacbes mais densas que se destacamio dos cerrados adjacentes
(Castro, 1980). As veredas sdo ambientes de gramgertancia no dominio do cerrado,
sendo responsaveis pela perenidade e regularidagleias, e funcionando também como
locais para pouso de aves, onde estas pernoitatartam, alimentam-se e reproduzem-se.
Sao locais de fonte de alimento e de reproducadbéampara outros elementos da fauna
terrestre e aquética. Estes ambientes sdo muikiveen as alteracdes ambientais e foram
considerados ecossistemas de conservacdo permasrante3/12/1986, pelo governo do
estado de Minas Gerais (Brandgtaal., 1992 e também pelo Ato Declaratério Ambiental do
IBAMA, em seu anexo |, artigo 2° do Cédigo Floré$tBAMA, 1988).

Em estudos sobre a resisténcia de plantas joveeficéncia de agua eM. flexuosa,
Calbo & Moraes (1997) verificaram que esta esp@oigsui mecanismos para tolerar um
estresse moderado de falta de agua.

23/11/2007

Figura 2 —Vereda daArea de Protecdo Ambiental (APA) - Pandeiros cosdiwidos buritis
(Mauritia flexuosa).
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4.4 3. Utilizag&o do buriti

Inimeros produtos Uteis do buritizeiro séo apradeis pelas populacdes ribeirinhas de
sua regido de ocorréncia, tanto na sua alimentegd® em outras necessidades diarias,
destacando, dentre elas, a producao de bebidaahatufermentada, sabao caseiro, material
para enfeite e construgcdo de casas, 0leo e dosdautius (Pott, 2004).

Usos como os de folhas para cobertura de habitagégsas; frutos para elaboragcéo de
bebidas, fermentadas ou ndo, doces, sorvetes, sugelgias; fibras da epiderme das folhas
novas para confeccao de tecidos, cordas, redgsuhabolsas e na extracdo de 6leo rico em
vitamina A (Pittier, 1926; Braga, 1960; Dugand, 196loses, 1962; Braun, 1968; Schultes,
1977; Hoyos & Braun, 1984; Padoeh al, 1985; Braun & Chitty, 1987; Padoch, 1988;
Cavalcante, 1991; Henderson, Beck & Scariot, 1@Heano, 1991; Almeida & Silva, 1994;
Mirandaet al.,2001).

A seiva do tronco do buriti € tdo rica em acgUcae qupossivel extrair da mesma a
sacarose cristalizada como da cana-de-acUcaraPai@obtencao, faz-se um furo no tronco e
recolhe-se a seiva num recipiente, produzindo emiian® 10 litros por arvore. Cavalcante
(1991), citando Pesce (1941), afirma que € possiver acucar (97% sacarose) da seiva do
tronco, depois de submeté-la ao mesmo processadadola extracdo de aclucar de cana.
Aproveitamentos mais "exéticos" estdo relacionamos a cultura indigena Sul-Americana.
Galenano (1991) e Hoyos & Braun (1984) citam o decestipes de plantas mortas como
criatérios de larvas de coleopteros da familia @asculionidae, ricos em gordura e como
complemento da dieta protéica de indigenas na etz Colombia. Devez (1932), em
estudo realizado na Guiana Francesa, identificats@ do endocarpo para confeccdo de
botdes, em processo similar ao realizado com o atmal Phytelephas macrocarpa
Finalmente, a extracdo de um tipo de "amido" dautaedio estipe para fabricacéo de p&o por
tribos indigenas na Venezuela é citada em Hoyosr&um (1984). Estudos indicam que
apenas as plantas do sexo masculino (que néo déas)frdo buriti que possuem seiva
acucarada (Ferreirat al, 2005).

A madeira do buritizeiro € moderadamentea@gaese dura, porém de baixa durabilidade
natural. Mesmo assim € muito utilizada regionalmearh construgdes rurais e construgédo de
trapiches em beira de rios. A arvore é uma das @eds1 mais ornamentais da nossa flora,
contudo, pouco utilizada por paisagistas. O Unige gusou usa-la pela primeira fez foi o
famoso paisagista Roberto Burle Marx nos jardin$dt@cio ltamarati em Brasilia (Ferreira
et al.,2005).
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O o6leo de buriti também apresenta um bom potepeia a geracdo de energia elétrica.
Em cada hectare podem ser encontradas de 200 @&uWwdleiros (Brasmazon, 1998).
Considerando que cada palmeira de buriti produzootachos, com 650 frutos por cacho em
média por ano, tem-se uma producéo anual de 2Xa@nbfadas de frutos frescos por hectare.

Admitindo-se as produtividades mencionadas do dduriti, o potencial anual por
hectare colhido para a geracédo de energia elétntir desse 6leo pode variar de 0,9 a 8,0
MWh (Tabela 1).

Tabela 1 —Potencial anual de geragdo de energia elétrieata go 6leo de buriti no estado
do Para.Fonte: Silvia, M. V. M, 2005.

TIPOS DE OLEO EFICIENCIA NA GERACAO EFICIENCIA NA GERACAO DE
DE ENERGIA (MWh)- 25% ENERGIA (MWh) - 30%

IN NATURA

Produtividade 0,34 t/ha 0,9 1,1
Produtividade 2,43 t/ha 6,5 7,8
TRANSFERIFICADO

Produtividade 0,34 t/ha 0,9 1,1
Produtividade 2,43 t/ha 6,7 8,0

O buriti possui importancia estratégica na presgiwada fauna de varias espécies de
vertebrados e invertebrados que se alimentam owsgueproduzem em suas folhas, estipe
(caule), raizes, folhas e frutos. Muitas dessasasp ndo se alimentam de outras plantas,
dependendo do buriti para sobreviver (Valente & éibha, 2001).

A importancia do buriti transcende a sua utilidad®nomica, tornando-se uma das
plantas mais estimadas pelas populacdes de megdses do pais, sentimento este traduzido
pelo uso de seu nome para designar varias cidadegenior do pais: Buritizal (SP), Buriti
(MA), Buritis (MG), Buriti Alegre (GO), Buriti Braw (MA), Buritama (SP), Buriti dos Lopes
(P1), Buritirama (BA), Buritizeiro (MG) (Pott, 2004

4.5. Estrutura Genética de Populacdes de Plantas

Uma populacdo, do ponto de vista genético, € dizfinomo um conjunto de individuos
de uma mesma espécie, que compartiham o mgmubgénico, isto €, individuos que
compartilham seus genes através de reproducam(feal& Mackay, 1989).

As plantas, diferentemente dos animais, sdo fiaem em ambientes heterogéneos e,
portanto, apresentam uma maior plasticidade feigatima resposta as adversidades
ambientais. Ao longo do tempo, forcas evolutivasne aquelas resultantes da presenca de
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metais pesados no solo, promovem modificagBes natitacdo genética das populacdes
naturais, no sentido de se promover um aumentoatly edaptativo dessas populacdes. A
selecdo natural atua sobre essas mudancas favdoegatividuos que apresentam maior
valor adaptativo. Modificacbes genéticas que nadaaf o valor adaptativo podem, no
entanto, ser acumuladas e virem a se fixar, diggado as populagdes geneticamente, sem
que essa diferenca se expresse fenotipicamentse Desdo, se ocorre uma alteracdo nas
condi¢cdes ambientais ou genéticas que favorecaanisrgos mutantes, eles passam a ser
fenotipicamente superiores, mudando o caminho &voluessas populagdes (Coelho &
Valva, 2001).

O desenvolvimento e a manutengcdo da estruturaigargtorrem devido as interacdes
de um conjunto complexo de fatores evolutivos, cowmamiacdo no conjunto génico,
organizacao desta variacdo dentro de gendtipasibdigsdo espacial dos gendtipos, sistema
de reproducdo que controla a unido dos gametasapéwmamacdo das progénies, selecao,
deriva, mutacdo, eventos casuais e processos sencemto, mortalidade e reposicdo dos
individuos que dardo origem as populagdes futitameick, 1989).

O conhecimento da estrutura populacional € imptatpara se evitar perdas adicionais
de diversidade genética em populacdes que sdo adasa@or atividades madeireiras,
desmatamento e fragmentacéo de habitat. A fragig@mtie areas de floresta, pelo avanco da
agricultura e de outras atividades antropicas, lavaisolamento de subpopulacdes e,
consequentemente, a deriva genética e a endogdaila( al 1996, Nasort al. 1997).

As informacfes sobre a variabilidade genética epulagdes naturais sdo fundamentais
para o progresso de duas areas de grande intatesseespeciacdo em florestas tropicais e
conservacgao de recursos genéticos (Buokdeyt 1988).

Os parametros descritivos para avaliar a estrugergtica de uma populacédo séo as
frequéncias alélicas e genotipicas, que se refemspectivamente, a quantidade observada
de um determinado alelo frente ao total de ale®papulacdo e a quantidade observada de
individuos com um determinado genotipo frente daltde individuos da populacdo. As
heterozigosidades esperadie) e observadaHo) sdo as medidas da variabilidade genética
da populacéo, que permitem identificar o nimeraendesiduos heterozigotos, bem como a
guantidade de individuos homozigotos diferentes.ni@nero de alelos por loco e a
percentagem de locos polimérficos tem sido empregadmo indice de diversidade em
populacdes naturais, no sentido de caracterizaosngparar os niveis de variacdo genética
nestas populacdes (Weir, 1996).

Forcas evolutivas tais como: mutacao, migracdegcéel e deriva genética atuam dentro

do contexto de cada espécie influenciando a estrujenética da populacdo, ou seja,
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interferindo na distribuicdo heterogénea (n&do étegt dos alelos e gendtipos no espaco e
tempo (Hamrick, 1992).

As populacdes de plantas ndo tém seus genotipasjados aleatoriamente, mas sim
estdo estruturadas no espaco e no tempo. A estregpacial refere-se a distribuicdo espacial
dos individuos, sendo caracteristica de cada espgdieterminada principalmente pelo
sistema de reproducdo e pelos padrées de dispgwgd@en, sementes ou outros propagulos.
J4, a estrutura genética temporal refere-se ass@dide geracdes, por exemplo, entre pais e
filhos, plantulas e jovens, jovens e adultos, mudaj pode referir-se as diversas geracoes
contidas em um banco de sementes ou de germop{bsmaick, 1989).

Nesse sentido, o estudo da diversidade e da estrgenética em populagdes arboreas €
importante para que se entenda como esta diveesi@lalistribuida e quais as caracteristicas
do ambiente ou da espécie que influenciam essabdigfio. Nestes estudos, a principal
ferramenta que alavancou o estudo da genéticapldgudes, possibilitando a caracterizacao
da estrutura genética entre e dentro de populaéBesuso de marcadores moleculares
(Sebbenn, 2001

4.6. Marcadores Moleculares para Analise Genética

O conhecimento a respeito da genética iniciou-se @® trabalhos de Mendel em 1865.
Trabalhando com as ervilhas, Mendel postulou aé&xisa de fatores, hoje conhecidos como
genes, que controlavam a manifestacdo de deterasinearacteristicas. Ao cruzar plantas
puras e contrastantes para cor das sementes, Memgliu que as plantas heterozigotas
(F1) produzem dois gametas distintos na mesma prop@cgue ambos segregam para a
formacao dos zigotos. Neste caso, ¥ dos individaogeracao £€ igual ao fendétipo de um
dos genitores, % dos individuos séo iguais a ger&gée Y4 € igual ao outro genitor,
resultando no que se conhece como primeira lei eiedil.

Mendel ainda realizou experimentos para descobnioca forma e a cor da semente era
herdada em conjunto, concluindo que cada genitesiypa duas copias de um gene, e que
transmitia cada uma das cépias para seus desceadinforma independente. Desse modo,
elaborou a segunda lei da heranca que € a leiglagsedo independente, a qual postula que
durante a formagdo dos gametas, a segregacao dpaumde genes ocorre de forma
independente do outro par.

Com a redescoberta dos trabalhos de Mendel, nb dmaéculo XIX, por Hugo de
Vries, Carl Correns e Erick von Tschermak-Seysenquusteriormente realizaram-se
inUmeras pesquisas a fim de esclarecer os mecaikésicos da heranca. Esses trabalhos
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culminaram na formulagcéo da Teoria Cromossomical@anca por W. Suton e T. Boveri,
em 1902, que estabeleceram a relacdo entre cromosse fatores mendelianos (genes),
segundo a qual os cromossomos sdo elementos eslipartadores dos genes (Lander e
Weinberg, 2000).

Com a descoberta da estrutura do DNA por Watsoriok (1953) e do codigo genético
por Nirenberg e Matthaei (1961), descobertas stlilesggs permitiram o desenvolvimento de
metodologias para descobrir a sequéncia de basasndedeterminada regido do DNA
(Sanger, 1975), a visualizacdo de fragmentos dgmecigerados por restricdo enzimatica
(Southern, 1975) e, posteriormente, a amplificag@dragmentos especificos da molécula
(Mullis e Faloona, 1987).

Os cientistas descobriram o DNA satélite em 196@ndo centrifugavam o DNA em
um gradiente de densidade, verificando que elesaptava-se em duas ou mais camadas:
uma principal contendo os genes e bandas secusdfua foram chamadas de bandas
satélites. As bandas satélites mostraram-se comup seonstituidas de sequéncias de DNA
repetidas e muito longas (Griffitles$ al., 2000).

A partir da década de 70, com a descoberta damagszie restricdo na década anterior,
surgiu o primeiro marcador molecular que possaililetectar diferencas entre individuos
através de cortes no DNA estudado, o RFLRestriction Fragment Lenght Polymorphism
(polimorfismo no tamanho de fragmentos de restjicdom esta técnica, o0 DNA genémico
de um individuo pode ser isolado e digerido conineag de restricdo, os fragmentos obtidos
sdo separados em um gel num processo denomindatofarlese, gerando fragmentos de
tamanho e namero variaveis que evidenciam o pofismo genético. Os fragmentos sao
transferidos para uma membrana de nailon ou nitrlose — técnica denomina@outhern
blot. A proxima etapa consiste na hibridizacdo do DNA daostras ja imobilizado em
membranas com uma sonda radioativa de DNA compleman fragmento de interesse. A
Ultima etapa é a autoradiografia, ou seja, exposigimembrana hibridizada com a sonda
radioativa a um filme de Raios-X, revelando a preaede bandas, que sdo os marcadores
RFLP (Helentjariet al.,1986).

Na década de 80, foi desenvolvido pelo pesquidédor Mullis uma tecnologia simples
e eficiente que é a reacdo em cadeia da polimer&&R Polymerase Chain ReactiprPor
meio deste processo é possivel multiplicaritro e em escala exponencial cépias de um
segmento especifico de DNA, na presenca da enzifa @limerase. A reacédo de PCR se
baseia na reassociacdo e extensao enzimatica garueprimersque delimitam a sequéncia
de DNA de fita dupla, oprimers sdo sintetizados artificialmente e sdo complemesitas
regides que flanqueiam a regido alvo. Cada cicl®@® envolve trés etapas, desnaturacéo
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através da elevacdo da temperatura para 92°C g Bf@lizacdo, em que a temperatura é
rapidamente reduzida para 35°C a 60°C, e extens&oogorre quando a temperatura é
elevada para 72°C. Este ciclo é repetido por vaeass e, ao final da reacdo, ha uma grande
quantidade de DNA de uma sequéncia especificatelesse. Os produtos da PCR podem ser
visualizados num gel de agarose. Esta visualizac@ossivel com auxilio do brometo de
etideo, que quando presente no gel se intercala antbases nitrogenadas do DNA e o torna
visivel com absorcdo de um comprimento de onda memanissdo de um comprimento de
onda maior de luz ultravioleta (Mullis & Faloona98F). A técnica de PCR promoveu
também o surgimento de novos marcadores moleculeoeso por exemplo, os marcadores
RAPD, AFLP, RFLP e microssatélites.

Historicamente, os marcadores moleculares tivelumsarco em meados da década de
60 com o desenvolvimento de marcadores isoenziogatisté entdo, todos os estudos de
genética se baseavam no controle por genes ass®ctad em caracteres morfologicos
(Ferreira & Grattapaglia, 1996). Em niveis popuwaeis, estudos baseados na eletroforese de
aloenzimas tém provido inimeras informagfes sobrariabilidade genética dentro e entre
populacdes. Entretanto, por razdes concernentéteag@io de baixos niveis de deteccédo de
polimorfismo ou condicbes de estocagem, as aloawinem sempre sdo consideradas
apropriadas para tais estudos (Scrilate., 1994).

Com o avanco das técnicas de biologia moleculagnioestabelecidos métodos de
deteccao de polimorfismo em nivel de DNA. Iniciahee foram desenhados os marcadores
RFLP Restriction Fragment Length PolymorphjsrGrodzicker et al., 1974) e mais
recentemente técnicas baseadas na amplificacd@@amcautilizando uma DNA polimerase
(PCR —Polymerase Chain ReactipfMullis & Faloona, 1987). O surgimento da técnim=
PCR, na década de 80, possibilitou a sintese eticande 15 milhdes de coépias de
determinados fragmentos de DNA. O desenvolvimee&iadtécnica viabilizou a concepcéao
de diversos marcadores, como RAPD (“Random AmpliRelymorphic DNA”) (Williamset
al., 1990), AFLP Amplified Fragment Length Polymorphisn{Vos et al., 1995) e
microssateélitesSimple Sequence Rep®a(Tautz, 1989)Desde entdo, 0s avancos ho campo
da biologia molecular vém promovendo uma verdadeeaolucdo para estudos de
variabilidade genética (Avise, 2004), cujos resldta contribuem expressivamente para o
estabelecimento de estratégias de conservacaocdesas genéticos e manejo de espécies
(Soulé & Wilcox, 1980).

Os microssatélites envolvem o desenvolvimentopdeers especificos, que € um
processo elaborado e caro. Mas uma vez que esepaneslisponiveis, o custo da técnica
assemelha-se ao de RAPD, com excec¢do de que gsagaisesolver os fragmentos de DNA
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devem ser de policrilamida e esses sé&o de cust® eterado. Uma das maiores vantagens
dessa técnica € o polimorfismo revelado, o queratoma das melhores op¢des para uso na
caracterizacao de cultivares, especialmente emaggasma aparentado (Griseal 2006).

Segundo Matioli & Passos-Bueno (2001), a variahdiel genética € um instrumento de
investigacdo muito importante para os pesquisademsseus estudos quando desejam
verificar afinidades e limites entre as espécieteaar modos de reproducdo e estrutura
familiar, estimar niveis de migracéo e dispers& pwpulacdes e até mesmo para ajudar na
identificacdo de espécies ameacadas de extincagdadds basicos para esses estudos, com a
utiizacdo de marcadores moleculares, séo locosic@ggnque apresentam alguma
variabilidade.

Estudos de diversidade genética em populacdes amattém sido continuamente
desenvolvidos na tentativa de se mensurar o neve@hfdrmacdes herdaveis em individuos,
espécies e populacdes (Loefeal.,2004). Esses estudos comumente empregam inforsiacoe
provenientes de marcadores moleculares para estimaiveis de diversidade e estrutura
genética para um grande numero de plantas e anf{Baitimann, 1993). Além disso, 0 uso
de marcadores moleculares tem permitido o estudextEnsao e distribuicdo da variacao
genética entre espécies e de investigacdes taxoadmievolutivas (O'Hanlaat al.,2000).

Os marcadores moleculares sdo um recurso muitcentianalises genéticas. Coelho
(2000) ressalta a importancia de se considerarnteédo informativo dos marcadores de
natureza codominante (RFLPs e SSRs) em relacdonaosadores dominantes (RAPDs e
AFLPs), além de aspectos como custo, tempo neaegsaRa a realizacdo das avaliacoes, e

dificuldades préticas inerentes a execuc¢éo detéadaa.

4.6.1. Marcadores Microssatélites

Os genomas eucariotos sao densamente povoadosquensias simples repetidas, as
quais consistem de 1 a 6 nucleotideos repetidosaenem e que estdo espalhadas pelo
genoma de um individuo. Tais repeticdes curtasagmeim (STR Short Tandem Repegatu
SSRP Simple Sequence Repeat PolymorphismasSTMS Sequence Tagged Microsatellite
Siteg sdo também denominadas de microssatélites (Nyboml., 1992). S&o altamente
polimérficos em plantas, animais e microorganisnes plantas seria mais facil utilizar
microssatelites GA (ou CT) e GT (ou CA). No enta® dinucleotideos AT/TA sao também
instaveis em condicbes de PCR por formarem es#rutairpin.  Assim, cada regiao

genbmica que contenha um determinado numero deig@ge de uma destas sequéncias
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constitui-se num loco genético, altamente vari@rete individuos e multialélico, portanto,
altamente informativo, figura 3 (Ferreira e Gradigipa, 1998).

Comparativamente aos RFLPs, os microssatélitesopimgmam 3 a 4 vezes mais
polimorfismo ou informacdo. Entretanto, para o wuetineiro dos microssatélites, ha a
necessidade de primeiro amplificar uma regido, guimsmente sequencia-la e em terceiro
lugar, sintetizar os iniciadores especificos padadoco. Uma vez feito isto, o loco marcador
pode ser utilizado indefinidamente naquela espéxsta forma, existe um custo elevado e
trabalhoso no inicio, mas o custo subsequentex® leaa simplicidade a posteriori, € muito
grande. O mapeamento genético e a caracterizagdetaVapara fins de protecdo de
germoplasma e conservacao de varias espéciessestdo feitos com o uso dos marcadores
microssatélites (Dantas e Nodari, 2006).

De acordo com Weber (1990), os microssatélites mpoder classificados em: i)
Perfeitos: quando a sequéncia repetida ndo éanterda por qualquer base que nao pertenca
ao motivo, por exemplo: TATATATATATATATA; Inperfetts: quando existe entre 0s
motivos, pares de base que ndo correspondem ao anegpor exemplo:
TATATATACTATATA e iii) Compostos: quando a sequéacpossui duas sequencias
repetidas distintas e adjacentes, por exemplo: TRAPAGTGTGTGTGTGT.

Eletrofores de gel em

poliacrilamida e

visualizacao dos

produtos da PCR via

autoradiografia ou

fluorescéncia
Localidades dos primers de PCR conservadas

P F P
p ___‘..—-'-"-—_' [C’.ﬂ}n ——— 1 1 2
1 ca), \i
{(cAa) e o
F 1 -_{Cn];_z N E

P ————— ) ., S————— /

2 T — A I‘\—2m

Figura 3 —Esquema de analise em gel de marcador microseatélirés genaotipos dipldides
de plantas (B P, e ). Fonte: Dantas e Nodari, 2006
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Os marcadores microssatélites tém sido apontado® anarcadores extremamente
poderosos, sendo notoriamente aplicados em diveésaas do conhecimento. Os
microssatélites apresentam caracteristicas altentasejaveis (Suganuma & Ciampi, 2005),
gue sao:

» sdo marcadores co-dominantes, ou seja, ambos s ale um individuo
heterozigoto podem ser visualizados no gel;

» estdo ampla e uniformemente distribuidos pelo gandws eucariotos;

» sao altamente multialélicos;

» sao amplificados via PCR, o que facilita sua olidiengnesmo com poucas
guantidades de DNA;

» uma vez desenvolvidos psimersque amplificam tais regides do genoma, estes
podem ser facilmente compartilhados entre labdoeor

» primers marcados com fluorescéncia apresentam a vantageposkibilitarem
sistema multiplex, o que permite avaliar rapidamemin grande numero de

individuos para um grande nimero de locos em ptampo.

O uso de marcadores co-dominantes possibilitaenglb de informacdes que fornecem
subsidios para entender a dindmica evolutiva da&cies auxiliando na adogdo de estratégias
de conservacdo e melhoramento genético, manejo aprilggdes naturais, podendo
determinar o impacto da influéncia antropica naabdidade das espécies (Hamrick, 1989;
Seoaneet al.,2001).

Além disso, os microssatélites sdo consideraddaritasrobustos por ndo apresentarem,
em geral, influéncias ambientais, sendo qualifisaciamo marcadores neutros (Morgante &
Olivieri, 1993; Goldstein & Schlétterer, 1999; Agi2004).

Os marcadores microssatélites foram descritos emtgd pela primeira vez por Condit
& Hubbell (1991), que detectaram a presenca dagicges (AC)n e (AG)n. No genoma de
plantas superiores a repeticdo (AC)n é geralmemrteomfrequente do que em mamiferos,
sendo o motivo (AT)n o mais encontrado, seguido N e (AG)n. Repeticdes de
trinucleotideos e tetranucleotideos também foracor®nados no genoma de plantas, sendo
0s motivos mais frequentes (AAT)n, (AAC)n, (AGCYAAG)n, (AATT)n e (AAAT)n
(Wang et al, 1994). Morgante & Olivieri (1993) constataram &# espécies vegetais a
presenca de microssatélites, sendo o dinucleotdde@ elemento repetido mais comum.
Também constataram que estes marcadores estao reon fneguéncia que nos vertebrados,

mas em maior frequéncia que nos invertebradosgofun
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Enquanto o numero de repeticdes de um microssat@ialmente varia, a sequencia de
bases adjacentes ao microssatélite pode ser Umiganmoma e conservada (no mesmo loco)
entre diferentes individuos da mesma espécie. Aggine-se desenhar um oligonucleotideo
especifico para as sequéncias adjacentes a umnidarchssatélite, de forma que, através de
uma reacdo de PCR sera possivel amplificar este dat diferentes gendtipos. Como o
namero de unidades repetidas em tandem em um setélite pode ser variavel em
diferentes genotipos, os produtos de amplificagd® diferentes individuos mostrardo um
polimorfismo no tamanho do fragmento amplificadoy&, 2001).

Segundo Slatkin (1995) os microssatélites sdo rdarea ideais para estudos de
genética e evolucdo de populacdes naturais dewdita poder discriminatorio, a robustez,
confiabilidade, praticidade operacional e por sengarcadores altamente informativos
geneticamente.

Vérios trabalhos utilizando SSR foram desenvolvidosn sucesso para avaliar a
diversidade genética entre gendtipos, comdesenvolvido por Akkaya&t al (1992) que
demonstraram que SSRs estavam presentes em gend@@osoja e altos niveis de
polimorfismo foram detectados entre os gruposobservada uma média de 7 alelos em cada
3 locos SSRs, permitindo assim a identificacdo3igehodtipos de soja.

Outro trabalho que demonstrou a capacidade dosad@es SSRs foi desenvolvido por
Kijas et al. (1995), mostrando que h& grande variacdo de tammapnbk locos SSRs em
espécies de citros. Neste trabalho foram avaliatessos provenientes de um cruzamento
intergenérico entre limao cravcdCifrus limonia Osbeck) ePoncirus trifoliata Foram
analisados dois locos SSRs quanto a variacdo @dserdélica, a partir da amplificacdo e
hibridizacdo com a sonda TAA. Demonstrou-se core estudo que todas as plantas da
progénie avaliada apresentaram o SSR (TAA) indicaassim que a regido flanqueadora é
conservada nos diferentes genomas testados.

Em trabalho semelhante, Sadtaal. (2003) avaliaram a presenca de SSR em cDNA de
11 acessos de algodao e 4 géneros préoximos. Taintan pares de oligos SSR, dos 120
testados, amplificaram fragmentos de cDNA. A apdlias sequéncias mostrou que 25% dos
24 clones de cDNA selecionados aleatoriamente &ogohm regiées contendo repeticdes e
mostraram que os SSR contendo cDNA foram consesvadoduas diferentes espécies de
algodao Gossypium barbadense G. hirsutunm. Este estudo revelou a importancia dos
marcadores SSR para 0 mapeamento comparativo de fyanscritos.

O emprego da tecnologia dos microssatélites emalfyenas limitacdes, como a grande
quantidade de trabalho necessario para o desem@ito deprimers especificos para os
locos de microssatélites de cada espécie. Entoetamtorre conservagdo de sitios
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microssatélites entre espécies relacionadas, plidssitho aproveitaprimers denominados
heterélogos, que foram desenvolvidos para uma espéamprega-los nas demais espécies do
género (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A principal limitacdo refere-se ao custo e ao esfonicial requerido para a clonagem e
sequenciamento das regifes que flanqueiam a remi@mssatélite, para a obtencdo de
primers.Os métodos atuais para descobrimento de marcadaseados em SSR tipicamente
requerem a constru¢cao de uma biblioteca gendmiaget de uma biblioteca para elementos
repetitivos, sequenciamento do DNA de clones pasitidesenho dgsrimers selecdo dos
locos informativos e caracterizagcdo da variacaticaléZaneet al. 2002, Souza, 2001 e
Grattapaglia, 2001). Porém, este custo € amplamemtgensado pela ampla gama de
potencialidades de pesquisa e desenvolvimentogabrem ao se possuir tal tecnologia para
uma determinada espécie (Grattapaglia, 2001). Al&so, uma vez desenvolvidos, 0 seu
custo de utilizacdo equivale ao de outros marcadmaseados em DNA.

Devido ao alto grau de polimorfismo, os micross&®ltém sido empregados em
diferentes situacbes na area vegetal. Tais maradoram empregados com sucesso na
discriminacdo entre acessos e cultivares de bategermoplasma, detectando duplicacoes,
mistura de sementes, deriva e cruzamentos ndootamds (Melo, 2000; Souza, 2002).
Também foram empregados na determinacao do grpardetesco de individuos (Yaagal,
1993 e Melo, 2000), na determinagcao de origem parpor teste de paternidade (Gaiatto
al, 2003) e na construcdo de mapas genéticos dédiga¢u & Tanskley, 1993, Brondaei
al, 1998). Em espécies arboreas tropicais, os mickdgsatforam descritos e empregados
com sucesso em estudos de sistema reprodutivop fidnico e estrutura genética de
populacdes, tais comd?ithecellobium elegangChaeseet al 1996), Carapa guianensis
(Dayanandamet al, 1999),Caryocar brasiliens€¢Collevatti, 2001)Euterpe eduligGaiotto,et
al, 2003).

Em genética de populacdes de plantas, o empregoiaessatélites teve uma grande
contribuicdo na melhoria das estimativas de par@segenéticos, especialmente em
populacdes com diversidade baixa ou ndo detectadayiros marcadores. Em estudos de
conservacdo ambiental, esses marcadores tém un@tamga muito grande pela alta

eficiéncia apresentada (Paetkau, 1995).

4.6.2. AplicacGes de Marcadores na Conservacédo Arebial

Os estudos voltados para conservacdo de populamdesspécies de importancia

econdmica ou em risco de extincdo fornecem dadescqustituem uma base essencial na
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tomada de medidas de manejo de populacdes selvageadltivadas. A concatenacdo das

diversas areas de estudos populacionais, tais dmologia, ecologia e genética € uma

tendéncia atual, sendo que, nesta ultimaesenvolvimento de técnicas que possibilitam a
deteccao da evolucdo de diferentes genotipos ewegua gama de ferramentas utilizaveis no
suprimento de necessidades. Dentre estas necessigsidio a identificacdo de individuos e

estimativa do grau de parentesco entre eles, anitegjfio de populacbes de interesse,
estimativa do grau de variabilidade das mesmas, bemo de sua historia recente, e

estimativa do grau de similaridade entre populagdespécies, com a constru¢do de arvores
filogenéticas (Marques, 2002).

A biologia molecular tem sido a ferramenta escahpdra os estudos de genética de
populacbes e que tem acumulado avangos importagéeando técnicas cada vez mais
precisas para o exame de segmentos de DNA. Eladetribuido também para a descoberta
de variados marcadores moleculares aplicaveis ais diversos problemas encontrados no
estudo de populacdes e as analises estatisticagequéem desde a estimativa do grau de
variabilidade genética de uma dada populacdo atrogds de &arvores filogenéticas,
relacionando espécies proximas e elucidando qued®parentesco (Marques, 2002).

Portanto, o sucesso de qualquer programa de cagsere dependente do conhecimento
da quantidade de variacdo presente na espécietelesse. Caracteres morfoldgicos e
agronémicos, usados para a medi¢cdo da diversidad&iga em determinadas populagfes de
individuos possuem uma grande dificuldade na itleatédo de grupos taxondémicos
discretos. Esta dificuldade deve-se ao fato deaggeande maioria dos caracteres vegetais €
influenciada por fatores ambientais, exibindo \@@&@continua e um alto grau de plasticidade
fenotipica. Para tentar solucionar estes probletéasjcas moleculares tém sido utilizadas
para monitorar a variabilidade genética (Padteaxl., 1998).

Os recentes avancos na biologia molecular abriravashperspectivas para a pesquisa
em conservacao de espécies e para os estudoslagiebjwopulacional como um todo. Pela
primeira vez a variagdo encontrada em plantas masipode ser analisada no DNA.
Diferencas na sequéncia genética podem ser diretarobservadas e descritas com um grau
de precisdo impraticavel ha pouco tempo atras. @sadores moleculares sdo uma destas
técnicas (Marques, 2002).

Os marcadores moleculares estdo facilitando azegdlo de estudos de genética,
taxonomia e evolucédo de plantas proporcionando winstancial avanco no conhecimento
cientifico. As principais implicacbes deste avamgoconhecimento se refletem no poder,
precisdo e rapidez na manipulacdo da variabiliggeética. Assim a conservagdo de plantas

pode se beneficiar de varias maneiras através dmgadores moleculares, como na
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construcdo de mapas genéticos (Gantall., 1991), caracterizacdo da variabilidade genética
(Goldstein & Schlotterer 2001), monitoramento (Sebs; Borgstrom; Heun, 2007),
"fingerprinting” (Weisinget al.,2005) selecéo assistida por marcadores (Landemgson,
1990) clonagem de genes (Chaves, 20@&tudos de crescimento e desenvolvimento das
plantas (Nodaret al.,1992).

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Areas de estudo

A éarea escolhida para coleta esta localizada na deeProtecdo Ambiental de Pandeiros
(APA-Pandeiros), sob monitoramento do InstitutcaBsal de Florestas — IEF/MG, situada na
regido Norte do Estado de Minas Gerais, no mumaipi Januaria (15° 29’ 7” Latitude Sul e
46° 21’ 32” Longitude Oeste), regido de abrangédai@acia do Rio Sao Francisco (Figura
4). Nesta &rea foram escolhidas duas populac@aspte estudo: a) populacdo 1, presente na
comunidade sede do IEF (Vila) e caracterizada cpopulacéo explorada pela comunidade e

b) populacéo 2, presente na localidade denominadi@iBal (populacdo néo explorada).

Municipio de Januaria

Mapa Minas Gerais

Figura 4 - Localizagdo do municipio de Januéarid&onte: Galizoni (2005).
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5.2.Material bioldgico para estudos genéticos

Para a construcdo da biblioteca gendmica e des@memto dos marcadores
moleculares SSR, o material genético (DNA total) dbtido a partir de folhas jovens
coletadas de 1 individuo adulto (reprodutivo) pnéseem uma populacdo natural b
flexuosaque foram enviadas ao Laboratorio de Genética fdega Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia, DF.

5.3.Extracdo e amplificacdo do DNA

O DNA foi extraido a partir de 500 mg de tecido etadymacerado utilizando o protocolo
CTAB 2% descrito por Doyle & Doyle (1990) com as dificacbes a seguir(l) Em
eppendorffs de 2 mL identificados para cada amdstean adicionados 150 mg do tecido
macerado pelo triturador mini beadbeater; (2) foradicionados 80QuL de tampéo de
extracao (pré-aquecido a 65°C), os tubos foramafiahe agitados para ressuspender o tecido
no tampéao; (3) foram levados ao banho-maria (65 @) 60 minutos, agitando-os
manualmente a cada 10 minutos; (5) apos sereradetirdo banho-maria e com a mistura em
temperatura ambiente foram adicionados pD@e cloroformio-alcool isoamilico (24:1) e os
tubos foram agitados por 5 minutos invertendo-omidmo 20 vezes até fazer uma emulsao
homogénea; (6) os tubos foram centrifugados pornfifutos a 12.000 rpm; (7) o
sobrenadante foi transferido para novos tubos tamhércados; (8) foram adicionados 70%
(v/v) do volume £ 400 pul) de isopropanol gelado, misturado suavementefatéar um
precipitado; (9) os tubos foram centrifugados digrah5 minutos a 12.000 rpm; (10)
suavemente foi descartado o maximo de sobrenadaveeiendo os tubos sem perder o
pellet; (11) foi adicionado 1 mL de etanol 70% Jvpara lavar o precipitado, deixando-o
imerso por 5 a 10 minutos, invertendo-o suavemgi®) os tubos foram centrifugados
durante 10 minutos a 12.000 rpm; (13) foi retiradmaximo do etanol sem perder o pellet;
(14) foi adicionado 1 mL de etanol 100% (v/v) pdaaar o precipitado, invertendo-o
suavemente; (15) os tubos foram centrifugados tkirhd minutos a 12.000 rpm; (16) foi
retirado o maximo do etanol e o pellet secou enpésatura ambiente; (17) cada precipitado
foi dissolvido em 100uL de tampdo TE (10 mM Tris-HCIl, 1 mM de EDTA, pHORB,
acrescido de 1LiL RNAse (10mg/mL) e deixado ewmwwvernight. As amostras foram ent&o

armazenadas a -20°C (Figura 5).
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Figura 5 —Esquema representativo adaptado das etapas dedextta DNA pelo método
CTAB 2%. Fonte: Romano & Brasileiro, 2005.

5.4. Construcao de biblioteca gendmica enriquecida

As estratégias classicas de isolamento de micelgeat envolvem a construcdo de
bibliotecas gendmicas selecionadas para certo taonad@ inserto, e screeningde milhares
de clones com sondas apropriadas (Rassman, Sobl@t€autz, 1991).

A construcdo da biblioteca gendmica enriquecida ¢ooos microssatélites foi feita
utilizando o protocolo descrito por Rafalski al (1996) com modificacdes de Busbal.,
2003, conforme a Figura 6.

A metodologia utilizada neste trabalho foi a dastargédo de biblioteca gendémica
enriguecida para poli AG/TC. Este protocolo envoluema série de etapas, e 0 uso de
controles, principalmente nas etapas de: i) digegtd DNA; ii) selecdo dos fragmentos
enriquecidos; iii) amplificacdo por PCR dos fragtesnenriquecidos; iv) selecdo de clones
positivos; v) PCR dos insertos com poli AG/TC e ifmacdo do DNA para o
sequenciamento. Sabe-se que ndo existem iniciadepeificos para o buriti e testes com

primersentre espécies relacionadas ainda néo foram fepoblicados.

26



ABEADS MAGNETICAS BoEcEcEs . .
U VSR * B B
s
Z e
SOMDA BIOTINILADA LIGADA &
A STRERTAVIDRIA

SELECAO DE FRAGMENTOS CLONAGEM EM UM VETOR TRANSFORMACAD
CONTENDO MICROSSATELITE PEEM-t EM XLI-BLUE

| S Wi !|1”|!|_!|
k1. l;l WAL
IL|p|.||

g .Jdu;.».l«LmLm, L ...J'J-‘..:J\*.UM

P —— "'_| g

ECECEEY
]
Ww—rwwmw
l ‘ i mairers
‘l el
ECEGECEY =
EEECEEEY iR T erreremerr=
DNA GENOMICO D¥A GENOMICO LIGACAODE PRE-AMPLIFICACAQ
TOTAL DIGERIDO ADAPTADORES VIAPCR
PLASMIDED PLASMIDED -
TNSERTO
R
> LR
ESTREETAVIDRNA LIGADA .

AMPLIFICACAD VIA BCR EXOSAPE
DOS INSERTOS CLONADOS SEQUENCIAMENTO

Figura 6 — Esquema representativo das etapas da constracBibltbteca enriquecida

com microssatélitesonte: Nucci, 2007.

5.4.1. Selecédo da enzima para digestdo do DNA

Apés a extracdo do DNA total, foi feita uma avaiagla digestdo com trés diferentes
enzimas de restricdo, MseJTAA), Sau3A (GATC), e Tsp509 [(AATT) para verificar a

eficiéncia da acdo enzimatica na segmentacdo do ®blAue obtivesse maior quantidade de

fragmentos na proporcdo de 200 a 800 pb. A TabeleoRra os reagentes utilizados no

processo de sele¢cédo da enzima.
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Tabela 2 —Reagentes utilizados no teste da digestdo enzargpios a extracdo do DNA.

Msel Sau3A Tsp509
Agua miliQ (pL) 5,5 plL 6,5 ulL 6,5 pL
Tampao 10x 1 uL NEB 2 1 pL React4 1uLNEB1
BSA (10ng/mL) 1L //
Enzima (10u/ul) 0,5 L 0,5 uL 0,5 uL
DNA (300 pg/pL) 2L 2 L 2 ul
Total 10puL 10puL 10 pL

Apos o preparo da reacdo de digestdo, as amostras fcentrifugadas rapidamente
(spin), sendo que, o tubo 1 continha a Msel e o fula Sau3A, ficando ambos os tubos em
estufa a 37 °C eravernight O tubo 3 que continha a Tsp509 ficou no banhaar@65°C
também enovernight.Em seguida o material foi submetido ao processeleteoforese em
gel de agarose a 2% (pM)is-Borato-EDTA (TBE) 1X e 4,%L de brometo de etideo para
migracdo das reacdes de digestdo e quantificacaDNW. Foram utilizados trés pesos
moleculares para avaliar o tamanho dos fragmentessgo: 1Kb, @174 e Kb Plus. O DNA

foi visualizado com trans-iluminador com luz uliieta/366 nm. (Figura 7).

Figura 7 - Gel de eletroforese do ensaio de digestdo enzim&ten as enzimas Msel,
Sau3A e Tsp509.

ApoOs eletroforese a quantificacdo das amostraseftimada pela intensidade de
fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo sob(lwavioleta) em gel de agarose a 1%
(p/v), TBE 1X e 4,51L de brometo de etideo. Essa intensidade foi comdpaéa de padrées

com pesos moleculares e concentracdes especificasecidos de DNA do fago(Gibco).
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Foram utilizadas 10 amostras de DNA de buriti erfferdntes diluicbes e 4 pesos

moleculares DNAJ (invtrogem) em diferentes concentracdes conforrostra a tabela 3.

Tabela 3 —Amostras utilizadas na quantificacdo do DNA datbur

Tubos Amostras Concentragoes
1 DNAA 2 pL 10 ng/ pL
2 DNAAS uL 10 ng/ pL
3 DNAA 2 uL 50 ng/ uL
4 DNAA 2 uL 100 ng/ uL
5 2 uL DNA buriti (amostra 01) 250 ng/ uL
6 2 uL DNA buriti (amostra 01) Diluido 25:1
7 4 uL DNA buriti (amostra 01) Diluido 25:1
8 2 uL DNA buriti (amostra 03) 250 ng/ uL
9 2 uL DNA buriti (amostra 03) Diluido 25:1
10 4 pL DNA buriti (amostra 03) Diluido 25:1
11 2 uL DNA buriti (amostra 06) 250 ng/ uL
12 2 uL DNA buriti (amostra 06) Diluido 25:1
13 4 pL DNA buriti (amostra 06) Diluido 25:1
14 2 uL DNA buriti (amostra 06) Diluido 25:1

As amostras foram aplicadas em gel de agarose aaphigando-se 2L de Ficol 15%.
Nas colunas 1, 2, 3 e 4 foi aplicado o peso madedue 10uL de tampao de carreamento
(TC). O gel correu a 75 volts durante 1 hora (Fagix.

Figura 8 —Primeira quantificacdo das amostras de DNA do iburit

5.4.2. Eluicdo dos fragmentos de DNA em gel de agarose

ApoOs a primeira quantificacdo foi realizada uma anaquantificacdo com um pente
preparado com 4 poc¢os unidos, no qual foi feitagasido do DNA para o desenvolvimento

da biblioteca usando a enzima Sau3A (Gibco) naerdracao de 10WL, a qual se mostrou
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mais eficiente no teste de digestdo enzimaticataNesacao foram utilizados % de agua
miliQ, 20 uL tampéo 10X react 4, 130 de DNA (600 ngiL) e 25uL da enzima (10WiL),
totalizando 200uL, e incubado a 37°C enovernight (Figura 9A). Apos foi feito a
quantificacdo da eluicdo dos fragmentos de 2000apB0que foram recuperados do gel por
meio de purificacdo através do Kitaquick Gel Extractio{Qiagen) no qual foram utilizados
0os marcadores de peso molecular conhecidos. Oginoeeto de recuperacdo do DNA segue
0S seguintes passos: 12 etapa o gel a 2% (p/\ggilmda quantificacédo foi cortado com uma
massa variando em torno de 400 a 430 mg e insezidosppendorfs de 2 mL, num total de 6
tubos, os quais foram adicionados 12&60da solucdo QG, em cada tubo. Na 22 etapa os
tubos foram deixados em banho-maria por 10 minaté® °C, sendo agitados de 2 em 2
minutos. Na 32 etapa foram adicionados gD@e isopropanol, invertendo e agitando, apos,
foi montando em uma coluna e centrifugado a 1 moinNa 42 etapa foram adicionados 500
uL de QG e centrifugado por 1 minuto. Na 52 etapanfoadicionados 750L de PE, deixado
reagir por 5 minutos e em seguida centrifugado Jpaninuto. Na 62 etapa a coluna foi

colocada em tubos de 1,5 mL e o DNA recuperado @mlL2de agua miliQ. A 72 etapa e

final, 2 uL de DNA digerido (fragmentos de 200 a 800 pb) gieantificado em gel de agarose
a 2% (Figura 9B).

Figura 9 — (A) Segunda quantificagdo feita com o pente de 4 paogados, utilizando os
marcadores Kb e @X174(B) Quantificagdo da eluicdo dos fragmentos de 200 Ga @9
utilizando o marcador Kb.

5.4.3. Ligacdo do DNA aos adaptadores e ligagao bietina aos oligonucleotideos

Nesta parte do desenvolvimento dos microssatééitpsimeira etapa foi a preparacao da
biotina para ligacdo ao Oligo (T) A Tabela a seguir mostra os reagentes utilizagste

preparo.
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Tabela 4 -Reagentes utilizados no preparo da biotina

Reagentes Volume (ulL)
Agua MiliQ 24
Tampado 10x (NeBuffer 4) 4
CoCl, (0,25 mM 10x) 4
Oligo (TC)14 (100 M) 2
Biotina 16 ddUP ( 25 nmol) 2
Terminal Transferase (20 U/ulL) 4
Total (pL) 40

Apéds a mistura, a reacado foi incubada a 37°C pomBiutos, logo em seguida foram
aplicados 4uL de EDTA (0,5 M) para inativacdo enzimatica, augséb foi precipitada com
2,5 volumes com etanol absoluto a -20°C e deixatdowernight

Na segunda etapa, foi feita a ligacdo dos adamadmy DNA digerido. Os adaptadores
Long SAU(5" - GAT CGG TGA ATT CGG CTC TAG GTC G - 3")&hort SAU5" - CAG
CTT AGA GCC GAA TTC ACC- 3’) foram ligados aos fragntos digeridos de extremidade
abrupta com a enzima T4 DNA ligase (Introgen). Fordilizados 3uL do adaptadoLong
SAU(200uM) e 3uL do adaptadoShort SAU200uM), 20 uL do DNA gendmico digerido
no passo anterior, 31 do tampé&o 10X (50 mM Tris-HCI, pH 7,8; 10 mM MgC10 mM
DTT; 25 ug/ml BSA), 6 uL de T4 DNA ligase (400 WL) e 76uL de &gua milliQ
autoclavada para completar 120, o volume total desta solucdo. Esta reacédo fmibada a
20°C porovernight

Em seguida a biotina deixadaernightfoi centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm,
lavada 2x com etanol 70% (5@Q). O etanol foi retirado e o material deixado psezar.

Logo apos, foi resuspendido em@0de agua miliQ.

5.4.4. Enriquecimento da biblioteca - preparo dasantas magnéticas para hibridizacao

No enriquecimento da biblioteca, foram preparadasc@tas magnéticas adicionando 1
mg de beadsOynabeads — Streptavidin Boehring Mannpeanl0 mg/mL em um tubo de 2
mL, lavados 2x com 900L PBS Phosfate-Buffered SalipgH 7,0 + 10QuL de BSA a 10
mg/mL injetando 40Q.L de cada vez, logo apds foi usado um ima pararaepa beads da
solucéo aquosa (Figura 10), depois da separacaoétizayo sobrenadante foi descartado e as
beads lavadas uma vez com 4400de tampé&o 1X BEW ap0s uma nova separacao magnétic

o material foi ressuspendido em 200 do estoque de 2X BEW e acrescentado lZ@e
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agua, deixando as beads mais alcalinas para @digagn a biotina. Finalizado o processo foi
adicionado 30uL da solugédo preparada de Bio-Oligo (biotina mdigod e agitado a
temperatura ambiente por 60 minutos no vértex mideramente apos a agitacao a solucao
foi lavada uma vez com 4QQ. de 1X BEW, depois uma vez com 40D de 5X SSPE com
0,1% SDS ressuspendido em 3180de 10X SSPE com 0,2% de SDS (pré-aquecido a 65°C)

e deixado a 65°C por 15 minutos e armazenado a 4°C.

Figura 10 —Na seta azub ima utilizado para separar as contas magnétiezl§) das
solugbes aquosas. Na seta verde o eppendorf coluc@es.

5.4.5. Hibridizagdo do DNA+adaptador ao complexo Broligos-conta e PCR para
controle do enriquecimento da biblioteca

Terminado o processo de preparacdo do complexmligio-conta foi realizada a
hibridizacdo com o DNA ligado ao adaptador, asswnarh transferidos 12QL de
DNA+adaptador para um tubo de 1,5 mL e adiciona@lpl3de agua deixando um volume
final de 150uL. Foi feita uma diluicdo 1:1000 (@@L de DNA+adaptador em 998 de agua)
colocando em um tubo enumeradabp 1) servindo de controle e desnaturado a 95°C
durante 10 minutos no bloco térmico (MaFiaher Scientifif. Utilizando okit Hibridization
Solutiona solucgéo foi recuperada e colocada em um noww (tubo 2), lavada 2 vezes com
400puL 2X SSPE + 0,1% SDS por 5 minutos cada e recupexagblucédo - 12 lavageruljo
3) o sobrenadante foi posto em outro tubo - 22 lawvagubo 4), apos a solucédo foi lavada
uma vez com 40@QL 2X SSPE + 0,1% de SDS por 15 minutos a 65 °C.olucsio foi
recuperada - 32 lavagemulfo 5) e ressuspendida uma vez com 40@X SSPE {ubo 6). As
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beads foram ressuspendidas em 20@e aguat(bo 7). Assim, o controle de enriqguecimento

da sonda (AG)via PCR com o objetivo de avaliar se houve perd@MA nas lavagens foi feito

com 7 aliguotas diferentes:DNA controle (1:1000)2-Solucéo de hibridizaca8:Solucéao da 12
lavagem;4-Solucéo de 22 lavagerf;:Solucdo da 32 lavager6:Solucdo de enxague7eSolucao
com DNA ligado as contas magnéticas. Os reagetitesados na PCR estdo descritos na tabela
5. A amplificagédo dos fragmentos por PCR foi real& utilizando o seguinte programa: 94°C por
3 minutos ou 94°C por 2 minutos, 25 ciclos com a&tage desnaturacéo (45 segundos a 94°C),
ligagédo (45 segundos a 56°C) e extensdo (2 miru#C); e uma etapa final de extenséo de 7
minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram visualgaem gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio (Figura 11).

Tabela 5— Reagentes utilizados na reacédo de amplificacdeatassolucdes na hibridizacao.

Reagentes Volume (L) Mix de 8 ReagGes (L)
DNA 2

Tampdo 10x Buffer + Med, 25 20
10 pMde Primer SAU 25 20
2,5 mMde dNTP 25 20
Taq 5U 2 16

Agua 4 124

Total 25 184

Figura 11 — Resultado da PCR para controle do enriquecimeatbillioteca (sete solugcdes
mais o peso molecular distribuido em oito po¢cb3poco(Marcador Ladder Kb),
2° poc¢o(Tubo 1 - diluigdo 1:10008° poco( Tubo 2 - solugéo de hibridizagdo),
4° poco(Tubo 3 - 12 lavagem}°® poco(Tubo 4 - 22 lavagem°® poco(Tubo 5 -
32 lavagem)7° poco(Tubo 6 - solugcdo de enxague e8iopoco(Tubo 7 - DNA
ligado as beads).
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5.4.6 — Purificacdo das reacfes de PCR ap0s bridizacéo

Foram realizadas 36 reacdes de PCR das beaddizadas ao DNA ligado ao adaptador
(Figura 12A) elogo aposuma purificagédo destas PCRs utilizando o kit défipacao QIAquick
PCR Purification (Qiagen®) dividindo o volume emsleppendorfs de 2 mL com 4QQ cada
um. As beads foram retiradas por separacdo magnétigolume distribuido em trés tubos em
cinco volumes de PB (2000L) inseridos em cada tubo. Em um tubo de coleta colana
QIAquick spinforam passados 700L por 60 segundos. Depois foi deixado por 1 minogo
centrifuga para homogeneizar. Apos, foi lavadazatildo 750uL de tampé&o PE e centrifugado
por 1 minuto, descartado o liquido do fundo, readmo tubo a coluna e centrifugado mais uma
vez. No final, foram acrescentados20de dgua MiliQ no centro para recuperar o DNAxddo
por 1 minuto e centrifugado por 1 minuto a 12.08@.rA quantificacdo do DNA purificado foi
feita em gel de agarose a 2% corado com brometdideo, com 2L do marcador molecular
Ladder, 2uL da amostra de DNA purificado eu2 de tampéo (Figura 12B).

Figura 12 — (A) Quantificacdo da PCR das bea@. Quantificacdo do DNA ap0os purificacéo.
No poco enumerado 1 esta o peso molecular laddgrpgo 2 a amostra aplicada
nao purificada e no poco 3 a amostra purificada.
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5.4.7. Ligacdo do DNA ao plasmideo pGEM-T, transfanacdo e repicagem de colbnias

Apés a hibridizacdo e purificacdo, & dos produtos da PCR (DNA purificado) foram
ligados a luL do vetor pGEM-T Easy Vector (kit Promega) de @ntcacdo a 50 ngil (Figura
13), segundo o protocolo fornecido com o vetormld&l, utilizando 1uL de T, Ligase (3U/uL)

e 5uL de tampao Jligase 2X, totalizando 10L de volume para esta reacao que foi incubada
em geladeira (4°Cpvernight Foram preparadas varias placas com meio NZY ABatton-
agar).

Para crescimento das bactérias foram adicionadosul50de bactérias competentes
Escherichia colicepaXL1-Blue armazenadas a -80°C,ul de agua e 3iL de ligacdo. A
transformacao foi realizada pelo procedimento de@oracdo (Chas®t al. 1988; Dowetet al.,
1988) montado em uma cuba Gene Pulser® (Bjdi@idura 14). Em 1 pulso de 1.8 volts no
tempo de 4 a 6 segundos, onde osubOdas bactérias mais ligacdo foram eletroporados e
imediatamente apos acrescido 1 mL de meio. Em dadai deixado no shaker agitando a 37°C
por uma hora. Acrescentou-se as placas de petnl2@@ meio NZY Agar (caseina hidrolizada
10g, extrato de levedura 5g, NaCl 5g, MgS®,0, pH 7,5) contendo 0,013 g de ampicilina, 16
uL de IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid@e)0,5 M, 40uL de X-gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) a 40 mig/ Com a ajuda de esferas todo o material
foi espalhado de maneira homegenia na superficada. As placas foram incubadas invertidas
a 37°C por 18 horas em estufa para o crescimentml8eias. No final foram feitas duas placas

MF; com 100uL e a MR, com 50uL de colbnias eletroporadas.

T7 1
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Figura 13 — Representacao do vetor de clonagem pGEMNMT = origem de replicacdd.ac Z =
a-peptideo -regido codificadora da enzima R-galatdole; T7 e SP6= promotores
da RNA polimerase que flanqueiamuma regido multif@aclonagemT = local de
insercdo da molécula de DNA exégehapri = regido ffago; Amp'= gene que
confere resisténcia a ampicilina.
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Figura 14 —Cuba de eletroporacgao utilizada no processo dseftranacao bacteriana.

5.4.8. Selecéo de Clones Positivos para SSR

A atividade do gene da enzifiajalactosidase foi um dos critérios utilizados @araliar
a selecao dos clones. As colbnias brancas (recamtes) possuem esse gene inativo e ndo
produzem a enzima que cliva o X-gal expressandoagnéranca, consideradas assim como
oriundas da auséncia de degradacdo do substratmgénico, portanto sendo dito positivo.
Os clones ndo recombinantes possuem esse genseniyo capazes de transcrever e traduzir
a enzima, o que torna as coldnias azuis sendosfaeiidentificarem na placa de petri,
considerados a partir deste conhecimento negativos.

Logo ap0s a analise das duas placas feitas, dadsuhldo apresentava colonias azuis e
tinha um alto indice de colbnias 0 que atrapalltapeocesso de repicagem sendo necessario
fazer mais duas placas com pD e 25 puL de transformacdo melhorando o processo de
repicagem e selecdo das colbnias bacterianas.

Para garantir que cada construcdo (vetor + fragmhdiosse mantida em condi¢des
apropriadas para analise posterior, foram utiliggolacasDeepWellcom fundo em U, com
80 uL por pogco de meio LB contendo ampicilina (L§0nl). As colbnias brancas foram
repicadas com a ajuda de palitos estéreis acondidis em tubos falcon. As placas foram
vedadas com um plastico apropriado, furado em pada para entrada de ar e oxigenacao do
ambiente, incubadas a 37°C overnight em estufagarascimento de colbnias (Figura 15).

Apos esse periodo as placas foram armazenadagezrerfr20°C por 30 minutos.
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Figura 15 - PlacaDeepWellcom fundo em U(A) Vista superior da plac@B) Vista basal da
placa.

5.4.9. PCR dos insertos

Com o objetivo de identificar os clones contendarossatélites e verificar a eficiéncia
do procedimento de enriquecimento e clonagem, osesl positivos identificados na
hibridizacdo foram diluidos em 8@ de agua ultrapura estéril e expostos a 95°C por 5
minutos. Logo em seguida foi realizada uma reagdamplificacdo dos insertos diretamente
das colbnias obtidas na etapa anterior, utilizangdmer M13F e M13REsta suspenséao de
células foi utilizada em uma reacdo com volumelfitha 10 uL por tubo contendo as
seguintes concentracdes dos reagentequllde tampao 10X (50 mM KCI; 10mM de Tris-
HCI, pH 8,9) na concentracdo de 1,5 mM, Qu06de MgCl (2,5 mM), 0,6uL de dNTP (2,5
mM), 0,12uL de M13F e M13R(10 mM), 0,2uL de TaqgDNA polimerase (5 YiL), 0,8 uL
de BSA, 1uL de DNA utilizado da diluicdo das colbnias, tatatido um volume final de 10
pL. Foi feito um mix para 96 reacOes. Esta reacdostibmetida a um passo inicial de
desnaturacao a 94 °C por 5 minutos, seguido del3 ¢94 °C/1 minuto, 56 °C/1 minuto, 72
°C/1 minuto) e um passo final de extensdo a 72dtC7pminutos. Para controle, 2. do
volume da reacéo de PCR @l2de tampao de carregamento foram utilizados rteoébeese

em gel de agarose 2% (Figura 16).
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Figura 16 —Resultado da eletroforese (quantificacédo pré-rededsequenciamento) da PCR
das amostras de inserto. As setas em azul indicanarcador Ladder 1Kb.
Foram feitas 3 fileiras com 14 pocos cada e ureadilcom 8 pocos.

5.4.10. Reacao de Exo/Sap

A reacdo de PCR faz uso de dpismers dNTPs e DNA polimerase para produzir
multiplas copias de uma sequéncia de DNA especf{ficando a reacdo termina a maior parte
dosprimerse dNTP permanece intacta, e, se nao retiradasintérferir no sequenciamento.
As enzimas Exonuclease | (Exo 1) e Shrimp AlkalPleosphatase (SAP) removem estes
materiais indesejados (Figura 17). Depois desteeglimento o sequenciamento € feito
normalmente.

Nesta reacao foram utilizadogib do PCR de inserto, gL do mix de Exo/Sap com as
enzimas Exo na concentracdo de 1QUé a SAP 1UIL. Foram adicionados 26/l de
tampao tris 50 mM pH 8,0 e permaneceram na programde 37°C por 30 minutos e 80°C
por 20 minutos no termociclador. Logo em seguideeacdo foi deixada a 4°C por 60

minutos.
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Figura 17 —Esquema da reacao de ExoSap utilizada no processo.

Fonte: http://www.icb.ugmf/ibem/protocolos/exosap.html

5.4.11. PCR e reacdo de sequenciamento

Segundo Applied Biosystems, (2001) o sequenciadtumaatico de DNA ABI Prism®
3700 Genetic Analyzer, dispbe de um sistema de dflates que injetam uma carga
eletrostatica nas amostras que migram através ajokames de um poélo negativo até o pdlo
positivo localizado no final do capilar, encerrandocorrida eletroforética realizada em
polimero POP Version 6(Applied Biosystems®). Os capilares dispdem de yanzla de
deteccdo acoplada a um sistema de laser e a unesiaca@nfeixe de raios laser, ao passar pela
janela atravessando os capilares, incita as basesadas que produzem um comprimento de
onda caracteristica de cada base especifica (&,dy G). O comprimento de onda é entao
detectado pela camera que transmite a informac@oraputador acoplado ao sequenciador.
Este computador dispde de um softwdbata Colectio® (Applied Biosystems®), que
controla as operacdes do sequenciador, bem corata@interpreta os dados produzidos. Os
resultados coletados sao posteriormente analispets software Sequence Analisys®
(Applied Biosystems®) responsavel pela producdo ue eletroferograma, que €
representativo da sequéncia de bases detectadasameastras. O eletroferograma é
visualizado pelo aplicativ&€hromas que também pode traduzir o eletroferograma em um
arquivo *.txt (*nome da amostra) em formato FASTAformato FASTA € um formato de

texto padrao utilizado para submissao de sequéndigersos programas de bioinformatica,
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como por exemplo, o BLASTB@sicL ocal AlignmentSearchTool) (Altschulet al, 1990). O
tamanho do capilar utilizado neste trabalho foi e B0 cm, que sequencia até
aproximadamente 500 bases por corrida.

As reacdes de sequenciamento foram feitas utilizandid de sequenciamen®igDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ki(Applied Biosystems) para o modelaBl 3700 da
Applied Biosystems (Figura 18). O produto foi amplificaskguindo os seguintes volumes para
a amplificacdo dos fragmentos via PCR: QI5de primers M13F (3,2 ngiL), 1 puL do
template da exosap ; e (L do BigDye o qual possui uma marcacdo fluorescente que
evidenciou o processo, 1 de tampédo do kit de sequenciamento 5xul6de agua,
totalizado 10uL de reagéo final por amostra. Foram realizadasrel80es para este
sequenciamento. As amplificagbes foram feitaszatildo um termociclador nas seguintes
condicdes: 94°C por 2 minutos, 30 ciclos com etipdesnaturacao (94°C por 10 segundos);

hibridizacdo (50°C por 10 segundos) e de exten&S8C( por 4 minutos) conforme

recomendacéo do fabricante.

Figura 18 — (A) Sequenciador de DNA capilar ABI 3700 da Applied B&tems (B) Area
interna do sequenciador denotando os capilares zet).

Os produtos das amplificagcbes foram purificadosuiselp o protocolo do Kit de
sequenciamento, foram inseridos 25 de EDTA (125 mM), 251L de etanol absoluto e
selado com tampa plastica aderente. O materiamfeturado e invertido quatro vezes e
incubado a 15 minutos a temperatura ambiente. Emuidee foi centrifugado a 30 minutos
(3.000 rpm) a 4°C e toda a fase liquida foi rearadediatamente por inversao. Apos, dado

um spin foi com a placa invertida e protegida coapgb toalha até 180 rpm; foram
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adicionados 5QL de etanol 70% (tampada com o mesmo adesivo)ifteggada a 4°C por 15
minutos (1650 rpm) e todo o etanol foi retiradoarigndo a placa; dado um spin com a placa
ainda invertida por 1 minuto a 180 rpm. A placa gosta aberta pra secagem a 15°C no
termociclador protegida da luz e posteriormentgati a temperatura ambiente.

Ao ser levada ao sequenciador, foram inseridoglL9de formamida, e o material
desnaturado a 95°C por 5 minutos e colocado no ggal@um choque térmico e a completa

desnaturacao do DNA

5.4.12. Desenho dos iniciadores

Os eletroferogramas produzidos pelo sequenciadamfanalisados e editados através do
programaBioEdit Sequence Alignment Editbrersdo 5.0.9) criado pelo Prof. Tom Hall do
departamento de microbiologia da Universidade dadésda Carolina do Norte (USA) onde
cada sequencia foi conferida visualmente concatkrae as sequencias dosners forward
e reversede cada amostra e seu respectivo alinhamentaiersaidosequéncias repetidas in
tandem com um, dois ou trés nucleotid@dall, 1999).

O préximo programa utilizado foi 8 TADEN (Staden, 1996), para obtencdo da fita
consenso para posterior desenhopdeers cuja funcao foi desenhar os parespdeners
complementares as sequéncias de DNA que flanqueasamicrossatélites presentes na
amostra. Foram especificados alguns parametros qoaesenho dos pares gamers no
programaSTADEN(Tabela 6).

Tabela 6 -Parametros especificos selecionados para os assdofprimersSSR no

ProgranfaTADEN
Classe Parametro
Temperatura de hibridizacao minimo: 56°C otimo: 60°C maximo: 63°C
Quantidade de GC no primer minimo: 30% maximo: 70%
Tamanho do produto minimo: 100pb maximo: 300pb
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A tabela 7 a seguir contém a relacdo doprdersfabricados e utilizados no processo

de validacéo, descrevendo o tamanho do fragment®gaenciaorward e reversee as

unidades de base que compo@ers.

Tabela 7 —Relacado dos 3primersdesenhados para o teste de validacéo

Nome Microssatélite Tamanho Fragmento Primer Foword Primer Reverse
MF 1 (GA)15 219 AATTCGATTCAGCCTAGAGCC CTTCCTCTTCCTCTTCCCAATC
MF 2 (GA)19 110 TCACCGATCTAACTTGACCAAA TCCTTTCTCTCTCTTGACCCAC
MF 3 (GA)19 110 TCACCGATCTAACTTGACCAAA TCCTTTCTCTCTCTTGACCCAC
MF 4 (AG)11 (AG)7 (AG)6 (AG)6 205 GAAGATAATGAGGGCTTCTGGA TCTTTCCATCTCTCTCTCCCTC
MF 5 (AG)23 169 AATTCGATTCAGCCTAGAGCC CTCCCTATCTTTCTCTCTGCCC
MF 6 (GA)11 (GA)13 234 AATTCGATTCAGCCTAGAGCC TTTCTCCCTACCTCAGTCAACC
MF 7 (GA)17 361 TACGACTCACTATAGGGCGAA CCCGATCTCTCTTCTTCTCTT
MF 8 (AG)23 163 ACCGATCATGGTGGTAGAACTC AATTCACCGATCAAACCCC
MF9 (AG)19 143 ATACATCGCGCATATCTCACTG ATTCCCACACTCCCTCACTAGA
MF 10 (AG)8 178 AATTCGATTCAGCCTAGAGCC CCCTTCCTCTCTCTCGCTTACT
MF 11 (AG)17 135 AGAGATTGGGGAGGGGAAG TCTCCCTCTCTCTTTCGTTGTC
MF 12 (GA)7 (GA)8 158 AAACCGAGAGAGAGGGAGAAAG CTCGTCTGATTTCCTCTTCCTG
MF 13 (GA)14 333 CTAGAGAGGGAGGAGAAGGGAG TACTCAAGCTATGCATCCAACG
MF 14 (AGA)11 232 CGGGATAGGAGGTTCAGTGTAG CTCCACCTCTTTGTCTGATTCC
MF 15 (AG)11 261 TCGACGAAGATGAAGAATAGGG CGAATTCACCGATCTACTCCTC
MF 16 (AG)7 (GA)10 182 CTGACAAGGTGGCTTACGTTTT ACCTCCTCCTTCCCTATTTCCT
MF 17 (AG)7 (AG)8 191 AGGGCTTCTGGAAGTGTCATAG TCCTCTTCTTCTCTCCCTCTTG
MF 18 (CT)16 178 ATCATCGAAGTTTCATCCATCA CAGAGGGAAATGAACACAGAGA
MF 19 (AG)18 248 AATTCGATTCAGCCTAGAGCC ATCACCGAGCATTCCCCT
MF 20 (GA)8 108 GTGGGGAGGAATACGAGGA ATCTATCTCCCTCTCTCTGCCC
MF 21 (AGA)10 182 GGTCGTTGAGGTGGTAGGTG CCTCCTCCTTTCTTCGTCTTCT
MF 22 (AG)14 (GA)6 190 AGGGGAGGACATAGAGGAAGAG TGTATGTGAGGACGAAGGAGAA
MF 23 (GA)16 173 GATTGTGGGTCATAGTACAAG TATCTCTCTCTACCCCTCG
MF 24 (GA)10 253 AATGGAGGTTAGTTGGAGTTC GATCTCTCTTATCTCTCTCTATCTCTC
MF 25 (GA)18 273 AATTCACCGATCAGGGAGG CGATCTCTCTTCTTCTCTTTCTCC
MF 26 (GA)13 146 TAGTGAACCGAGAGAGAGAGGG CTCCTTCCTGAGATTTCCTCC
MF 27 (AG)6 (GA)12 129 TGGCACACAATAAAATCGAGAG TCTGAGCTTCTCTTTCCCTCCT
MF 28 (CT)9 174 ACCGATCGTTAATGACCTCTGT ACCATGATTACGCCAAGCTATT
MF 29 (GA)8 (GA)9 176 GATCGGGTGAGGAATTTTGAG CTCTCTCTCTTCCCTCTCGGAT
MF 30 (GA)9 159 GATCGGGAGGAGACAGTGG TTGTCTTGTTCTCTCTCTCGCC

5.4.13. Otimizagéo e validag&o dos locos SSR

Neste trabalho, 160 regides microssatélites foragemvolvidas para a espécie, sendo

que apenas 30 pares migmers (forward e revesg foram desenhados, sintetizados e testados.

Os iniciadores sintetizados foram testados em éria de reagfes de PCR utilizando DNA

de 2 populacdes selecionadas na APA-Pandeirodizémtdo 26 individuos deéMauritia

flexuosa a fim de se obter a temperatura de hibridizag&alipara cada par de iniciadores.

Assim, foram testadas temperaturas que variarara é8te 62°C. A reacado de PCR consistiu

da seguinte combinacdo de reagentegg 8le DNA, tampéo de PCR 1x (10 mM Tris-HCI,
pH 8,3; 50 mM KClI), 1,5 mM de MgCl, 2,5 a 7,5 pndd iniciadores, 200M de dNTP, 1 U

42



de Taqg DNA polimerase e agua ultrapura. As amplifies foram padronizadas, variando a
temperatura de hibridizac&o e as concentragcfesgdd, MDNA molde, dNTP e enzima.

Para a reacao foi utilizado o seguinte programaenaociclador Applied Biosystems
9700 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C 1 minuto, terafura de hibridizacdo em teste
por 1 minuto, (48°C a 62°C) por 1 minuto e extend& 72°C por 1 minuto. A temperatura
de hibridizagéo era variada de modo a aumentapeciigidade e eficiéncia de hibridizagao
de cada par dprimer e 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificadaarfovisualizados
em gel de agarose 1% corado com brometo de etiflepartir dos resultados das
amplificacbes, as deteccbes de polimorfismo foraalizadas em géis desnaturantes de
poliacrilamida 5% de alta resolucdo corados conatoitde prata (Creset al.,2001).

Primeiramente todos os 30 iniciadores foram testadoforma de gradiente com uma
Gnica temperatura de anelamento e posteriormesii@dtes variando as temperaturas de 2°C
em 2°C até que fossem acertadas.

AplOs uma baterias de testes de validacOespdiosers sintetizados, apenas 6 foram
considerados polimérficos para analises genétioas luriti (Tabela 8). Os outrqeimers
mostraram-se monomorficos ou com hibridizacbegmeificas.

Utilizando osprimers validados, duas populagcdes com uma distancia nuedid0 km
entre uma populacdo e outra, foram utilizadas n#atiga de verificar a veracidade do
anelamento e geracdo do polimorfismo. As populagiasn do municipio de regido de
Januaria — MG das regifes de Pindaibal e Vila.

Tabela 8 —Relacéao doprimersvalidados que apresentaram polimorfismo pérdexuosa.

Nome Microssatélite Amplitude Alélica (pb) Tm Numero de Alelos
MFO03 (GA)19 101 a 209 56°C 29
MFO8 (AG)23 107 a 155 56°C 18
MF11 (AG)17 101 a 241 48°C 17
MF12 (GA); (GA)s 103 a 223 48°C 29
MF17 (AG)7 (AG)s 103 a 213 56°C 26
MF18 (CT)1s 113 a 213 56°C 20
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5.5. Metodologia de analise estatistica dos dados
5.5.1 - Estimativa das frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas descrevem a variacdo pada co e suas estimativas foram

obtidas pelo softwar@opulation Genetic Analysis (PopGene) Versdo 1¥Bdh & Boyle,

1999) por meio da contagem direta do numero deslebr loco, dividido pelo nimero de

alelos no loco (Nei & Kumar, 2000).

Em que:

P; - frequéncia do alelo i na populagéao j;
n; - nmero de ocorréncia do alelo i na populagéo j;
n; - nimero total de alelos amostrados na populagao j

5.5.2. Estimativa do tamanho dos fragmentos

A determinacdo do tamanho dos fragmentos alélicbsfeita diretamente no gel

utilizando o programaBiorad Quantity One Versao 4.6.3 qual foi capaz de medir

corretamente o tamanho dos fragmentos comparativene®em o valor do peso molecular

estabelecido (Figura 19).

Bnclassifiec

Figura 19— Sree do tamanho dos fragmentos (MF18) do gglotiacrilamida a 5% feito
pelo program&iorad Quantity.
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Os fragmentos dos alelos de interesse foram magqaelo programa na cor amarela com
um trago na horizontal, o trago em amarelo na cadrindica a coluna de aplicacdo. Com
relagédo ao peso molecular, seus niveis foram masaamn um traco azul na horizontal sendo
a coluna marcada com um traco na vertical tambéoonazul. Na avaliacdo dos fragmentos
€ possivel ver que os alelos de interesse foramates pelo programa entre as regioes de
100 pb (nimero 11 do ladder em azul) e 300 pb (nu®@elo ladder em azul). Alguns alelos
foram marcados a partir de 300 pb mas foram coraids inespecificos.

5.5.3 - Estimativa dos indices de diversidade gerat

A partir das frequéncias alélicas foram obtidosseguintes indices de diversidade

genética: porcentagem de locos polimorfic®, (humero médio de alelos por locd),(

heterozigosidade média observadd,)( heterozigosidade média esperada ou diversidade

génica He) de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, aefonobservado de alelos
(na), numero efetivo de aleload) e indice de fixacad)((Berg & Hamrick, 1997).

Esses indices foram obtidos utilizando-se o progr&apulation Genetic Analysis
(PopGene) Versédo 1.31

a) Porcentagem de locos polimorficosR): Um loco € considerado polimorfico quando
a frequéncia de seu alelo mais comum nao exceflgrad, 0,99. Usa-se o critério 0,95
guando o tamanho amostral € menor que 50 indivjadupara amostras que excedem 50,
usa-se o critério 0,99 (Lewontin, 1972). Esta madidobtida pela média aritmética do

namero de locos polimérficos pelo nimero totalatms.

b) Numero médio de alelos por loco em cada populacédd)( O nimero médio de
alelos por locoA) em cada populacéo foi obtido pela divisdo do montetal de alelos
pelo nimero total de locos. Esta estimativa forneune idéia da distribuicdo dos alelos
nas diferentes populagdes estudadas.

c) Heterozigosidade média observadaH,): Para se obter a heterozigose média

observada, as proporcgdes obtidas para cada loam fsomadas e divididas pelo numero

total de locos analisados.
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Em que:

H, - estimativa da heterozigose observada;
Pii - frequéncia dos gendtipos homozigotos.

d) Heterozigosidade média esperadaHg): A heterozigosidade esperada para cada
loco, em uma dada populacéo, foi obtida a parts fiaquéncias alélicas, segundo as

frequéncias genotipicas esperadas, conforme eduilile Hardy-Weinberg, de acordo

com Nei (1987).
H,=1-> P

Em que:

He - estimativa da heterozigose esperada,;
n - nimero de individuos amostrados na populacaquesstao;
pi’- frequéncia alélica estimada do i-ésimo alelo.

e) Indice de Fixacdo Wright, 1978 (Fis) -O coeficiente, que mede a correlagéo entre os
alelos nos gametas que formaram um zigoto (Writ®81), foi obtido por loco e pela
média dos locos, a partir das seguintes relagdes:

>

(média dos locos)

f':]_ ) (10(:05;) f:]_z o

>

Em que:

f - estimativa do indice de fixagdo de Wright;
He- estimativa da heterozigose esperada;
H, - estimativa da heterozigose observada.

Este coeficiente permite acessar os niveis de fea@délicas, informando o grau de
endogamia dentro das populacdes. Para esta esamfiram estabelecidos intervalos de
confianca a 95% de probabilidadgjlizando-se o procedimento dmotstrapcom 10.000
repeticbes (Weir, 1996).

46



f) Outros dados também foram analisados como nimesenaxo de alelosng) e o

namero efetivo de alelogé).

5.6.Transferibilidade para a espécieOrbignya oleifera (Burret)

Espécies filogeneticamente proximas podem aprasdmianologia em sequéncias
flanqueadoras aos locos SSR permitindo a trangidate (Grattapagliat al., 1998).

A espécieO. oleifera,de alto potencial de extracdo e utilizacdo econémeardepcente a
mesma familia do buriti (Arecaceae). Segundo Graghaet al., 1998, a transferibilidade de
primersentre especies correlacionadas vem se desenvoleedemonstra certa eficiéncia no
processo o que pode contribuir para o estudo datest genética bem como outras pesquisas
relacionadas.

Estudos de transferibilidade ja foram realizadogsgjgécies com&ucalyptus(Brondani
et al., 1998), para individuos da familia Meliaceae (WIHit€owell, 1997) e dé&ucalyptus
spp.paraEugenia dysenteric&Zucchi, 2002) e confirmam a eficiéncia da tranbfidade.

A reacdo de PCR para este teste de transferibdidadsistiu da seguinte combinacao de
reagentes: 3g de DNA, tampéao de PCR 1x (10 mM Tris-HCI, pH &8;mM KCI), 1,5 mM
de MgCl, 2,5 a 7,5 pmol de iniciadordsr(vard e reverseotimizados), 20@M de dNTP, 1U
de Tag DNA polimerase e agua ultrapura.

Cada um dos se@imersvalidados foi testado numa mesma populacao, sgene@pos
a verificacdo de polimorfismo nos, outras populacfmam testadas. A finalidade desta
transferibilidade neste trabalho foi comprovar #&césfia dos iniciadores em espécies

correlacionadas.

a7



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento de bibliotecas enriquecidasradocos microssatélites

No teste de digestdo enzimatica das trés enzinsadts (Msel, Sau3A, e Tsp509)
Sau3A foi a que mostrou melhor eficiéncia na dé@sio DNA gendmico produzindo o
perfil adequado de fragmentos (200 a 800 pb) pammstrugcéo da biblioteca (Figura 7) o que
pode ser confirmado na elui¢cdo dos fragmentos aielacom a Figura 9B.

A ligacdo dos adaptadores foi importante para gargne cada fragmento tivesse uma
terminacdo comum e conhecida. A utilizacdo da@oé dos oligos (TGj, juntamente com
as contas se mostraram eficientes na separacacttitagios fragmentos contendo as regides
microssatélites.

Com relacédo ao resultado da PCR para o controlendguecimento da biblioteca, o
mesmo foi satisfatorio neste objetivo, ndo demansip perda de DNA nas lavagens, o que
ficou evidente na analise dos tubos 3, 4, 5 eleignara 11.

A reacdo de exosap utilizada no desenvolvimentondaadores apresentou um bom
rendimento na excluséo do excess@dmerse fragmentos de DNA que poderiam danificar
0 processo de sequenciamento e causar queda maaidgade, o que pode ser comprovado
com o excelente sequenciamento realizado.

No processo de selecédo dos clones positivos, akyaaas foram incubadas com um
tempo um pouco maior a fim de garantir que as caddazuis (que nao receberam o inserto)
evidenciassem, sendo assim nao sequenciados faisiisos.

Na primeira reacao de transformacéo de células emngesE. coli XL1-Blue (Figura
20) com a ligacdo do fragmento de DNA ao plasmidleteve-se uma eficiéncia média de
95%.

De duas placas que foram semeadas contengb 86 NZY + ampicilina, IPTG e Xgal,

a placa 1 continha um total de 2.428 col6nias s&idoolonias azuis, (3,74%). A placa 2
continha um total de 3.280 colbnias sendo 148 q4164.%).
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Figura 20 —Representacdo de uma placa de petri contendo &sihaEscherichia coliXL1-
BLUE transformadas. As coldnias brancas estdo septando os individuos
positivos (que receberam o inserto corretamentes eazuis os individuos
negativos (que néo receberam os insertos).

6.2. Enriquecimento e reenriquecimento da biblioteer genémica de microssatélites

Apds o0 primeiro sequenciamento no ABI 3700, os Itadas demonstraram ter
encontrado 30% de regifes microssatélites dos#8tos sequienciados, necessitando de um
reenriquecimento do processo na tentativa de nagllaoresposta na procura das regides SSR,
as quais com este valor foram considerados insafies. Diante disso, mais placas foram
cultivadas e o processo foi otimizado de forma iefie. Apés todo o processo de
reenriguecimento, as novas placas foram sequensciada

O enriquecimento de bibliotecas gend6micas €é umaodokigia simples para o
isolamento de microssatélites, sendo amplamenieadpl para uma grande variedade de
espécies, porém com uma eficiéncia variavel de peragdo de sequéncias contendo
microssatélites (Butcheat al, 2000; Heet al.,2003). Alguns relatos demonstram uma baixa
eficiéncia, de 1,7% em batata (Ashkenakial, 2001) e 2,1% em mamao (Santisal.,
2003); outros relatos apontam para alta eficiédeiaenriquecimento, de 46% ebnolium
perenneL. (Joneset al, 2001) e de 28% em meldo (Ristschelal, 2004). J& bibliotecas
gendmicas convencionais (sem enriquecimento) possuga baixa eficiéncia de recuperacao
de sequéncias contendo microssatélites. Em baiatagxemplo, Ashkenazt al. (2001)

relatam uma eficiéncia de 0,37% na recuperacaoictessatelites utilizando esta abordagem.

6.3. Sequenciamento, analise das sequéncias e \&j#@b dosprimers

Neste estudo, os resultados obtidos apos o0 seqnesitio foram satisfatorios. No total,
apos o reenriguecimento foram analisados 576 clposisivos dos quais foram encontrados
160 regides microssatélites (27,7%). Destas regid@sforam selecionadas (18,75%) de

acordo com os critérios (Tabela 8) para desenverimdos iniciadore®rward e reverse
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Dentre as 30 sequéncias analisadas algumas apmsentmotivos que foram
classificados como perfeitos, compostos ou com &ugas de dinucleotideos e

trinucleotideos (Figura 21).

Classificagao das Regioes Microssatélites
(30 Regioes)

M Perfeito e Dinucleotideo
H Composto e Dinucleotideo

M Perfeito e Trinucleotideo

Figura 21 — Porcentagem dos motivos microssatélites perfeitb@ngpostos e as frequéncias
de motivos dinucleotideos e trinucleotideos.

Esses resultados sao interessantes, visto quessetétites perfeitos sdo considerados,
em média, como mais polimorficos do que aqueles ouerrupgdes dentro dos motivos
(Weber, 1990), fazendo com que se tenha preferémcigolamento e desenho gdemers
para este tipo de microssatélite (Ellegren, Primen8heldon, 1995).

Com o auxilio do Bioedit os eletroferogramas foramalisados (Figura 22) e as
sequéncias microssatélites classificadas. Por deeferramentas disponiveis neste programa
foram retiradas das sequéncias as regides cormsp@s ao vetor e ao adaptador, restando

apenas a sequéncia do inserto.

220 220 240 250 2a0 270 220
GO OG0 AGHAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGHAGAAGOAGGGIOGAGAGG

/MLMMUJM

Figura 22 — Eletroferograma (MF9) contendo regido microdgatéca em AG do DNA de
buriti (M. flexuosa.
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A redundéancia pode ser atribuida a presenca dee<laluplicados pelo proprio
procedimento da PCR durante as etapas de enriggettimalém da presenca de locos
duplicados no genoma. Sequéncias com mais de 90%ndkridade foram consideradas
redundantes, sendo que muitas delas apresentarapdes na composicao de nucleotideos.
Paniegoet al. (2002), adotaram critérios menos restritivos pamalisar uma biblioteca
enriguecida com microssatélites de girassol, atililo similaridade 85% para considerar as
sequéncias como redundantes.

Dos 30primers analisando ambo$ofward ereversg, 6,6% apresentaram redundancia e
93,4% néo apresentaram similaridade nas sequéfi@gea 23), enquanto que analisando
apenas ogrimersforward, 16,6% apresentaram redundancia e 83,4% néo maysttzaver
similaridade (Figura 24). A analise apenas gosners reverse ndo demonstrou haver
redundancia nas sequéncias. Nwmsmers validados ndo houve redundancia entre as

sequéncias.

Redundancia dos Iniciadores SSR
(Forward e Reverse)

6,6%

M Redundantes

M Ndo Redundantes

Figura 23 —Porcentagem de redundancia pamersforward ereverse

Redundancia dos Iniciadores SSR
(Forward )

M Redundantes

M N3o Redundantes

Figura 24 —Porcentagem de redundancia pamersforward.
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Na analise das Figuras 23 e 24 é possivel verificer a redundancia somente dos
iniciadores SSRorward se apresentaram com maior porcentagem do queuad@&ucia em
ambos os iniciadore$ofward ereverse.

Os motivos microssatélites mais frequentes enadosranos trintgorimers desenhados
foram os dinucleotideos AG e GA, outros motivosraperam em porcentagem pequena,
inferior a 10%, como AGA e CT (Figura 25).

He et al. (2003) construiram uma biblioteca genémica de awiem e encontraram uma
redundancia de 67% das sequéncias de microssatdhteniolium perennd.., Jone<et al.
(2001) encontraram uma redundéncia de 16,4%, \edteg proximo ao encontrado neste

trabalho para ogrimersforward.

Frequéncia dos Motivos
Microssatélites

HAG
HGA
M AGA

HCT

Figura 25 - Motivos microssatélites mais frequentes identifasadmMauritia flexuosa.

A frequéncia das classes de microssatélites é bastaribvel em plantas (Wareg al.,
1994). Numa revisao feita por Powell, Machray evBno(1996), estes autores relataram que
0os motivos AG sdo mais abundantes no genoma ddaplaio que os motivos AC,
diferentemente do que ocorre no genoma de mamif@Msissenbachet al., 1992).
Entretanto, ainda existe uma discordancia sobssondo, uma vez que em algumas espécies
0s motivos AG sdo mais abundantes do que os Ah(Rird et al., 1998; Varshney et al.,
2000) e, em outras, os motivos AC sdo mais fregseficht e May-Marquardt, 1997; Bryan
et al., 1997; Butchest al.,2000).

Os fatores responséaveis pela diferenca em aburad@osi motivos dos microssatélites
entre os varios géneros em plantas ainda nédo s#@o bmem esclarecidos (Echt e May-
Marquardt, 1997). Contudo, a escolha das enzimassiiecdo pode influenciar no niumero e

no tipo de repeticdo encontrados na construcdobddmtecas gendmicas (Hamilton e
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Fleischer, 1999). A construcdo de bibliotecas gec@snenriquecidas com microssatélites,
também, tornou-se uma pratica rotineira nos Uultimess em plantas (Zane, Bargelloni e
Patarnello, 2002), sendo que a maioria delas atdiandas de dinucleotideos, principalmente
AG e AC, embora, alguns autores afirmem que oscthotideos AT sejam 0s mais
abundantes nos genomas vegetais (Pringat., 1997).No entanto, os dinucleotideos AT/TA
séo também instaveis em condi¢bes de PCR por fermastruturdairpin.

Considerando os 30 pares pgemers desenhados e sintetizados, todos amplificaram
corretamente. Destes, apenas 6 se mostraram pfiioso(MF3, MF8, MF11, MF12, MF17
e MF18), 24 amplificaram apresentando muitas baimuespecificas (MF16, MF14, entre
outros) e monomorficas (MF7, MF16, MF15, entre asitr

Outros estudos envolvendo palmeiras, conforme Natcal. (2007), foram feitos visando
o desenvolvimento de marcadores microssatélites rpacaubaXcrocomia aculeata Neste
estudo, de um total de 196 clones positivos, 1B47@%) tiveram pelo menos uma regiao
microssatélite Primers foram desenhados usando 77 (44,25%) sequenci#s (46375%)
foram sintetizadas e testadas. Oito parepraeers (22,22%) mostraram alto polimorfismo,
0s quais foram usados para avaliar geneticamemiglggdes de macauba. Neste estudo em
macauba foi utilizado na clivagem do DNA gen6micenaimaRsd, e no presente estudo, a
SalBA, por esta ter mostrado melhor eficiéncia nastée do DNA gendmico produzindo o
perfil adequado de fragmentos (200 a 800 pb) paracoastrucdo da biblioteca.
Comparativamente, neste estudo envolvendo o bdatiptal de 576 clones positivos foram
encontradas 160 regides microssatélites (27,7%)aréir das quais foram desenhados e
testados 30primers (18,75%). A partir destes iniciadores desenhadoestados, seis
apresentaram polimorfismo (20%), valor este proxduaencontrado por Nucet al. (2007)

em macauba.

6.4. Andlise da Variabilidade Genética

6.4.1. Estimativa do tamanho e das frequéncias al&s

O tamanho dos fragmentos encontrados variou det@lbcos MF11 e MFQ3) até 241
pb (loco MF11). Em uma propor¢cdo média ocorrem Hlefos por loco na populacdo 1 e
11,5 alelos por loco na populagéo 2.

Para a determinacéo da estimativa da variabilidadética dé. flexuosaforam obtidas
as frequéncias de 24 alelos distribuidos nos seas|polimérficos para as duas populacdes
estudadas (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9 —Estimativa da frequéncia alélica na populacaoita)V

Alelo\Locos MF3 MF8 MF11 MF12 MF17 MF18
Alelo A 0,0208 0,0417 0,0417 0,0208
Alelo B 0,0208 0,1250
Alelo C 0,0208 0,0417 0,0417 0,0417
Alelo D 0,0833 0,1250 0,0208
Alelo E 0,1875 0,0625 0,0417 0,0417 0,0417
Alelo F 0,0833 0,0833 0,0208 0,2083
Alelo G 0,0417 0,0833 0,0833
AleloH 0,3333 0,1042
Alelo | 0,0625 0,1250 0,0833
AleloJ 0,0417 0,1250 0,0417 0,2292
Alelo K 0,0625 0,2083 0,0625 0,1875
Alelo L 0,0417 0,0417 0,0417 0,0417
Alelo M 0,0417 0,0417 0,0417 0,1667
AleloN 0,1667 0,0208
Alelo O 0,0833 0,0417 0,0208
Alelo P 0,1250 0,0417
Alelo Q 0,0417 0,0833 0,0833 0,0417
AleloR 0,0417 0,0833 0,0833
Alelo S 0,0625 0,1250
AleloT 0,0417 0,0833 0,1042
Alelo U 0,0833 0,0833
Alelo V 0,2500 0,0417
Alelo X 0,2500
Alelo Z 0,1667

Na populacédo 1, localizada na APA Pandeiros red&éila, a partir da avaliacdo das
frequéncias obtidas, alguns alelos foram apresestatbmo raros considerando que
apresentam frequéncia menor que 0,05. Dentre os dF11 apresentou 0 menor numero
de alelos enquanto o MF12 apresentou 0 maior nimero

O loco MF3 apresentou 12 alelos, sendo que os demirkequéncia (0,0417) foram os
alelos G, L, M, Q, Re T e o alelo V o de maiogfréncia encontrado (0,2500). No loco MF8
foi encontrado um total de 13 alelos, sendo qudeomenor frequéncia (0,0417) foram os
alelos J, L e M e o alelo de maior frequéncia etraedi foi o alelo H (0,3333). No loco
MF11 com um total de 10 alelos, a menor frequéfmide 0,0417 para os alelos A,Ce M e
uma frequéncia maior de 0,2083 para o alelo K.dd¢o MF12 com 14 alelos, foi encontrado
alelos com frequéncia menor do que os outros looo%o os alelos D e F (0,0208) e alelo
com grande valor de frequéncia como o alelo M @716J4 no loco MF17 a frequéncia
menor encontrada entre os alelos foi de 0,041 alebss E, L, O e V e a maior frequéncia foi
vista no alelo X (0,2500). Por fim, o loco MF18 egentou alelos com frequéncia minima de

0,0417 como os alelos C, E, P, Q e com alta freqja@omo o alelo J (0,2292).
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Tabela 10 —Estimativa da frequéncia alélica na populacaarigtbal).

Alelo\Locos MF3 MF8 MF11 MF12 MF17 MF18
Alelo A 0,0250 0,0500 0,0250 0,0250
Alelo B 0,0500 0,1500 0,0500 0,0500
Alelo C 0,2000 0,1000 0,0250 0,0500
Alelo D 0,0750 0,3000 0,2000 0,1250 0,0500
Alelo E 0,1250 0,1500 0,0250
Alelo F 0,0250 0,0250 0,1000 0,0250 0,0500
Alelo G 0,0500 0,1000 0,0250 0,0250
Alelo H 0,0750 0,2000 0,0250 0,0500
Alelo | 0,0250 0,1000 0,1000 0,2000 0,1500
Alelo J 0,1000 0,1000
Alelo K 0,0250 0,3000 0,1000 0,0500
Alelo L 0,0250 0,0250 0,2250
Alelo M 0,0250 0,2000 0,0500 0,0500 0,2250
Alelo N 0,0500 0,0750 0,0250 0,0500
Alelo O 0,0500 0,0500 0,0750
Alelo P 0,0500 0,0750 0,0250 0,1000
Alelo Q 0,0500
Alelo R 0,1250
Alelo S 0,0250 0,0500 0,1750
Alelo T
Alelo U
Alelo V
Alelo X 0,0250
Alelo Z

Na populacdo ZPindaibal) foram analisados os alelos distribuidom total de seis
locos alguns alelos foram apresentados como ramsderando que apresentam frequéncia
menor que 0,05. Dentre os locos, o0 MF8 apresentoemor niumero de alelos enquanto o
MF3 apresentou o maior niumero.

O loco MF3 apresentou 17 alelos, sendo que os demirequéncia (0,0250) foram os
alelos A, F, I, K, L e M e o alelo C o de maiorguéncia encontrado (0,2000). No loco MF8
foi encontrado um total de 5 alelos, 0 menor nuneeintrado na populacao e entre as duas
populacdes, sendo o de menor frequéncia (0,028@l@ F e o de maior frequéncia o alelo K
(0,3000). No loco MF11 com um total de 7 alelospenor frequéncia foi de 0,1000 para os
alelos C, F, G e | e uma frequéncia maior de 0,3@0@lelo D. No loco MF12 o segundo a
apresentar o maior numero de alelos (15 no tataBrfcontrado alelos com menor frequéncia
(0,0250) como os alelos A, C, E, G e L e um alelm grande valor de frequéncia como o
alelo D (0,2000). No loco MF17 a frequéncia menwaomtrada entre os alelos foi de 0,0250
(alelos F, G, H, N, P e X e I) e a maior frequérioiavista no alelo X (0,2000). Por fim, o
loco MF18 apresentou um alelo com frequéncia mintea0,0250 (alelo A) e com alta
frequéncia como os alelos L e M (0,2250).

Os locos mais polimorficos considerados foram o MFBIF12. Dentre os seis locos
polimorficos encontrados, alguns amplificaram camperatura média de 48°C (MF11 e
MF12), enquanto que o0s outros quatro locos politdsf avaliados amplificaram na

temperatura de 56°C.
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As frequéncias alélicas de cada loco estdo repsatas graficamente nas Figuras 26 e

27. Foram encontrados 139 alelos distribuidos eo$reseis locos analisados nas duas

populacdes, sendo encontrados 70 alelos na populagéa populagao 2, 69 alelos.
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Figura 26 - Histograma das frequénciass alélicas dos seis ladorossatélites, estimados para 24
individuos da populacdo 1 diéauritia flexuosa O eixo Y indica a frequéncia alélica e o
eixo X indica o numero do alelo, em pares de bAserespectivas frequénciass se

encontram acima de cada coluna.
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Figura 27 - Histograma das frequénciass alélicas dos seis Intossatélites, estimados para 20
individuos da populacado 2 diéauritia flexuosa O eixo Y indica a frequéncia alélica e o
eixo X indica o numero do alelo, em pares de ba&serespectivas frequéncias se
encontram acima de cada coluna.

Considerando que os locos estudados ndo estdoledaee génica (baixa amplitude de
variagdo), pois apresentam frequéncias alélicas €220 e 0,300, esse resultado difere dos
observados por Silva (2006) que observou de 60%ad@® equidade para as duas populacdes
estudadas dé&eonoma schottian®lart. Segundo Frankel al. (1995), a maior equidade nas
frequéncias alélicas de uma populagdo € um indicddamaior diversidade genética e de
menor susceptibilidade aos efeitos da deriva gemét comparada as que tém alelos muito
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menos frequentes do que outros. Dessa forma, espggoe apresentam maior variacdo das
frequéncias alélicas ou menor equidade génica possisco de gerar fixacdo e perda de
alelos quando submetidas a perturbagfes e gargalu&icos. Na avaliagdo feita evh

flexuosapode-se comprovar que as frequéncias ndo possuedadg, portanto a espécie esta
mais susceptivel a efeitos de endogamia e periiebag que poderia acarretar problemas

futuros com a conservacdo da mesma.

6.4.3. Estimativa dos indices de diversidade gercsi

Entre estes parametrds e He sdo muito influenciados pela deriva genética, erhaale
os alelos raros (com frequéncia inferior a 0,05) eérem retidos em pequenas amostras.
Porém, para inferir se a diversidade genética empopulacdo sera mantida em longo prazo,
apenas a quantificacdo numero médio de al@ps {nsuficiente. Para esse tipo de inferéncia,
€ necessaria a analise comparativaAde H,, especialmente porque o valor 8k é
influenciado tanto pelo numero de alelos como padaibuicdo de suas frequéncias relativas
(Raposcet al.,2007).

Os valores de heterozigosidade observiadaariaram na populacdo 1 de 0,00 (MF11)
a 0,458 (MF8), tendo uma média de 0,277 para asleeds estudados. Ja na analise da
heterozigosidade esperadH)(variou de 0,858 (MF8) a 0,922 (MF11) tendo comédia
0,833 (Tabela 11).

Os valores encontrado na populacdo 2 em relacéeteaiokigosidade observadd)
variaram de 0,000 (MF11) a 0,700 (MF18) com umaimée 0,408. A heterozigosidade
esperadaHe) variou de 0,784 (MF8) a 0,923 (MF12) gerando unélia de 0,877 (Tabela
12). Gaiottoet al. (2003) encontraram valores similares de diversidgghica fe = 0,749) e
heterozigosidade observadd,€ 0,700) emEuterpe edulisEm razdo da heterozigosidade
média observada ter sido inferior a heterozigogdzgperada para as duas populagdes, ficou
caracterizado o predominio de homozigotos. O aumeathomozigotos indica a possivel
existéncia de um processo endogamico, decorrentdedeios de panmixia e/ou deriva

genética.
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Tabela 11 —Estimativa de diversidade génica dos seis locd® &3MV. flexuosa
pela analise de 24 individuos (populacéo 1).

Locos Tamanho da Amostra H, H. na ne
MF3 48 0,375 0,885 12,000 7,529
MF8 48 0,458 0,859 13,000 6,295
MF11 48 0,000 0,890 10,000 7,783
MF12 48 0,291 0,922 14,000 10,285
MF17 48 0,125 0,880 11,000 7,245
MF18 48 0,416 0,865 11,000 6,545
Média 48 0,277 0,883 11,833 7,614
Desvio Padrao 0,180 0,022 1,472 1,427

Dados: Heterozigosidade observaddy), heterozigosidade esperadt)( niimero
de alelos observadosd) e numero de alelos efetivas.

Tabela 12 —Estimativas de diversidade génica dos seis lo&i% &&M. flexuosa
pela analise de 20 individuos (populacéo 2)

Locos Tamanho da Amostra H, H. na ne
MF3 40 0,550 0,929 17,000 10,666
MF8 40 0,100 0,784 5,000 4,255
MF11 40 0,000 0,846 7,000 5,714
MF12 40 0,700 0,923 15,000 10,000
MF17 40 0,350 0,910 15,000 8,888
MF18 40 0,750 0,871 10,000 6,666
Média 40 0,408 0,877 11,500 7,698
Desvio Padrdao 0,312 0,055 4,888 2,544

Dados: Heterozigosidade observadd,), heterozigosidade esperadd)( nimero
de alelos observadosd) e numero de alelos efetivass.

Todos os locos validados detectados Mnflexuosaapresentaram polimorfism®) de
100%. O numero médio de alelos por loé9 foi de 11,5 para as populagdes, valor este
proximo aos encontrados para outras espécies deeipas A= 14,4 emEuterpe edulis
Conte, 2004A= 13,1 enmBactris gasipaesPereiragt al, 2009).

Na populacdo 1 estes valores diferem significatessten relatando indicio de
homozigose nos individuos a ela pertencente eceeugnte causada pelo extrativismo intenso
praticado pela populacgéo local.

Observou-se elevada variacdo entre locos nos pacamde diversidade genética. As
maiores estimativas de indices de fixacBofdram observadas na populacdo 1 nos locos
MF11 (1.0000) e MF17 (0,8550), e a menor no loco8ME,4551), ja na populacdo 2 os
maiores indices de fixagdo foram observados nossIiddF8 (0,8693), MF11 (1,0000) e
MF17 (0,6056) e os menores valores nos locos MR12222) e MF18 (0,1176). Estes

valores podem ser considerados como indicios deagysopulacdes encontram-se em um
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processo de endogamia e com possivel comprometindiensua estrutura populacional. No
entanto, torna-se necessério estudos com um maoeno de individuos e populagbes para
se confirmar estas estimativas. Embora haja a sidegi® deste tipo de estudo, fica claro que,
a populacdo da Vila apresenta valores de estinsatieaindice de fixacdo maiores que a
populacdo do Pindaibal. Este resultado vem ao émcolo esperado, pois, a populacdo da
Vila é explorada pela populacdo, além de apresemtar populagdo com um menor nimero
de individuos. Este indicio de processo de endaydina mais evidente ainda para a
populacdo da Vila, pois, mesmo tendo sido avaliadomaior numero de individuos em sua
populacao (25), ela apresentou maiores estimatiwdsdice de fixacdo (Tabelas 13 e 14).

Os niveis de endogamia detectados pelo indice xdeddo ) foram ligeiramente
superiores na populacao explorada (Vila) em relacfopulacdo ndo explorada (Pindaibal).
Uma consequéncia é a reducédo do numero de indwidyoodutivos em populacdes naturais
exploradas e o aumento dos cruzamentos biparele@sdo ao aparecimento de endogamia
nas geracgoOes futuras (Bawa & Krugman, 1990; Murgw$©5 e Aldrichet al.,1998).

O numero de alelos observadag)(e alelos efetivosng@) néo diferiu drasticamente entre
as populagdes. Na populacdo 1 os valores forampectgamente, 11,833 e 7,614, enquanto
que na populacéo 2 foram estimados os valores, 800 7,698.

Na analise de alelos por loco, muitos alelos daulaggo 1 ndo foram encontrados na
populacdo 2, totalizando 39 alelos restritos (5566 alelos). Da mesma forma, uma
quantidade muito proxima de alelos pertencentespallpcdo 2 ndo foram encontrados na
populacdo 1, num total de 38 alelos restritos @b5cibs alelos), levando a uma diferenca de
8,6%. Este resultado mostra que ha um numero estpoesle alelos que caracterizam

especificamente as duas populagdes (Vila e Pindlaiba
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Tabela 13 —Estimativa do indice de fixacdo alélica na popédat (Vila)

Alelo\Locos MF3 MF8 MF11 MF12 MF17 MF18

Alelo A -0,0213 1,0000 -0,0435 -0,0213

Alelo B -0,0213 1,0000

Alelo C -0,0213 1,0000 -0,0435 1,0000

Alelo D 1,0000 1,0000 -0,0213

Alelo E 0,3162 0,6444 1,0000 1,0000 -0,0435

Alelo F 0,4545 1,0000 -0,0213 0,4947

Alelo G -0,0435 -0,0909 1,0000

Alelo H 0,4375 0,7767

Alelo | 0,6444 1,0000 1,0000

Alelo J -0,0435 1,0000 1,0000 0,4103

Alelo K 0,6444 1,0000 -0,0667 0,3162

Alelo L 1,0000 -0,0435 -0,0435 -0,0435

Alelo M 1,0000 -0,0435 1,0000 0,7000

Alelo N 1,0000 -0,0213

Alelo O 1,0000 1,0000 -0,0213

Alelo P 1,0000 -0,0435

Alelo Q -0,0435 1,0000 1,0000 1,0000

Alelo R 1,0000 1,0000 1,0000

Alelo S -0,0667 1,0000

Alelo T 1,0000 1,0000 0,7767

Alelo U 1,0000 0,4545

Alelo V 0,5556 1,0000

Alelo X 1,0000

Alelo Z 1,0000

TOTAL 0,5676 0,4551 1,0000 0,6769 0,8550 0,5082
Tabela 14 —Estimativa do indice de fixacéo alélica na popidez (Pindaibal).

Alelo\Locos MF3 MF8 MF11 MF12 MF17 MF18

Alelo A -0,0256 -0,0526 -0,0256 -0,0256

Alelo B 1,0000 1,0000 -0,0526 1,0000

Alelo C 0,6875 1,0000 -0,0256 1,0000

Alelo D 0,3143 1,0000 0,6875 0,7714 -0,0526

Alelo E 0,6396 1,0000 -0,0256

Alelo F -0,0256 1,0000 1,0000 -0,0256 1,0000

Alelo G 1,0000 1,0000 -0,0256 -0,0256

Alelo H 0,6875 1,0000 -0,0256 1,0000

Alelo | 0,3143 1,0000 -0,1111 0,4444 -0,1765

Alelo J 0,6396 1,0000

Alelo K -0,0256 1,0000 -0,1111 1,0000

Alelo L -0,0526 -0,0256 -0,0036

Alelo M -0,0811 0,6875 -0,0526 -0,0526 0,2832

Alelo N -0,0256 -0,0811 -0,0256 -0,0526

Alelo O 1,0000 -0,0526 -0,0811

Alelo P -0,0256 0,6396 -0,0256 -0,1111

Alelo Q -0,0526

Alelo R 0,7714

Alelo S -0,0256 -0,0526 0,8268

Alelo T

Alelo U

Alelo V

Alelo X -0,0256

Alelo Z

TOTAL 0,3931 0,8693 1,0000 0,2222 0,6056 0,1176
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6.5. Transferibilidade dos marcadores SSRs dd. flexuosa

A transferibilidade de microssatélites entre e otlacionadas é uma consequéncia da
homologia da sequéncia de DNA presente nas regjesflanqueiam os microssatélites
(Grattapagliaet al, 1998). No caso especifico da transferibilidagdizada neste trabalho, as
duas espécied). flexuosae O. oleiferg embora sejam de géneros e espécies difererass, el
sdo da mesma familia (Arecaceae), indicando amgasge sequéncias comuns no DNA dos
individuos desta familia.

ApoOs a otimizacdo e validacdo dos iniciadores S®Rsseisprimers polimérficos em
buriti foram utilizados para teste de transferitaitle para o coco babagdrbignya oleifera.
Foram avaliados 15 individuos. Apos a realiza¢c&otdstes, os resultados mostraram que 0s
iniciadores validados para o buriti foram eficientga transferibilidade para esta espécie
gerando boa amplificacdo e polimorfismos evidentesrtanto 100% dos iniciadores
apresentaram homologia com as sequénci&3. adeifera,mostrando que essas duas espécies
tém caracteristicas genéticas proximas, podendestedadas mais profundamente utilizando
osprimers SSRs desenvolvidos pdvh flexuosa.

Os resultados encontrados neste estudo mostranmadeemsferibilidade de marcadores
SSRs pode acontecer entre espécies de géneramntbfernecessitando apenas da ocorréncia
de homologia na sequéncia de DNA presente naseed@nqueadoras dos microssatélites,
podendo ocorrer até o nivel de familia.

Billotte et al. (2004) na construcdo de uma biblioteca enriquggataBactris gasipaes
desenvolveram marcadores microssatélites, e ataawaktonservacdo de polimorfismo em
experiéncias de transferibilidade verificaram emab@ssos d®actris setulosae em 25
acessos dAstrocaryum macrocalyr A. urostachysa transferibilidade potencial e utilidade
de marcadores microssatélites Blactris gasipaegara outros géneros da tribo Cocoeae.

Estudos envolvendo arvores tropicais tém evidedociauma alta razdo de
transferibilidade de locos de microssatélites erdspécies arbdreas taxonomicamente
relacionadas, como ocorre dentro das Leguminosagafiadanet al., 1997), Meliaceae
(Write & Powell, 1997) e entre espécies de EucalygBrondaniet al, 1998). A absoluta
transferibilidade (100% de 10 locos) foi verificaden microssatélites desenvolvidos com
Caryocar brasiliensgara cinco outras espécies do mesmo géizrogfiaceumC.edule, C.
glabrum, C. pallidum e C villosumindicando um alto nivel de homologia do genoma e
permitindo, dessa forma, estudos comparativos tlates genética em todas estas espécies
(Collevattiet al, 1999).
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e considerandpéteses levantadas e os objetivos

propostos, as principais conclusdes deste traliathm:

* A biblioteca foi eficiente na identificacdo de dgcmicrossatélites;

» O procedimento foi eficaz no desenvolvimento deiadores especificos para a espécie,
com uma porcentagem de 20% de iniciadores ampidicdocos polimorficos e baixo
indice de redundancia;

» Os resultados provam que esgasierspodem ser Uteis para futuras andlises genéticas;

* As populacbes dél. flexuosa nas duas areas estudadas, apresentaram uma gequen
variabilidade genética molecular, detectada pelosrcadores microssatélites
desenvolvidos;

* A populagédo 1 (Vila) tem menor diversidade, pddase encontra em declinio e em
processo de endogamia em relagao a 2 (Pindaibgl)e gpode ser efeito do processo de
extrativismo local de produtos ndo madeireiros;

» O teste de transferibilidade permite concluir ggpécies da mesma familia podem ter
homologia nas sequéncias, disponibilizando ferraaseniteis para o estudo de

populacdes sem recursos moleculares.

Contudo, os resultados obtidos neste estudo irahitaguestdes adicionais a serem
estudadas:

* Em funcé&o do nivel de variabilidade dos locos assatélites observado évh flexuosa
recomenda-se aumentar o tamanho das amostras (w$@ayo otimizar a informacao
geneética proporcionada por esses marcadores;

* Novos estudos sdo necessarios sobre os efeitosxtativismo, uma vez que 0s
resultados obtidos neste estudo podem ter sidwaeimiiados por esta pratica de
exploracdo ocorrida no passado e pelas populag&srees;

* Finalmente, em virtude dos resultados obtidospmemda-se o monitoramento das
geracdes futuras, principalmente em areas critleasxploracdo da espécie (populacéo

1), tendo em vista as tendéncias observadas nernpeesstudo.
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