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RESUMO

Devido a percepcao da ameaca de extingdo da espécie de Coleocephalocereus purpureus e a busca de um
entendimento melhor da genética da sua populacdo a parceria da Instituicdo Federal de Minas Gerais —
Campus Bambui e da Empresa Nativa Servicos Ambientais Ltda, que querem ter formas alternativas de
conservar tal espécie de Cactaceae colunar que sofre com as altera¢cdes antropicas que ocorreram no meio
no qual a espécie vive, ameacando assim de forma grave a sua existéncia. Através das mudancgas e
descobertas de tecnologia desenvolvida na area de genética de populagBes é possivel hoje identificar e
caracterizar por meio de uma andlise do material genético (DNA) das plantas, permitindo assim a previsdo
de aspectos que a mesma ira apresentar futuramente, viabilizando assim esse estudo pela melhoria em seu
tempo de duragdo e nas possiveis alteracdes na genética da sua populagdo para modificar a taxa de
sobrevivéncia e aumentar a incidéncia da espécie de maneira positiva ao ambiente que a mesma se
encontra e também a conservar os espécimes nativos, aumentando o banco de dados de DNA'’s existentes.
As regides escolhidas para o delineamento do estudo ocorreram por meio de 5 critérios que nortearam o
desenho dos 44 primers testados no estudo, estes s6 puderam ser feitos por causa do sequenciamento
genbmico da espécie; a padronizacao da reagdo se deu de maneira gradativa por teste de diferentes mix’s
de substéncias essenciais e programas de PCR especificos para a melhor amplificagdo do DNA dos cactos.
A visualizagdo se deu por géis de poliacrilamida na coloracdo de nitrato de prata, isso para que fosse
melhor exibido os resultados de leitura da amplificacdo, de modo a facilitar o descarte de amplificacdes
inespecificas. Obteve-se de resultados preliminares 10 primers para caracterizar o nivel de variabilidade
genética da populacdo de C. purpureus, entdo serd por meio desses que se tentara conservar a sua
populacao.

INTRODUCAO:

Coleocephalocereus purpureus (Buining & Brederoo) F. Ritter, € uma espécie de Cactaceae colunar, com
cerca de 60 cm de altura; espinhos aciculares purplreos; cefalio em um dos lados, com um denso feltro
branco no éapice, estendendo até quase a metade da coluna e flores cor rosa que nascem no cefdlio,
parcialmente ocultas (Taylor & Zappi 2004). No Workshop de Revisédo da Lista da Flora Brasileira
Ameacada de Extin¢cdo, realizado em 2005 pela Fundacéo Biodiversitas, 76 espécies de Cactaceae foram
consideradas ameagadas de extingdo, incluindo C. purpureus. Ja na Revisdo da Lista das Espécies da
Flora Ameacadas de Extincdo do Estado de Minas Gerais, das 504 espécies da flora citadas, 54 sdo da
familia Cactaceae (10,7%). Coleocephalocereus purpureus também esta presente nessa lista vermelha.
Dado o alto grau de endemismo das populacdes dessa espécie e o fato de ser naturalmente rara, com sua
area de ocupacao limitada a menos de 10km2 e restrita a regido de Itinga, Minas Gerais, C. purpureus foi
classificado, em ambas as listas citadas, como uma espécie que possui um risco extremamente alto de
extingcdo (CR — Criticamente em Perigo) (Biodiversitas 2007).

A caracterizagdo da estrutura genética das populagfes naturais, sobretudo das populagdes ameacadas, €
de suma importéncia para o seu manejo com fins conservacionistas, uma vez que de posse da informacéo
de quais fatores envolvidos na estruturacéo estao atuando, é possivel planejar o0 manejo das populagdes de
modo a reter o maximo da diversidade genética da populagéo a longo prazo (Frankham, 2002).

Os estudos de variabilidade e estruturacdo genética em populacdes de plantas sao prioritarios pelas
informacdes sobre a capacidade de sobrevivéncia da espécie e de suas populacdes, diante das constantes
alteracdes ambientais (Prathepha & Baimai, 1999). Portanto, a manutencdo a longo prazo de uma
populacdo passa pela manutencdo e ampliacdo de sua diversidade genética de modo a maximizar a
resiliéncia da populacéo frente as mudancas ambientais e demais fatores estocasticos. Assim os planos de
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monitoramento de popula¢des naturais devem incorporar também o monitoramento da diversidade genética
bem como realizar estimativas de como esta diversidade esta estruturada.

Apb6s o surgimento das técnicas de biologia molecular, foram desenvolvidos dezenas de marcadores
genéticos moleculares que séo baseados no polimorfismo genético que pode ser acessado diretamente no
DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Alfenas, 2006; Faleiro, 2007). A criacdo dos marcadores de DNA
possibilitou um grande impulso para a determinacdo da variabilidade genética entre e dentro de espécies.
Esses marcadores sdo vantajosos em relacdo aos marcadores morfoldgicos e os bioquimicos, por
possibilitarem deteccado de polimorfismo de um maior nimero de regifes do genoma, além de permitir maior
precisao e obtencéo de respostas mais rapidas. Essa rapidez é excelente principalmente quando se trata de
espécies de ciclo longo, pois elimina a necessidade de espera da expresséo tardia de determinadas
caracteristicas (Pigato & Lopes, 2001a; Brondani et al., 2003; Xavier et al., 2005). A partir da analise de
dados obtidos com o uso dos marcadores moleculares podem-se estimar varios parametros genéticos que
podem ser aplicados para diversos fins. Para espécies em que 0 interesse € conserva-la, essas
informacdes podem ser aplicadas na detec¢éo de populacdes que apresentam diferengas de variabilidade
genética, exigindo diferentes estratégias para conservacao in situ, ex situ ou on farm (Pigato & Lopes,
2001b; Telles et al., 2003).

A éarea de distribuicdo da espécie tem sofrido ameacas antrépicas, sobretudo com a implantagdo de
atividade mineradora. Durante a fase de legalizacdo da atividade mineraria na regido, a empresa Nativa
Servicos Ambientais Ltda foi contratada pela empresa mineradora que visava 0 uso da area, para propor um
plano de ocupacdo da area e de manejo da populagdo local de C. purpureus bem como dos recursos
ambientais associados a sua sobrevida a longo prazo. Neste plano, foi contemplada a criacdo de uma
Unidade de Conservagdo visando a preservacdo da espécie C. purpureus, a RPPN Coleocephalocereus
purpureus. E ainda, dentro do plano de manejo da RPPN foi prevista que a viabilidade genética a longo
prazo da populacéo de C. purpureus fosse monitorada por meio de avaliagdo da diversidade e estrutura
genética desta populagdo. Entretanto, nenhum marcador molecular estava disponivel para a espécie C.
purpureus, sendo o seu desenvolvimento uma etapa prévia para a realizacdo de estudos de avaliagcdo da
diversidade e estrutura genética da populacéo de C. purpureus na RPPN Coleocephalocereus purpureus.
Neste contexto, em 2016 foi aprovado um projeto de pesquisa aplicada do IFMG, em parceria com a
empresa Nativa Servicos Ambientais Ltda para o desenvolvimento dos marcadores moleculares do tipo
microssatélites para acessar a diversidade genética de C. purpureus na populacdo protegida dentro da
RPPN. Este projeto tem o objetivo de padronizar as condi¢cdes de amplificacdo para uso dos marcadores
moleculares desenvolvidos para acessar a diversidade genética de C. purpureus para avaliar a diversidade
genética remanescente nas populagdes.

METODOLOGIA:

A partir de um banco de dados gerados por sequenciamento genémico aleatério de um espécime de C.
purpureus contendo mais de 15 milhdes de regides contendo sequéncias repetitivas curtas, foram pré-
selecionados 150 regides de marcadores microssatélites confeccionados para os testes de padronizacéo
seguindo o seguinte critério: (1) apresentar pelo menos 5 unidades do motivo repetitivo; (2) apresentar um
tamanho de pelo menos 350 bases; (3) apresentar regides flanqueadoras ndo repetitivas; e (4) serem
regides de microssatélites perfeitas. A verificagdo das regifes para a pré-selecao foi realizada através do
programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

Desta pré-selecao, foram escolhidas 44 regifes que permitram a construcdo de oligonucleotideos
baseados no comportamento previsto de amplificacdo dos oligoiniciadores, 0os quais deveriam possuir as
seguintes carateristicas: tamanho entre 18 e 22 nucleotideos, contetido GC entre 40 e 60%, temperatura de
anelamento similares. A construcdo dos oligonucleotideos foi realizada utilizando o software Primer3 Plus
(Untergasser et al., 2012).

Os 44 marcadores selecionados foram submetidos a testes de padronizacdo de condicdes de amplificagéo,
no qual foi considerado como marcador com amplificacdo padronizada aquele marcador que apresentasse
resultados positivos de amplificacdo para pelo menos 90% das 10 amostras de DNA de C. purpureus
definidas para teste, sem amplificacdo de regifes inespecificas que comprometessem a analise da regido
alvo. Foram selecionados parametros de teste: temperatura de anelamento, ndmero de ciclos de
amplificacdo, concentracdo de DNA por reacdo, concentragcdo de DNA polimerase, concentracdo de
primers, concentracdo de MgCl, e tipo de tampé&o de amplificacéo.
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Os resultados da amplificacdo foram checados através de eletroforese em gel de poliacrilamida nao
desnaturante seguida de coloragdo com nitrato de prata. Foram utilizados marcadores de tamanho de
fragmento de 50 pares de bases em cada gel para verificacdo do tamanho dos fragmentos gerados.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O comeco da padronizacéo se deu na busca da condi¢do ideal para o funcionamento dos primers com isso
se testou os tampdes 10, 110, 1110 e IVB; em alguns tampdes se utilizou a presenca ou ndo de cloreto de
magnésio (MgCI2), por fim outra variagdo importante a se colocar foi a utilizagdo de dois DNA'’s distintos, os
gue vieram com o kit de primers e os que foram extraidos pelo bolsista através do protocolo de extragdo de
tecido vegetal (Doyle & Doyle, 1987 com modlflcagoes) como se pode observar na figura 01 a condicao 02
foi a que melhor deu resultado | para os primers, portanto a mesma foi
usada para todos os 44 primers desenvolvidos, logicamente
cumprindo 0s critérios estabelecidas anteriormente e em
relacdo a variacdo do DNA o resultado se apresentou melhor
guando usado o DNA do Kit de primers.

Fig. 01 — Resultado das
condicbes testadas para o
estabelecimento da padréo.

A partir disso obteve-se um resultado positivo para 10 primers, o que serdo utilizados para a caracterizar a
variabilidade genética da populacao. Isso reafirma o citado na literatura em que que se utiliza no minimo 8
primers para realizar tal caracterizacéo, consequentemente valida as possiveis afirmagfes da variabilidade
genética da populacdo de C. purpureus e traz a tona possiveis trabalhos para a melhoria e conservacédo de
tal espécie.

Condic¢des de anelamento que funcionaram:

Cédigo do Tamanho
9 Sequéncia do primer direto Sequéncia do primer reverso do
marcador i

amplicon
CGCCG_5 CGAACAGCAGATCATCGACT ACCTGGGCGAACTGACGAT 256
ATGT_8 AACAGCAACTGCAACAATCG CCCTTGTTCTTCTGTTAAACCC 240
AG_13 GCACCACCAAATCCTTCCAT TTCGTTCTAGTTCGCCACAG 214
AG_11 AAAGGAGATGTGCACTCACG ATTAGCCGTACCGTCAGAGT 161
AG_15 AACAGCCTAAAGAAGCCCAG ATTCTTGTCGCCTATGGTGC 162
GAT_11 GTAACGGTTGGGAATGGGAA AAGTCCTCCCTCAGTTCCAA 233
GA_102 CAAACACAGCAACAGCACAA TTTGGACACTGTTGGACTCG 245
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TC_17 CCCTTGAACCAACCTGTGTT GGGTTCAGGTCTTTGGACAT 238
TTA_10 GTGATGACCTCGTCTTTCGA TGGGTATTAAAGGCTCACGA 216
ATGA 7 GTGCTGATGAGTGTTTGTACA AATGAATGCACCGACCTCAC 249
CONCLUSOES:

Apbs a pré-selecado de 150 regides contendo repeticdes, selecionamos 44 regides adequadas para analise
de marcadores microssatélites. Apds todo o processo de padronizacdo foi possivel estabelecer condi¢cfes
de uso para 10 marcadores que serdo utilizados para acessar a diversidade genética de C. purpureus no
programa de monitoramento genético da espécie visando a sua conservacao.
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