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RESUMO

Embora a mineracao seja uma atividade essencial, ela causa grandes modificacdes na paisagem
natural afetando a fauna e flora locais. Na Serra dos Carajas é evidente o impacto na vegetacao
causado pela mineragdo, que é preocupante devido a presenca de varias espécies endémicas na regido.
Brasilianthus carajensis é uma das espécies endémicas do local que tem o ciclo de vida anual e é
facilmente encontrada ao redor das minas. Estabelecer estratégias para conservacao da espécie
considerando a variabilidade genética de suas populacdes é importante para criacdo de planos de
conservacao e manejo da espécie. Marcadores microssatélites sdo comumente usados em estudos
deste tipo, pois permitem o monitoramento da diversidade e migracdao de alelos das populagdes. O
trabalho teve como objetivo desenvolver marcadores microssatélites (SSR) para
Brasilianthus carajensis que poderao subsidiar futuros projetos de monitoramento do fluxo génico e
diversidade das populacoes da espécie, verificando a influéncia das atividades de mineracdo nesses
organismos. Foram coletados 438 amostras para extracao de DNA, seguindo o protocolo CTAB 2%
com posterior purificacdo. Os marcadores microssatélites foram identificados por meio de
Sequenciamento de Nova Geragao, utilizando a plataforma Illumina MiSeq, filtrados de acordo as
diretrizes do programa QDD e testados para amplificagdo. O sequenciamento identificou 30.573
marcadores microssatélites, dos quais 31 foram selecionados para amplificacdo. No total, 23
marcadores foram polimérficos e mostraram boa amplificacdo, sendo um nimero elevado em
comparacao com outros trabalhos. Os resultados gerados auxiliardo o posterior desenvolvimento de
estudos da variacdo e diversidade genética da espécie, que trardo informacdes sobre a influéncia da

mineracdao nas populacoes da espécie.



ABSTRACT

Although mining is an essential activity, it causes major changes in the natural landscape,
affecting local fauna and flora. The impact on the vegetation of the In Serra dos Carajas caused by
mining is evident, and it is worrisome due to the presence of several endemic species in the region.
Brasilianthus carajensis is one endemic species with an annual life cycle which is easily found around
the mines. Establishing a strategy for the conservation of this species considering the genetic
variability of its populations is important to safeguard this species. Microsatellite markers are
commonly used to monitor genetic diversity and gene flow. Thus, the aim of this project was to
develop microsatellite markers (SSR) for Brasilianthus carajensis, that can be used infuture
monitoring studies, assessing the influence of mining activities. A total of 438 samples were collected
for DNA extraction, following the 2% CTAB protocol with subsequent purification. Microsatellite
markers were identified through Nest Generation Sequencing using the Illumina MiSeq platform,
filtered according to QDD program guidelines and tested for amplification. Sequencing identified
30.573 microsatellite markers, of which 31 were selected for amplification. In total, 23 markers were
polymorphic and showed good amplification, representing a high number in comparison with other
works. The results generated will help future studies assessinggenetic diversity, gene flow, and the

influence of mining activities on the populations of this species.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a mineracdo é uma atividade indispensavel, pois gera matéria prima para a
fabricacdo de itens essenciais na sociedade moderna (RIBEIRO et al., 2006) e é considerada em
muitos paises setor fundamental no desenvolvimento econdmico e social (FARIAS; COELHO, 2002).
No Brasil esse setor é de grande importancia na economia nacional devido a existéncia de diversas
areas de depdsitos minerais em seu territorio (BARRETO, 2001). Dentre as jazidas de minério
exploradas, a localizada na Serra dos Carajas no sudeste do Para é uma das principais minas do pais,
que atendem parte substancial das exportacoes de ferro (QUARESMA, 2009). Apesar desse tipo de
atividade ser indispensavel, a mineragdo gera grandes impactos ambientais (erosdo do solo, mudanga
do relevo, remocdo da flora e fauna local, etc.) (CAMARA, 2002) que devem ser minimizados.

Para garantir menores prejuizos ao ambiente, a mineracdo € submetida a um conjunto de
regulamentacdes que visam a conservacdao e manejo da area impactado (FARIAS; COELHO, 2002),
gerando a necessidade de intimeros estudos nessas areas. Em Carajds, a mineracdo causa evidente
supressao vegetal em areas de campos rupestres e florestas (MARTINS, 2015), alterando a riqueza e a
abundancia das espécies ali estabelecidas (MOTA et al., 2015). Estudos direcionados a essas espécies
sao de grande importancia, pois permitirdo a realizacdo de planos de conservacdo e manejo das
mesmas.

Uma ferramenta eficiente para avaliar tais impactos antropicos sao os estudos genéticos. Eles
geram informacdes da composicdo genética de uma espécie (variagcdo e estrutura populacional) que
para planos de manejo e conservacao sdo fundamentais (GALETTI JR et al., 2008). Visto isso o
projeto propos desenvolver marcadores genéticos (chamados microssatélites) que permitam o
monitoramento da diversidade e migracdo de genes das populacdes de Brasilianthus carajensis, uma
espécie endémica da Serra de Carajas muito comum em areas ao redor das minas (ALMEDA;
MICHELANGELI; VIANA, 2016). Esses marcadores podem auxiliar futuros trabalhos de
monitoramento genético de individuos da espécie sob a influéncia das atividades de mineracdo e
trardo informacGes sobre a influéncia das fragmentacdes antrépicas nos padrdes de variacdo genética
neutra em plantas anuais da regido. Estas informagdes contribuirdo no planejamento de conservacao e

manejo das espécies que vivem nesse ambiente.



2. OBJETIVO

Desenvolver marcadores microssatélites (SSR) para Brasilianthus carajensis, visando auxiliar
futuros trabalhos de monitoramento do fluxo génico e diversidade das populagcdes da espécie sob a
influéncia das atividades de mineracdo em areas de jazidas minerais de ferro na Serra dos Carajas.

2.1.  Obijetivos Especificos

(i) Identificar por meio de sequenciamento de nova geracao marcadores microssatélites em
Brasilianthus carajensis.
(ii) Testar um grupo de microssatélites promissores em um gradiente de temperaturas.

(iii) Selecionar os marcadores com alta qualidade de amplificacdo e polimorfismo.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.  Amostragem e extracao do DNA gendmico

As coletas das amostras foram realizadas nas éareas de cangas da Serra dos Carajas, nos
municipios de Parauapebas e Canad dos Carajas, além de cangas situadas em Ourilandia e Sdao Felix
do Xingu, na regido sudoeste da Amazonia, Para. Foram coletados individuos jovens com maiores
quantidades de folhas verdes, excluindo as raizes, flores e frutos. O material foi acondicionado em
envelopes de papel toalha fechados com fita crepe e preservados por meio de desidratacdo em silica
gel a temperatura ambiente. No total foram coletadas 438 amostras, abrangendo toda a distribuicao

conhecida da espécie.

Figura 1 — Mapa da area de estudo com os pontos de coleta de individuos da
espécie Brasilianthus carajensis. A esquerda amostras coletadas em Sdo Félix do Xingu

e Ourilandia, e a direita as demais localidades.
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A extragdo do DNA foi realizada no Laboratério Geral do Instituto Tecnolégico Vale de
Desenvolvimento Sustentavel - ITVDS, em Belém-PA, seguindo o protocolo CTAB 2% (mini prep,
modificado) (DOYLE, 1987) sem fenol e com posterior purificagdo do DNA por meio de precipitacdo
de polissacarideos (MICHAELS; JOHN; AMASINO, 1994). A maceracao do tecido para extracao foi
feita com o auxilio de Tissuelyser II (Quiagen) para obtencdao de maior quantidade de tecido,
priorizando as folhas verdes.

3.2.  Identificagdo e selecao dos marcadores microssatélites

O DNA gendmico total de trés amostras foram enviados para a empresa BPI — Biotecnologia
Pesquisa e Inovacdao (www.bpibiotecnologia.com.br) para sequenciamento em plataforma Illumina
MiSeq com utilizacdo do kit Nextera DNA Sample preparation e processamento bioinformatico para a
identificacdo dos microssatélites e desenho de primers especificos.

Os microssatélites foram identificados e seus respectivos primers gerados usando QDD v 3.1.1.

Os marcadores selecionados para teste de amplificacdo seguiram as diretrizes do programa QDD

(http://net.imbe.fr/~emeglecz/qdd.html#choice). Essas diretrizes tém como objetivo escolher
marcadores da tabela de primers gerada pelo programa com maior probabilidade de gerarem boas
amplificacdes. Os critérios de escolha dos marcadores consistem: selecionar aqueles com apenas um
par de primers por loco (ONE_PRIMER _FOR_EACH_SEQ igual a 1); primers com baixo valor de
alinhamento com o amplicon (menor ou iqual a 5 para o parametro PCR_PRIMER_ALIGNSCORE);
apenas microssatélites puros (NUMBER_OF_MS iqual a 1); microssatélites com no minimo 9
repeticoes em tandem (TARGET_MS_LENGTH_IN_REPEAT _NUMBER igual ou maior que 9);
excluir as sequéncias de microssatélites que podem formar hairpins (e. g. (AT)n, (GC)n; verificar no
parametro MOT_TRANS); para realizar PCRs em multiplex, escolher marcadores com produto
amplificado de diferentes comprimentos (PCR_PRODUCT_SIZE); excluir primers muito proximos a
sequéncia do microssatélite de interesse (selecionar valores maiores ou iguais a 20 em
MIN_PRIMER_TARGET_DIST); selecionar temperaturas de anelamento compativeis para realizar

PCRs em multiplex (podem variar entre 57 e 63 C° parametros PRIMER_LEFT TM e


http://net.imbe.fr/~emeglecz/qdd.html#choice

PRIMER_RIGHT_TM); evitar marcadores que sdo localizados proximos no mesmo contig,
preferencialmente escolher marcadores localizados em diferentes contigs (FIRST_POS_ON_CONTIG
informa a posicao do marcador no contig, e CONTIG_CODE ¢ a identificacio do contig); e
finalmente escolher regides que ndo possuem multiplos microssatélites, nanosatélites e
homopolimeros (DESIGN, selecionar apenas A e B).

3.3.  Amplificacdo dos marcadores e identificacdo de polimorfismos

Os microssatélites selecionados ap6s a filtragem (critérios recomendados pelo programa QDD)
foram testados para a qualidade de amplificacdo e polimorfismo. Para analisar o tamanho dos
fragmentos amplificados foi empregado a técnica de marcacao fluorescente dos fragmentos com cauda
M13 (SCHUELKE, 2000). Nessa metodologia o componente fluorescente ligado a uma sequéncia
M13 é incluido na reacdo, gerando fragmentos de DNA marcados com fluorescéncia que permitem
analisar o tamanho dos fragmentos de DNA resultantes da PCR por meio da deteccdo da sua posicao.

Cada primer foi testado em um gradiente de temperaturas de anelamento que variaram entre 57 e
62 °C, onde foi usado um pool de DNA equimolar de 20 individuos distribuidos na area de estudo
para verificar se o marcador era polimorfico. As reacdes de PCR foram realizadas em um volume total
de 15 pL, contendo 0,375 pL de primer reverse (5 pM), 0,375 pL de primer forward com cauda M13
(0,5 uM), 0,375 pL de cauda M13 com fluoréforo (5 puM), 0,1 pL de Taq polimerase (5 U/uL), 1 pL
de BSA (25 pg/mL), 1 pL. de DNTPs (2 mM), 1,5 pL. de Tampdo com MgCl (10X), 1 pL de pool de
DNA (1 ng/pL) e 9,6 pL de H,O milli-Q . As PCRs iniciaram com o passo de 3 min de desnaturacao a
94 °C, seguido por 35 ciclos de 30s a 94 °C, 1 min a 57-62°C (gradiente de temperaturas de
anelamento) e 1 min a 72 °C, seguido pela extensdo final de 10 min a 72 °C.

Os produtos das PCRs foram sequenciados na plataforma ABI 3730 (Applied Biosystems) com
adicdo de formamida e padrdo 600LIZ (Applied Biosystems). Os tamanhos dos fragmentos foram
estimados com auxilio do pacote Fragman (COVARRUBIAS-PAZARAN et al., 2016) no programa R
3.4.2 (TEAM, 2017). Foram selecionados marcadores que apresentaram boa amplificacdo, por meio

de visualizacdo em gel de agarose 1.5 % e intensidade de fluorescéncia (selecionados os acima de
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1000 de intensidade) dos picos nos graficos gerados ap6s o sequenciamento. Para verificar a presenca
de polimorfismos, foram usados os graficos gerados pelo pacote de R Fragman (REF), avaliando
visualmente a quantidade de picos gerados pela amplificagdo do marcador. A presenca de dois ou mais
picos duplos indica a presenca de mais de um unica forma do marcador amplificado (diferentes
tamanhos do fragmento alvo, polimorfismos) entre os individuos cujo o material genético foi
adicionado no pool de DNA usado nas PCRs.

Para os marcadores que obtiveram boa amplificagdo em diferentes temperaturas de anelamento,
foram selecionados somente aqueles com picos de intensidade de fluorescéncia mais elevados e de

melhor resolucao (Figura 2).

Figura 2— Gréafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR de um
dos marcadores microssatélites selecionados. Ele apresenta elevado polimorfismo
(cerca de 11 alelos) e houve amplificacdo em todas temperaturas de anelamento
testadas. No entanto, a temperatura escolhida como ideal foi 57 C° devido maior
intensidade de fluorescéncia que forma os picos, indicando maior amplificacdo dos

fragmentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento Illumina MiSeq permitiu a identificacdo de 30.573 marcadores
microssatélites. Dentre esses, 31 foram selecionados para posterior amplificacdao ap6s a filtragem da
tabela de primers. Destes, um total de 23 marcadores foram polimoérficos e mostraram boa
amplificacdo (Tabela 1, Anexo 1 - 23). A quantidade de marcadores obtidos nesse trabalho foi mais
elevada do que é visto na maioria dos artigos que desenvolveram microssatélites para espécies da
familia, que alcancaram no maximo 13 marcadores (BRITO; VIGNA; SOUZA, 2010; TELLES et al.,
2011; LIU et al., 2013; MAIA et al., 2016).

Tabela 1: Marcadores microssatélites selecionados com boa amplificacdo e polimorfismo. Pb — Pares
de bases; Qualidade: B — boa (picos que indicam os tamanhos dos fragmentos bem
definidos, facil identificacdo dos alelos), R — regular (picos com menor defini¢cdo, porém os
alelos sdo identificdveis)

Tabela 1 — Lista de marcadores SSR para Brasilianthus carajensis

Temp. de
Tamanho Tamanho Numero de
Marcador Primer forward Primer reverse anelamento Qualidade
min. (pb) max. (pb) alelos
€
b_1 5’AAACCAGCCAAGCTCCGTC 3 5 TTATTGTCCAGGTTCGCGGC 3’ 59 129 143 7 B
b_2 5’ATGATCGGAGTCCGGTGGAT 3’ 5’ TTGAGCCAAGAAGCCATCCC 3’ 61 117 125 2 R
b_3 5’AGAGTGGTGTCAAGAGTTGAGA 3’ 5"TGAGGTTAGACTTGAAGGCTTT 3’ 62 128 165 7 B
b_4 5’ACACAGTGTTCGAGTTGGCT 3’ 5’ACCTACTTCCATATAGACTCATCGA 3’ 61 128 136 3 B
b_7 5" TGGGCTTAGAACAAAGACAGC 3’ 5’CTGGCGTTGGCAACTTCATC 3’ 58 111 121 2 R
b_8 5" AGATTGGCTGATTATTCCACCTGA 3’ 5"TGCTGCTACGAGTAATGATGATCT 3’ 58 120 128 2 B
b_10 5 GGCTTGAGGAGTCCGATGAC ¥ 5’GCGTTCTGGGCGACTGAAAT 3’ 61 120 145 4 B
b_11 5’ GACTCCTGTCCCTCTTGTTGA 3’ 5’GGCCTTCCCATCTTCTCTTCT 3’ 60 125 139 4 B
b_12 5’ GCTAATCACGCAACGAGGTT 3’ 5’GGACAGCGTAACCCAGGAC 3’ 61 119 127 3 R
b_14 5" TTTCCCACGTCAAGAGCCAT 3’ 5"TCATGCTTCGATACATCTGAACA 3’ 61 131 178 8 B
b_16 5’ CATGGCCAAAGAGAACCAAGG ¥ 5’GATATCAGCCGAACTGCTTTGA 3’ 61 148 162 5 R
b_17 5’ CCTGCTCACCACACTCACAT 3’ 5 TAGGGTGGGAAGCTAGGGTT 3’ 60 114 147 7 B
b_18 5’ GCCGCTACCCAGAAATCAGA 3’ 5’ ATTGACGACCTTCGCCGTG 3’ 58 119 123 2 R
b_19 5’ AGTAGGCGCCAATATCCTGC 3’ 5 TACAAGGAGGACTGGGTCGG ¥ 57 143 176 11 B
b_21 5 GGACAACTGTAATAACACGCCC 3’ 5 CGACATGGGTCAAAGTGGACT 3’ 60 159 170 4 B
b_23 5 CTCTATCAAACCTGCATAACATTACA 3’ 5’ TCCAGGGTGAGGAAGATGATCT 3’ 57 133 137 2 B
b_24 5’ ACAACATGGGATGGTCAGGG ¥ 5’ ATCCTGTGTCTGTGGGTGGA 3’ 58 125 151 4 B
b_25 5 ATGGGATGAGTCGGAGTTGG 3’ 5 TCAGGTTGTAGTCGGGAGTTG 3’ 57 126 134 3 B
b_26 5’ GATCAGCGCAAACCGAAACA 3’ 5’ CCCAAGATGAACTCACTTGCC 3’ 58 125 131 2 R
b_27 5" CCGATTAGACTGACAGCAAGC 3 5" GAGCAAATCAAAGGGAAAGCGT 3’ 59 134 154 2 R
b_29 5’ CGTTTCCGAGTCTTCTCCTCA 3’ 5 GAGACCGCACATGTTCGACG ¥ 62 125 173 9 B
b_30 5’ CGTGATCGTCTGATTGAAGCG 3’ 5 TGAGCGATCTCGACAAGCTG 3’ 62 124 135 2 R
b_31 5" ACATGAACAGAAGCAGAGTCA 3’ 5’ CATTCCTCGGGTCATAGGCG 3’ 61 120 127 3 B
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho foram desenvolvidos primers para 23 marcadores microssatélites
polimorficos, especificos para a espécie Brasilianthus carajensis. Esses marcadores poderao ser
utilizados em contribuiram com posteriores estudos genéticos que avaliem variagdo e estruturacao

genética das populagdes desta espécie.
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ANEXOS

Anexo 1 - Gréafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR de um dos marcador b_1
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Anexo 2 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR de um dos marcador b_2
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Anexo 3 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_3
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Anexo 4 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_4
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Anexo 5 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_7
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Anexo 6 - Gréafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_8
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Anexo 7 - Gréafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_10
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Anexo 8 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_11
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Anexo 9 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_12
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Anexo 10 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_14
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Anexo 11 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_16
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Anexo 12 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_17
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Anexo 13 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_18
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Anexo 14 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_19
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Anexo 15 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_21
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Anexo 16 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_23
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Anexo 17 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_24
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Anexo 18 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_25
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b_26

Anexo 19 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_26
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Anexo 20 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_27
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Anexo 21 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_29
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Anexo 22 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_30
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Anexo 23 - Grafico da intensidade de fluorescéncia do produto da PCR do marcador b_31
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