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Introducéo

Trithrinax brasiliensis Mart. (Arecaceae) espécie
endémica da Regido Sul do Brasil, ocorre de maneira
descontinua, em areas restritas ¢ isoladas [1]. A espécie é
caracterizada por individuos com até 10 metros de altura,
com folhas palminérvias, com um tufo de pelos no apice
do estirpe, apresentando inflorescéncias amarelas e frutos
carnosos de sabor dulcissimo. Também conhecido como
Palmeira de Buriti é utilizado principalmente para
ornamentacdo e fabricacdo de chapéus. De acordo com o
Conselho Estadual do Meio Ambiente T. brasiliensis
encontra-se em risco de extingdo [2]. A avaliagdo da
variabilidade genética da espécie ¢ um importante
pardmetro para a defini¢do de programas de manejo e
conservacdo de espécies, principalmente para aquelas
sob forte pressdo antropica. Um dos métodos de andlise
genética muito utilizado em estudos populacionais
consiste na utiliza¢do de marcadores moleculares RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) [3]. Esta
tecnologia utiliza um Gnico iniciador ao invés de um par,
e esse iniciador Unico tem seqiiéncia arbitraria de modo
que a seqiiéncia alvo ¢ desconhecida e irrelevante. Os
marcadores RAPD se baseiam na amplificagdo de
fragmentos de DNA e ¢ vantajosa pela simplicidade e
rapidez a baixos custos. Assim, grande quantidade de
polimorfismo e segmentos de DNA sao obtidos em curto
espago de tempo. Para que haja a amplificagdo de um
fragmento RAPD duas seqliéncias de DNA
complementares ao iniciador devem estar adjacentes
(<4000 pares de base) e em orientacdo oposta, para
permitir a amplificagdo pela DNA polimerase. A
caracteristica importante e desvantajosa, deste tipo de
marcador € o seu comportamento como marcador
genético dominante [4]. A dominancia neste caso nao se
refere a interacdo genética entre alelos de um mesmo
loco e sim a interpretacdo relativa entre fenotipo e
genotipo.

O objetivo desse trabalho consistiu em uma analise de
variabilidade genética com uso de marcadores
moleculares em duas populagdes de T. brasiliensis
ocorrentes na area de Aproveitamento Hidroelétrico
(AHE) de Barra Grande, SC/RS, com vistas a
conservacao.

Material e métodos

A. Material vegetal. Foram coletadas amostras de folhas
expandidas adultas e sadias de 50 individuos procedentes
de 2 populagdes remanescentes de T. brasiliensis da area
de Aproveitamento Hidroelétrico (AHE) de Barra
Grande, SC/RS separadas por cinco quilémetros. As duas
populagdes analisadas sdo caracterizadas por ambientes

distintos. Em uma delas os individuos de T. brasiliensis
se desenvolvem diretamente expostos ao sol, enquanto
que na outra a sombra. Amostras de cada populacdo
foram coletadas e depositadas no herbario da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN).

B. Extragéo e Quantificacdo do DNA. A extragdo foi
realizada de acordo com o protocolo de Doyle & Dolye
[5], adaptado com o auxilio da maquina Fastprep — BIO
101 SAVANT na trituragdo das amostras Apds a
suspensdo do DNA em TE (Tris HCI 10mM , EDTA
ImM), aliquotas de 2l de cada amostra de DNA foram
quantificadas por eletroforese em gel de agarose 1,0 %
em TBE 1x (Tris Borato), usando quantidades
conhecidas de DNA de fago A: 50, 100, 200 e 400 ng,
para estimar a quantidade de DNA de cada individuo. A
corrente usada foi de 72 V, 38 mA por 1 hora. O DNA
foi fotografado para a quantificacdo e diluig¢do (1 ng/ul)
de cada amostra foram preparadas a partir do estoque de
cada individuo.

C. Selecdo de primers e amplificagdo RAPD. A selegdo
de iniciadores foi realizado usando duas amostras de
cada populagdo testando 176 iniciadores da Operon
Tecnology escolhidos ao acaso. Foram selecionados
aqueles que apresentaram bandas polimoérficas e de
melhor intensidade e nitidez quando visualizados em géis
de agarose (1,5%) com detecgdo com brometo de etidio ¢
luz ultra violeta, apds a eletroforese a 120 V, por 4 - 5
horas.

A amplificagdo do DNA foi feita por RAPD uma
técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) que utiliza
um Unico primer de cerca de 10 pb. Foram utilizados 3 pl
de DNA a 1 ng/ul e 10 pl de um coquetel de reagentes
(1,3 ul Tampéo 10x + 15 mM MgCl,; 1,04ul dNTP 2,5
mM; 1,04ul BSA 2,5 mg/ml; 3,0 pl Iniciador 10 ng/ul;
0,2ul  Taq DNA polimerase 5 U/ul e 3,42ul de H,O
Milli Q estéril) e sobre a reacdo foram adicionados 50ul
de 6leo mineral puro, que impede que a reagdo evapore
quando exposta a altas temperaturas no termociclador. O
programa utilizado para essa PCR, consistiu de 41 c1clos
(Desnaturagdo a 92 C por 1 min, anelamento a 35 Ke por
1 min e extensdo a 72 C por 2 min ¢ um passo final de
extensdo de 7 min a 72°C).

As reagdes foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, onde os
produtos da amplificagdo foram separados sob uma
voltagem constante de 120 Volts durante 4 horas e 30
minutos. O DNA padrdo, com fragmentos de tamanhos
conhecidos utilizado foi Ladder 1kb.

A visualizagdo das amplificacdes de fragmentos de
DNA foi realizada com detec¢do em luz ultravioleta e os
resultados foram fotografados por uma camera acoplada

Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 5, supl. 1, p. 558-560, jul. 2007



559

a um sistema computadorizado denominado de Eagle
Eye Il — Stratagene.

D. Analise dos dados. Em cada reacdo foram
identificadas as bandas polimorficas ¢ anotadas como
presenca (1) ou auséncia (0) do fragmento para cada
individuo, gerando uma planilha de dados com valores
binarios, 0 e 1. Esses dados foram utilizados na geracdo
de uma matriz de valores binarios. O coeficiente de
DICE foi utilizado para estimar similaridade genética de
buriti, sendo obtido o dendrograma pelo método da
média aritmética ndo ponderada para agrupamento aos
pares (UPGMA-Unweighted Pair Group Arithmetic
Average), utilizando-se o programa NTSYS 2.0 -
Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis Systems

[6].

Resultados e Discussao

Da selecdo de 176 iniciadores RAPDs, foram
escolhidos 24 com maior nimero de fragmentos
polimorficos, como citado por Anzizar et al. [7] na
analise de 28 genotipos de diversas espécies da familia
Arecaceae. Foram gerados 58 marcadores RAPD
polimorficos (Fig. 1a, Fig. 1b) bastante confiaveis pela
nitidez e reprodutibilidade. A tecnologia RAPD tem sido
utilizada em véarias espécies nativas tropicais, pouco
conhecidas geneticamente [8,9], no sentido dar suporte
aos programas de conservagdo e coleta de germoplasma
vegetal.

Andlise de aglomeragdo hierarquica (Fig. 2) utilizando
coeficiente DICE e o método de UPGMA de 47 individuos de
Trithrinax brasiliensis obtido pelo programa NTSYS
evidenciou similaridade aproximada de 60%, ndo
havendo formacao de grupos diferenciando as duas
populagdes. Embora os ambientes entre as populagdes
evidenciem diferengas, a similaridade genética entre
individuos (10 e 48) de diferentes ambientes mostrou alta
similaridade (85%), bem como entre individuos (8 e 9)
do mesmo ambiente (83%). Devido a proximidade entre
as duas populacdes (cinco quilometros), o fluxo génico
entre os individuos desta area deve ocorrer, indicando ser
na verdade uma unica populagdo remanescente.

Conclusoes

Uma rapida analise genética permitiu evidenciar a
ocorréncia da variabilidade genética de 40% da espécie
T. brasiliensis da AHE de Barra Grande, SC/RS e sugere
uma estratégia de conservacdo incluindo o maximo de
individuos, no sentido de salvaguardar maior niimero de
alelos da espécie. No entanto, para o desenvolvimento de
estratégias de conservacdo de alto nivel, recomenda-se a
realizagdo de estudos utilizando outras técnicas de
analise molecular, que possam analisar tal variabilidade,
considerando outras seqiiéncias de DNA que ndo essas
aleatorias utilizadas por RAPD, como ¢ o que ocorre
com marcadores moleculares microssatélites, com muita
informag@o genética. Essas andlises permitiriam estimar
a variabilidade genética, analisando fluxo génico,
heterozigosidade, freqiiéncias alélicas e taxas de
endogamia, o que forneceria outros resultados para o

desenvolvimento de estratégias de conservagdo e manejo
sustentavel da espécie T. brasiliensis.
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Figura 1. (a) Eletroforese de fragmentos de RAPD (iniciador OPV04) em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. As
setas indicam os marcadores RAPD polimorficos usados na analise. Pista 1 Ladder 1 Kb. As pistas 2 -24 representam os individuos

de T. brasiliensis. (b) Eletroforese de fragmentos de RAPD (iniciador OPAXO03) em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo. As setas indicam os marcadores RAPD polimoérficos usados na analise. Pista 1 Ladder 1 Kb. As

pistas 2-22 representam os individuos de T. brasiliensis.
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Figura 2. Analise de aglomeragio hierarquica utilizando coeficiente DICE e o método de UPGMA de 47 acessos de Trithrinax
brasiliensis baseada na estimativa de similaridade genética computada pela analise de 58 fragmentos de DNA amplificados ao

acaso.
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