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Resumo

O presente estudo teve como obijetivo realizar a padronizacéo e validacao de
marcadores microssatélites visando a andlise da diversidade genética de buriti
(Mauritia flexuosa L. f.). Para tal, selecionou-se um conjunto de marcadores
microssatélites com base em bancos de dados genéticos e literatura relevante. As
amostras de buriti foram coletadas em diferentes areas geograficas para garantir a
representatividade da diversidade genética. A extracado de DNA foi realizada utilizando
o método CTAB (2X) com modificacGes para buritizeiro, seguida da amplificacdo dos
marcadores microssatélites por PCR. Os produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose para verificar a presenca dos fragmentos esperados.
Os resultados foram promissores, pois 0s marcadores microssatélites revelaram
variacfes genéticas distintas entre as populaces de buriti amostradas, fornecendo
insights sobre a estrutura genética das populacées e relacdo com fatores ambientais
e histoéricos ligados a fragmentacdo. Essas implicagBes abrem caminho para uma
compreensao mais aprofundada da diversidade genética do buriti em Goias e suas

implicacdes para a ecologia e conservacao da espécie.

Palavras-chave: Buriti, SSR, Mauritia flexuosa, Microssatélites
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1. Introducéo e Justificativa

As palmeiras séo excelentes bioindicadores de mudancas temporais e espaciais
no bioma da floresta tropical (BOGOTA-ANGEL et al., 2021). Mauritia flexuosa L. f.,
vulgarmente conhecida como buriti ou miriti em algumas regides ao norte do Brasil &
considerada por diversos pesquisadores como a arvore da vida (VAN DER HOEK et
al., 2019), isso devido sua importancia cultural, econémica e ecolégica. Essa palmeira
€ encontrada em diversas regides da América do Sul, principalmente em areas umidas
como pantanos, margens de rios e areas alagadas. E conhecido por suas varias
utilidades, incluindo a producdo de alimentos, materiais de construgdo e produtos
medicinais (VIRAPONGSE et al., 2017).

Por outro lado, desde o sancionamento do Novo Codigo Florestal foi permitido
a supressao de vegetacdes presentes em corregos intermitentes onde geralmente ha
a presenca de veredas, regides alagadas e com uma grande abundancia de buritis.
Como consequéncia, nos Ultimos anos, temos evidenciado uma série de episodios de
degradagédo de veredas e derrubamento de Dburitis, impulsionado pelo
desenvolvimento agricola (OLIVEIRA, 2017).

A regido sudoeste do estado de Goias pode ser considerada um modelo para
a realizacéo de estudos que estejam interessados em investigar os efeitos da perda e
a fragmentacéo de habitats naturais sobre a biodiversidade, uma vez que esta regiao
tem experimentado elevado nivel de perda e fragmentacdo de habitats, devido a
expansdo de atividades agricolas (CARNEIRO et al.,, 2011; SIQUEIRA e FARIA,
2019). Apesar disso, pouco se sabe a respeito da biodiversidade regional, uma vez
gue, para muitos grupos taxonémicos, a maioria dos estudos se resume apenas a

levantamento de espécies.

A perda de habitat devido ao aumento da pressdo humana é uma das principais
causas da perda da biodiversidade global (FLETCHER et al.,2018). Na maioria dos
casos, a perda de habitat leva a fragmentacéo de paisagens remanescentes em varios
fragmentos pequenos e isolados dentro de uma matriz modificada pelo homem
(AGUILAR et al., 2019). Nas ultimas décadas, a fragmentacéo de habitats promovida
pela acdo antropica vem operando em uma escala muito mais rapida do que muitas
populac6es podem se adaptar (SCHLAEPFER et al., 2018). Esses fendbmenos podem

impactar profundamente as caracteristicas genéticas das espécies, alterando o



tamanho da populacéo e os padrdes de fluxo génico (ZAMBRANO et al., 2019). Sabe-
se que a limitacdo da dispersdo associada a perda e fragmentacdo do habitat pode
levar, a depender do contexto e da populacdo, a um declinio na diversidade genética,
isto €, seus efeitos tornam as espécies mais vulneraveis (RAFFARD et al., 2021), pois
comumente ocorre reducdo no tamanho da populacdo (AGUILAR, 2019), levando a
diminuicao do fluxo génico, aumento do coeficiente de endogamia (BLAMBERT, 2019)
e fixacdo de alelos deletérios (WALLER, 2021), consequentemente reduzindo a
variabilidade genética (HOWARD, 2017).

Nesse contexto, 0 uso de marcadores microssatélites para estimar diversidade
genética tem sido utilizado devido a sua alta variabilidade e a capacidade de fornecer
informacdes sobre os padrées genéticos (AMOM, 2017). Esses marcadores também
sdo conhecidos como SSRs (Simple Sequence Repeats), e possuem sequéncias
repetidas de 2 a 6 nucleotideos de DNA, sdo marcadores codominantes e polimorficos
(VIEIRA et al, 2016). Na literatura j4 existem trabalhos que utilizaram esses
marcadores para estimar diversidade genética em buriti (MELO, 2018), entretanto o

objetivo foi comparar populacfes presentes no Cerrado e na Amazonia.

Todas estas informacgdes nos revelam a necessidade e a forma de se avaliar a
diversidade genética das populacdes de buriti presente no sudoeste de Goias, as
quais estédo constantemente sendo expostas a fatores que a longo prazo promovem
perda de variabilidade genética. Para que isso seja possivel, € necessario que se
padronize e validade microssatélites produzidos para o buritizeiro em populacdes do
Brasil Central. A padronizacdo estabelece procedimentos uniformes para a andlise,
garantindo resultados confiaveis e comparaveis (VIEIRA et al, 2016). E a validacao,
por sua vez, atesta a sensibilidade dos marcadores em capturar as diferencas
genéticas reais (GOVINDARAJ et al, 2015).

Em sintese, a exploracdo da diversidade genética do buriti em Goias € uma
jornada que ultrapassa as fronteiras da pesquisa cientifica. Ela tem um alcance mais
amplo, envolvendo questbes sociais e ecologicas. Através da padronizacdo e
validacdo de marcadores microssatélites, busca-se fornecer informacdes relevantes
para um posterior estudo em escala maior, sobre a diversidade genética do buriti no

sudoeste de Goias.



2. Objetivo Geral

Padronizar técnica de PCR e validar diferentes marcadores moleculares para

estudos de diversidade genética em Mauritia flexuosa L.f.
2.10bjetivos especificos

I.  Amostrar no minimo 80 individuos;
[I.  Selecionar entre 4 a 5 marcadores microssatélites;

lll.  Verificar se os fragmentos foram amplificados.
3. Metodologia
3.1 Definicdo da area de amostragem

O sitio de estudo da presente proposta situa-se na regido sudoeste do estado
de Goias. Esse trabalho faz parte de um Projeto Ecolégico de Longa Duracgéao - Efeitos
da composicéo e configuracdo das paisagens sobre a biodiversidade: uma anélise
multinivel (PELD EBMN), na qual a area de amostragem € composta por 16 paisagens
(25 km x 25 km) dentro de um limite de interesse (100 km x 100 km). Essas paisagens
foram caracterizadas quanto a composicdo (% cobertura vegetal) e a configuracdo
(nimero de manchas) dos habitats naturais baseados nos dados do Mapbioma
(SOUSA, 2020) referentes ao ano de 2019. Dentre essas paisagens, o PELD
selecionou seis para compor efetivamente o sitio de amostragem. As seis paisagens
juntas totalizam 375.000 hectares e possuem distintas caracteristicas estruturais, uma
vez que apresentam diferentes porcentagens de cobertura vegetal nativa (ha), que
estdo distribuidas em nameros variados de fragmentos (Tabela 1).
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Figura 1: Sitio PELD composto pelas seis paisagens (25km x 25km) que estdo marcadas em vermelho e situadas

na regido sudoeste do Estado de Goias, Brasil.

Tabela 1: Composigdo e configuragdo das paisagens, selecionadas como sitios PELD, Goias, Brasil

Area de cobertura Porcentagem de Numero de fragmentos de

Paisagem vegetacao nativa (ha) cobertura vegetal nativa vegetacao nativa
1 6.651,47 10,68 243
2 11.527,71 22,93 765
3 12.317,30 19,73 275
4 10.776,33 12,03 510
5 11.230,76 17,99 488
6 13.911,27 22,31 473
3.2Coleta

Foram coletadas folhas de 10 individuos reprodutivos por local. Para evitar
autocorrelacdo espacial e aumentar a quantidade de informacdo por populagdo na
amplificacdo de microssatélites, amostramos apenas individuos adultos para evitar os
efeitos de alto parentesco na estimativa de parametros genéticos e além disso, cada
individuo amostrado, dentro da mesma populacéo, tinha pelo menos 100 metros de
distancia um do outro. As plantas foram coletadas em ambientes de veredas incluindo

aquelas inseridas em matriz de pastagem ou areas de cultivo, porém, devido as



diferencas entre niveis de perturbacéo entre esses ambientes, o tamanho amostral

podera variar.
3.3Extracdo de DNA

O DNA genbdmico foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas jovens
coletadas no campo, usando o método de CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987),
com modificagOes para o buritizeiro (ROSSI; ROSSI, 2014).

3.4 Avaliacao Qualitativa

O gel de agarose foi preparado na concentracdo de 0,8%, usando tampdo TBE
(Acido Tris-Borico-EDTA). Para carregamento nos pocos de gel, as amostras foram
preparadas usando 6 uL de DNA template, 4 uL de &gua, 3 pL de GelRed (Thermo
Fisher) e 2 uL de tampéo de carreamento, totalizando um volume de 15 yL. Apoés a
execucdo, o gel foi visualizado usando um sistema de fotodocumentacdo para

observar as bandas de DNA.
3.5 Avaliacao Quantitativa

Esta avaliacao envolveu o uso de espectrofotometria para determinar a quantidade
de DNA total e o nivel de pureza ou contaminacao. Foi utilizado o espectrofotobmetro
Nanodrop, com 1 puL da amostra utilizada para teste. O espectrofotbmetro analisa a
pureza e a concentracdo de DNA com base na densidade 6ptica, considerando que o
DNA absorve a luz no comprimento de onda de 260 nm, enquanto as proteinas e
outros grupos de matéria organica absorvem a luz principalmente em torno de 280 nm
e 230 nm. Por isso através dele é possivel mensurar o grau de pureza da amostra de
DNA.

3.6Marcadores Moleculares

Os microssatélites utilizados para os testes foram os desenvolvidos por
(MENEZES et al, 2012), descritos na Tabela 1. Das nove SSR, devido o curto tempo
para a apresentacdo dos resultados desta monografia, optou-se em testar em um
individuo de cada paisagem coletada, somente os primers MF3, MF8, MF9 e MF11
gue possuem 0s maiores numeros de alelos e taxas de heterozigosidade, bem como

temperaturas de melting iguais.



Tabela 1: Pares de iniciadores de microssatélites polimérficos, nome do loco, motivo de
repeticdo, sequéncia dos iniciadores, faixa de tamanho (bp), temperatura especifica de
ligagdo (Tm), numero de alelos (NA), heterozigosidade observada (HO) e heterozigosidade
esperada (HE).

Locus Repeat motif characterized Primer sequence (5'-3") Size range (bp) Tm (°C) N__\ HU HI_
MF3 (GA), TCACCGATCTAACTTGACCAAA

TCCTTTCTCTCTCTTGACCCAC 100-134 56 15 0 0.92
MF§ (AG),, ACCGATCATGGTGGTAGAACTC

i AATTCACCGATCAAACCCC 101-171 56 18 033 093

MF9 (AG), ATACATCGCGCATATCTCACTG

ATTCCCACACTCCCTCACTAGA 113-215 56 25 022 096
MF11 (AG),, AGAGATTGGGGAGGGGAAG

TCTCCCTCTCTCTTTCGTTIGTC 103-195 56 21 013 095
MF12 (GA),(GA), AAACCGAGAGAGAGGGAGAAAG

CTCGTCTGATTTCCTCTTCCTG 114-178 56 26 046 094
MF14 (AGA),, CGGGATAGGAGGTTCAGTGTAG

CTCCACCTCTTTGTCTGATTCC 110-276 56 14 0.05 091
MF17 (AG),(AG), AGGGCTTCTGGAAGTGTCATAG

TCCTCTTCTTCTCTCCCTCTTG 155-191 56 12 0.51 0.89
MF18 (CT),, ATCATCGAAGTTTCATCCATCA

CAGAGGGAAATGAACACAGAGA 154-192 48 14 0.58 090
MF29 (GA),(GA), GATCGGGTGAGGAATTTTGAG

CTCTCTCTCTTCCCTCTCGGAT 124-196 48 13 0 088

3.7 Amplificagbes

Realizou-se as amplificagdes em um volume total de 20 pL contendo: 10 uM de
GoTaq® Green Master Mix (2x) da Promega, 1 uM de primer foward e 1 uM do primer
reverse, 2 UM de agua Milli-Q, e 6ul (300ng) de DNA template. As reacdes foram
conduzidas em termociclador sob as seguintes condi¢cdes: 1 ciclo inicial de
desnaturacao a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos,
45-52 °C (dependendo do primer utilizado) por 45 segundos e 72 °C por 1,5 minutos
e 1 ciclo de extenséo final de 72 °C por 7 minutos, seguindo o método utilizado por
MENEZES (2019), o quéo identificou e caracterizou os primers utilizados. Os produtos
da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 3% em tampéo
de corrida TBE 1x (89,5 mM de Tris Base; 88,95 mM de acido bérico e 2,23 mM
EDTA), em voltagem constante de 110 V por quatro horas. Em seguida o gel foi
fotografado sob luz ultravioleta usando o sistema de fotodocumentacdo L-Pix-EX

(Loccus Biotecnologia).
4. Resultados e Discussao

Os resultados desta pesquisa nos fornecem uma visao inicial da diversidade
genética das populacdes de buriti (Mauritia flexuosa) no sudoeste de Goiés,
oferecendo contribuicbes para a compreensao das dinamicas genéticas subjacentes.
Ao coletar individuos de cinco populagdes distintas de buritizeiro (figura 1), foi possivel

obter uma amostragem das variantes genéticas inerentes a essa espécie. Infelizmente



por questdo de logistica ndo foi possivel realizar a coleta na paisagem 1. Na tabela 2

esta a quantidade de individuos coletados por paisagem.

Figura 2: Localizagcdo dos buritis amostrados no mapa do sitio PELD composto pelas seis

paisagens (25km x 25km) situadas na regido sudoeste do Estado de Goias, Brasil.

Tabela 2: Numero de individuos coletados por paisagem.

N° de individuos

Paisagem coletados
2 6
3 15
4 4
5 16
6 18

4.1 Extracéo e Qualidade da do DNA

A avaliacdo da qualidade do DNA extraido ocorreu por meio da quantificacdo no
Nanodrop da Thermo Fisher. Na tabela 3 € possivel visualizar as relacées A260/280
(concentracdo de DNA em relacdo as proteinas) e A260/230 (concentracdo de DNA
em relacdo a metabolitos secundarios e componentes do tampao) dos 5 individuos

que utilizou -se para testar os microssatélites.

Conforme mencionado por Watson (2015), o intervalo desejavel para a relacdo
A260/280 é de 1,8 a 2,2. Os resultados alcancados ficaram entre 1,6 e 2,0, indicando
a auséncia de contaminacao por proteinas. Para a relacdo A260/230, o padrao 6timo
e de 2,0 a 2,2, de acordo com Esfandani (2019). Valores inferiores a 2 denotam



possiveis contaminacdes por polissacarideos, sais ou solventes orgéanicos. No
contexto deste estudo, os resultados oscilaram entre 1,4 e 2,0. A média da
concentracéo de DNA em cada amostra foi de 480,78 ng/pl. Em um estudo conduzido
por (ABOUL-MAATY et al, 2019), ao comparar métodos de extracdo de DNA, concluiu-
se que o DNA de qualidade adequada para analises moleculares foi obtido quando a

relacdo 260/280 se situou entre 1,8 e 2,0.

Tabela 3: Resultado da quantificacdo de DNA em espectrofotbmetro, apresentando as razées
260/280 nm e 260/230 nm e concentracdo do DNA ([ ]) em ng/uL.

Individuo A260/A280 A260/A230 []
1 1,76 2,97 293,887
2 1,623 2,00 406,43
3 1,65 2,20 370,833
4 1,862 1,90 231,624
5 1,847 2,10 515,087

4.2 Amplificacdes e visualizacdo dos fragmentos de DNA

A subsequente amplificacédo via PCR validou a aplicabilidade desses marcadores,
fornecendo uma visdo sobre as variacdes genéticas interpopulacionais. Na figura 3,
um exemplo de separacao por eletroforese em gel de agarose a 3%, de fragmentos
obtidos a primes MF9 e MF11, em individuos amostrados nas paisagens X, Y e Z, em
que é possivel identificar dois alelos diferentes em individuos homozigotos (linhas aa

e bb), bem como nos individuos heterozigotos (linhas cc e dd).

1A
2A
3A
4A
5A
1B
2B
3B
4B
58
1C
2C
3C
4C
5C
1D
2D
3D
4D

Figura 1: Perfil eletroforético, em gel de agarose, de cinco genétipos de M. flexuosa, obtido
com os primers MF3, MF8, MF9 e MF11 desenvolvidos por Menezes et al (2012). Da esquerda
para a direita plantas 1, 2, 3, 4 e 5 e os primers MF3 (A), MF8 (B), MF9 (C) e MF11 (D).

A analise das amostras amplificadas, revelando a presenca de duplas bandas de

DNA no gel de agarose a 3%, indica a ocorréncia de heterozigose em individuos. Esse



achado nos revela, mesmo que de forma introdutéria, um pouco da diversidade
genética presente nessas populacdes (SPADONI et al, 2019, FEDERMAN et al 2012).

Essa abordagem é congruente com a abordagem genética moderna, que enfatiza
a importancia de marcadores altamente informativos para discernir as nuances

genéticas das espécies (KALIA et al 2019).
5. Concluséo

Podemos concluir que os resultados apresentados nesta pesquisa se alinham com
a literatura atual em genética de populacées, fornecendo informacgdes relevantes para
um posterior estudo em escala maior, sobre a diversidade genética do buriti no
sudoeste de Goias. A utilizacdo estratégica de marcadores microssatélites,
juntamente com métodos avancados de analise, destaca a contribuicdo significativa
dessa pesquisa para o campo da genética de populacdes de plantas. O entendimento
gue serd adquirido a partir da padronizacdo e validacdo desses resultados da
diversidade genética do buriti ndo apenas enriquece nosso conhecimento cientifico,
mas também sustenta abordagens informadas para a conservacdo e 0 manejo
sustentavel desta espécie, assegurando sua resiliéncia diante de desafios ambientais

em evolucdo.
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