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RESUMO

Swartzia glazioviana (Leguminosae) € uma espécie arbustiva-arborea endémica a
regido dos Lagos, no Rio de Janeiro, a qual ocorre exclusivamente em florestas de
encosta da restinga. A espécie encontra-se ameacada de extingdo pelo endemismo e
continua modificacdo do habitat em funcdo da extensiva ocupacdo humana. Neste
estudo foi desenvolvida uma bateria de marcadores microssatélites para S. glazioviana
buscando disponibilizar ferramentas informativas para aplicagdo em estudos genéticos
visando a conservacgdo da espécie. Para tal utilizou-se a técnica de enriquecimento de
biblioteca gendmica. Foram obtidos 96 clones dos quais 38 sequéncias (40%)
apresentaram microssatélites e vinte pares de primers foram desenhados. 10 locos
foram caracterizados quanto aos parametros de diversidade genética e poder
discriminatorio. A diversidade genética observada para o conjunto dos locos foi alta
(média de alelos = 12,3). As heterozigosidades médias observada (Ho) e esperada
(Hg) foram 0,672 e 0,825, respectivamente. O indice de fixacdo (F) foi
significativamente maior que zero em duas populaces sugerindo a ocorréncia de
endogamia. A probabilidade de identidade genética combinada foi de 2,245x10™ e a
de exclusdo de paternidade combinada foi de 0,999995, indicando o alto poder
discriminatorio dos locos. A transferibilidade dos marcadores desenvolvidos para S.
glazioviana mostrou 76% de sucesso em testes realizados para seis espécies
congéneres. Analises genéticas populacionais de trés populacdes de S. glazioviana
mostram alta diversidade e diferenciacdo genética entre elas, além de estruturacdo
genética intrapopulacional. A anélise sobre o sistema reprodutivo indicou uma alta
taxa de cruzamento (t,=0,892). Também foi detectada a ocorréncia de fluxo génico
entre as populacdes. O estudo mostrou que os dez microssatélites desenvolvidos para
S. glazioviana sdo ferramentas Uteis para estudos sobre a genética de populacbes e

podem contribuir para a conservacao efetiva das populacfes desta espécie ameacada.

Palavras-chave: Genética de populagbes, marcadores SSR, conservacao,

Leguminosae.
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ABSTRACT

Swartzia glazioviana (Leguminosae) is an endemic woody species from “Regido dos
Lagos”, Rio de Janeiro state, Brazil. Its populations are restricted to slopes of
“restinga” vegetation. This species is threatened with extinction due its endemism and
continuous habitat modification by extensive human occupation. In this study, a
battery of microsatellite (SSR) DNA markers for S. glazioviana were developed in
order to provide informative tools for genetic studies aiming species conservation. It
was used the technique of genomic library enrichment. Recombinant DNA of 96
clones was sequenced and 38 sequences (40%) from them showed microsatellites.
Twenty pairs of primers were designed but ten were polymorphic in capillary
electrophoresis. The loci were characterized concerning their genetic diversity and
their discriminatory power. The genetic diversity observed was high average of
allele/loci = 12.3. The average observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosities
were 0.672 and 0.825, respectively. The fixation index (F) was significantly higher
than zero for the two populations, suggesting inbreeding. The combined probability of
identity was 2.24x10™* and the combined paternity exclusion was 0.999995,
indicating a high discriminatory power of the developed loci. The transferability of
SSR markers showed 76% of positive results for tests employed in six congeneric
species. Genetic analyses of three populations of S. glazioviana showed high diversity
and genetic differentiation among them, in addition to intrapopulation genetic
structuring. Analysis about mating system showed a high outcrossing rate (t,= 0,892).
We also detected occurrence of gene flow among populations. Our study
demonstrates that the ten developed microsatellites for S. glazioviana are useful tools
for studies on population genetics and may contribute to effective conservation of this

threatened species.

Key words: Populations genetics, SSR markers, conservation, Leguminosae.
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I. INTRODUCAO

I.1 Leguminosae e Swartzia glazioviana (Taub.) Glaz.

Leguminosae é a terceira maior familia de angiospermas, apresentando cerca
de 727 géneros e 19.325 especies (Lewis et al. 2005). A familia € considerada
monofilética e é tradicionalmente dividida em trés subfamilias Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionoideae, sendo a primeira parafilética e as duas ultimas
monofiléticas (Lewis et al. 2005). A subfamilia Papilionoideae é caracterizada por
apresentar flores geralmente com cinco pétalas modificadas, sendo a pétala adaxial
denominada de vexilo ou estandarte, a mais externa no botdo floral e geralmente
maior que as demais, as duas pétalas laterais denominadas de asas ou alas e duas
pétalas abaxiais, denominadas de quilha ou carena, que podem ser fundidas e encobrir
0 androceu e o gineceu (Barroso et al. 1984). Dentre as Papilionoideae, hd um grupo
denominado clado "swartzioid" (Torke & Mansano 2009), no qual o género Swartzia
Schreb. esta incluido. Este género é caracterizado por ter exsudato nos caules e ramos,
folhas estipeladas e imparipinadas. As flores ndo apresentam a estrutura tipica de uma
flor papiliondcea pois apresentam calice inteiro no botdo floral ou sdo apétalas ou
monopétalas, com estames numerosos e livres e tipicamente de dois tamanhos com
anteras dorsifixas, grdos de pélen apresentando membrana do colpus com granulos
espessos (Torke & Mansano 2009; Paulino et al. 2013). As sementes de Swartzia sdo
geralmente ariladas e ndo apresentam as estruturas tipicas daquelas encontradas nos
demais membros da subfamilia Papilionoideae. Dentre as caracteristicas atipicas
figuram-se: testa dura e espessa com células em forma de ampulheta, uma faixa de
traqueideos abaixo da insercdo do hilo e um embrido curvo (Kirkbride & Wiersema
1999). As espécies de Swartzia abrangem de arbustos ramificados a arvores do dossel
e diferem umas das outras pela combinacdo de caracteres que sdo continuos quando
examinados por todo o género, tais como forma de crescimento, caracteristicas da
casca e madeira, tipo e densidade do indumento, e tamanho, forma, nimero e cor das
partes reprodutivas e vegetativas. Os caracteres descontinuos tais como tricomas
multicelulares, apetalia, estames isomorficos e bracteas estipuladas parecem ter

multiplas origens em Swartzia (Torke & Mansano 2009).
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As espécies pertencentes ao género Swartzia foram pouco estudadas em
relacdo a biologia floral, aspectos ecoldgicos e genéticos e pesquisas farmacologicas.
(Paulino et al. 2013). No entanto ha indicagdo de potencial para ornamentacéo,
plantio em &reas degradadas, utilizacdo da madeira e para fabricacdo de produtos
farmacoldgicos e fitoquimicos pela presenca de determinados constituintes quimicos
(Marqui et al. 2008; Cardoso et al. 2012).

Uma proposta de classificacdo infragenérica foi realizada para Swartzia por
Torke & Mansano (2009), na qual as espécies foram agrupadas em 15 se¢des. Dentre
estas secOes figura a secdo Acutifoliae, que se distribui predominantemente da regido
litoranea do Parana até Pernambuco, com uma distribuicdo mais a oeste
principalmente nos estados de Minas Gerais, Goias e Tocantins, tendo ainda poucas
espécies na porc¢do sul da bacia amazonica. Tal grupo é monofilético apresentando um
suporte de 100% de probabilidade posterior segundo as analises Bayesianas (Torke &
Mansano 2009). A secdo caracteriza-se por apresentar folhas imparipinadas,
inflorescéncia ramiflora, pedicelo bracteolado, pétala branca, estames dimérficos com
2 a 24 estames grandes, gineceu unipistilado, pubescente a glabro com estilete lateral.
Os frutos apresentam de 1 a 15 sementes beges com arilo amarelo, alaranjado ou
ausente (Torke & Mansano 2009).

Swartzia glazioviana (Taubert) Glaziou é uma das 20 espécies da secdo
Acutifoliae, tendo como habitat a restinga e a encosta de morros litoraneos (Araujo
2009). Trata-se de uma espécie arbustiva-arborea, cujas folhas possuem estipulas
persistentes, flores com calice lanoso internamente e gineceu glabro, os frutos sdo do
tipo legume nucdide, as sementes sdo dorsiventralmente achatadas, esverdeadas e sem
arilo (Mansano & Lima 2007). A espécie € considerada ameagada de extingdo (MMA
2008) por ser endémica da Regido dos Lagos do Estado do Rio de Janeiro. A regido é
litoranea, sendo intensamente ocupada e portanto, modificada pela acdo humana.
Estudos relativos a ecologia, biologia floral e genética de populaces da planta sdo
inexistentes, impossibilitando acbGes que viabilizem a conservagdo efetiva de
populagBes desta espécie.

Os municipios de Arraial do Cabo, Armacdo de Buzios, Cabo Frio, Iguaba,
Saquarema e S&o Pedro da Aldeia integram a Regido dos Lagos, conhecida como de
ocorréncia preferencial da espécie e que tem como limites a leste e sul o Oceano
Atlantico, a oeste a Serra do Mato Grosso e a norte os limites superiores da Lagoa de

Araruama e 0s cursos inferiores dos rios Una e S&o Jodo (Ribeiro & Lima 2009). Na
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regiao a altitude varia do nivel do mar até aproximadamente 500 metros (Ribeiro &
Lima 2009). A localidade tem clima tropical seco (Fonseca-Kruel & Peixoto 2004) e
tendéncia ao xerofitismo e a salinizacéo (Ibraimo et al. 2004). O clima Bsh, de acordo
com Kdppen, caracteristico da regido, é arido quente com temperaturas que variam
entre 23 e 25°C até 40°C no verdo com umidade relativa do ar de 83% e precipitacao
anual de 823 mm com ventos constantes (Fonseca-Kruel et al. 2009; Ribeiro & Lima
2009). A salinidade do solo é elevada (35%) devido a baixa quantidade de agua doce,
baixa pluviosidade e a intensa evaporacgdo (Ibraimo et al. 2004). Geotectonicamente a
regidao é o prolongamento da linha de afundamento tecténico que formou tanto a Baia
da llha Grande quanto a da Guanabara, além de um ressalto abrupto das escarpas da
Serra do Mar (lbraimo et al. 2004). As fisiografias predominantes sdo as planicies
arenosas costeiras, 0s depoésitos allvios-collvios, as lagunas, os morros baixos das
peninsulas e as encostas (Ribeiro & Lima 2009). A associacdo de processos de erosao
e intrusivos, tectonicos e deposicionais originaram a diversidade litolégica e de
formas de relevo local. Isto, combinado a diferenciacdo espacial nas condicdes de
umedecimento e a alternancia de condic¢des climaticas, resultou na diversificagdo dos
solos e das fisionomias da vegetacao, evidenciada pela mistura de espécies tipicas de
restingas com espécies comuns as florestas ombrdfila e estacional (Bohrer et al.
2009).

I.2. Mata Atlantica — Um bioma ameacado

A Mata Atlantica, segunda maior floresta neotropical, estendia-se por volta de
1840 desde o Cabo de Sdo Roque (RN), a 5 graus de latitude sul, até a altura do Rio
Taquari (RS), a 30 graus de latitude sul (Adams 2000). Desde entdo a intensificacédo
da ocupacdo e das atividades antrépicas na Mata Atlantica reduziram a cobertura
vegetal a menos de 12% de sua extensdo original (Ribeiro et al. 2009). Este bioma,
portanto, apresenta-se como um dos mais afetados pela acdo antropica devido ao
crescimento e desenvolvimento de centros urbanos, resultando no bioma com maior
namero de espécies ameacadas de extingdo (>50%), 276 das 472 espécies da lista
oficial da flora brasileira (MMA 2008).

A destruicdo de habitats, de acordo com atuais estudos ecologicos de espécies
e populagdes, de fato € a principal causa da extingdo de espécies contemporaneas

(Futuyma 2009), sendo a regido neotropical a de maior risco ambiental por ser a mais
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afetada pela acdo do homem (Oliveira 2001). Possivelmente como sugere Adams
(2000) sob este aspecto, a Mata Atlantica é um sistema ideal para analisar os efeitos
do desmatamento e da fragmentacdo na eliminacdo de populacdes inteiras, na
inevitavel erosdo da diversidade genética e na possivel extin¢do de espécies.

Localizado no sudeste brasileiro, o estado do Rio de Janeiro esta integralmente
inserido no bioma Mata Atlantica e na atualidade apresenta sua cobertura florestal
original reduzida a cerca de 17% (INEA 2012). O bioma Mata Atlantica com
estruturas e composicgdes floristicas diferenciadas pode ser visto como um mosaico de
ecossistemas: floresta ombrofila densa, floresta estacional decidual e semidecidual,
floresta ombrofila mista, encrave de Araucaria, formacdes floristicas associadas
(manguezal, vegetagdo de restinga e ilhas litoraneas), encrave de Cerrado, campo e
campo de altitude, mata de topo de morro e de encosta do Nordeste (brejos e chas) e
formacdes vegetacionais nativas da Ilha de Fernando de Noronha (IBAMA 2012).

A Regido dos Lagos no estado do Rio de Janeiro e sua vegetacdo abarcam
consideravel diversidade e grau de endemismo, a composi¢do floristica desta area €
um reflexo da especificidade climética e da heterogeneidade fisica e possivelmente da
histdria paleoevolutiva da localidade (Bohrer et al. 2009), que é formada tanto por
corddes de areia, paralelos a linha da praia, intercalados por depressées e cobertos por
vegetacao de restinga, como por dunas, salinas e encostas (Dantas et al. 2000; Pereira
2003).

A flora desta regido abriga 1.200 espécies de vegetais superiores inseridas em
120 familias botéanicas, destacando-se entre elas as familias: Leguminosae,
Bromeliaceae, Myrtaceae, Rubiaceae e Orchidaceae (GERJ 2008) e as espécies
arbdreas Abarema cochliacarpos, Bauhinia pentandra, Chamaecrista ensiformis,
Exostyles venusta, Grazielodendron rio-docensis, Hymenaea courbaril, Pterogyne
nitens e Senegalia bahiensis, sendo endémicas Swartzia galzioviana e Machaerium
obovatum (Ribeiro & Lima 2009). Frutos da flora local como pitanga (Eugenia
uniflora) e caju (Anacardium occidentale) estdo disponiveis e s&o geralmente
utilizados por comunidades da regido (Fonseca-Kruel et al. 2009).

O processo de degradacao histérica deste ecossistema pode ser compreendido
pela forma enfatica com que as atividades humanas tém reduzido a cobertura vegetal
desde o periodo colonial. Inicialmente houve busca por pau-brasil e posteriormente
culturas agricolas foram estabelecidas. Nos anos 1960, com o crescimento das cidades

a ocupacdo humana em principio tomou as principais vias de acesso e as regides
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planas, mas logo em seguida enveredou para 0s morros e costdes interferindo no
interior da mata de peninsula e das areas costeiras (Dantas et al. 2009). Neste inicio
do século XXI, o intenso turismo de veraneio nas cidades de Cabo Frio, Araruama,
Arraial do Cabo e Buzios, continua a modificar este ecossistema através do uso da
areia local na construcdo civil, da ocupacdo de salinas para empreendimentos
imobiliarios, da exploracdo da vegetacdo e da contaminacdo de lagunas e lencol
freatico (Dantas et al. 2000).

I.3. Genética de populacBes e conservacao de plantas

A estrutura e o funcionamento dos ecossistemas estdo sendo modificados
constantemente e enfaticamente através da acdo humana (Aguilar et al. 2008).
Embora extingdo e especia¢do sejam processos naturais evolutivos, no ultimo século
como consequéncia das atividades e da ocupa¢do humana do territorio, 0 nimero de
extingbes tém superado ao de especiacOes, pondo em risco a biodiversidade do
planeta (Frankham et al. 2008). Observa-se, por exemplo, que do total de plantas
conhecidas 49% estdo ameacadas de extincdo, sendo 53% musgos, 23%
gimnospermas e 80% angiospermas, sendo 26% monocotiledéneas e 54%
eudicotiledéneas (IUCN 2014; Frankham et al. 2008).

A capacidade das espécies de sobreviver as mudancas ambientais, adaptando-
se, mesmo em casos de isolamento reprodutivo extremo, estd diretamente ligada a
diversidade genética, ou seja, a variacdo de alelos e suas frequéncias inerentes as
populacBes e seus individuos (Mayr 2009). A diversidade genética é gerada através
dos processos de mutacdo e recombinacdo, enquanto, a selecdo natural, o fluxo
génico, a deriva genética, os gargalos e o efeito do fundador (Mayr 2009; Futuyma
2009) alteram as frequéncias ou podem mesmo levar a perda de alelos nas
populagdes.

As espécies arbdreas, em especial, sdo bastante suscetiveis aos impactos
ambientais, devido ao seu lento crescimento. O desmatamento, a sobre-exploragéo, as
atividades agricolas tém impactado a variedade de espécies arbdreas com perda de
habitat, reducdo de populacbes e consequente estrangulamento de remanescentes
florestais em matrizes antrdpicas (Aguilar et al. 2006, 2008).

O resultado imediato da diminuigdo das populacGes florestais parece ser a

reducdo da diversidade genética, o aumento da divergéncia entre populagdes e do
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cruzamento entre individuos aparentados com a alteracdo do fluxo génico (Kageyama
et al.1998). Populacdes assim atingidas tornam-se suscetiveis aos efeitos estocasticos
demograficos e ambientais que interagem com a estocasticidade genética (Kageyama
et al. 1998; Frankham et al. 2008). Nas plantas, aspectos especificos como o ciclo de
vida, a presenca de reproducdo vegetativa, os niveis de poliploidia, o sistema de
cruzamento, a polinizacdo, a dispersdo de sementes e a distribuicdo das populacbes
influenciam a maior ou menor suscetibilidade das espécies a perda de habitat (Aguilar
et al. 2008).

Os efeitos a curto e médio prazos ocorrem durante o processo de supressdo da
vegetacdo levando a diminuicdo do tamanho efetivo das populacdes (efeito gargalo),
ou ap6s uma ou duas geracdes em funcdo de alteracdes nas frequéncias alélicas nas
populacBes (deriva genética). Os efeitos em longo prazo que ocorrem apds Vvarias
geracOes sdo mais dificeis de serem detectados em espécies longevas com amostras de
individuos adultos remanescentes da pré-perda de habitat. Uma alteracdo fundamental
nas populacdes e que se inicia imediatamente apds o processo de perda de habitat, é o
aumento na taxa de acasalamento entre parentes e na endogamia com a consequente
reducdo no tamanho efetivo populacional, devido ao aumento da frequéncia de alelos
idénticos por descendéncia. Os efeitos em curto prazo podem ser detectados em
amostras de juvenis e sementes de polinizacdo aberta, imediatamente apds a perda de
habitat (Kremer et al. 2008; Aguilar et al. 2008).

Efeitos decorrentes da perda e fragmentacdo de habitats foram detectados em
alguns estudos sobre a diversidade genética de populacbes de plantas (Jum &
Penuelas 2006; Bittencourt & Sebbenn 2007; Collevati et al. 2010; Gaino et al. 2010;
Sebbenn et al. 2010).

Conhecimentos ecoldgicos somados a estudos genéticos populacionais, por
intermédio do uso de marcadores moleculares, os quais possibilitam estimar os niveis
de variabilidade genética (frequéncia de alelos, de heterozigotos), de diferenciacdo
genetica entre populagdes, sistema de cruzamento e fluxo génico, podem fornecer
subsidios importantes para o conhecimento sobre a adaptagdo dos organismos, bem
como para elaborar diretrizes que visem a conservacao das espécies apontadas como
em perigo. Neste sentido, varios estudos, ecologicos e genéticos, com espécies
neotropicais tém sido desenvolvidos nas ultimas décadas (ver Myroxylon peruiferum
— Sebbenn et al. 1998; Trema micranta, Cecropia pachystachya, Cedrela fissilis,

Cariniana legalis, Maytenus aquifolia e Esenbeckia leiocarpa — Kageyama et al.
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2003; Swietenia macrophylla — Lemes et al 2003, 2007; Caryocar brasiliense —
Collevatti et al. 2003; Ceiba aesculifolia — Herrerias-Diego et al. 2005; Theobroma
grandiflorum — Alves et al. 2007; Araucaria angustifolia — Bittencourt & Sebbenn
2007; 2008; Hymenaea courbaril - Biscaia et al. 2008; Solanun spp. — Moura et al.
2009; Gomortega keule — Lander et al. 2010; Tabebuia roseo-alba — Feres et al. 2012,
dentre outros), no entanto, a enorme diversidade de espécies de arvores do Neotrdpico
ainda carece de informacdes, o que pde em foco estas pesquisas e sua importancia
para a conservacédo da flora nesta regido.

|.4. Marcadores moleculares

A conservacao das espécies ameacadas depende diretamente do conhecimento
obtido através da andlise da diversidade genética. O estudo da diversidade atraves do
uso de marcadores moleculares remonta a histéria das questdes relacionadas a
diversidade de organismos e domesticacdo das espécies (Darwin 1859-1872; Mayr
2009). Objeto de estudo dos naturalistas do século X1X, foi somente com a unido dos
estudos de Mendel e Darwin, no inicio do século XX, através da teoria neodarwinista
que se lancou luz sobre a evolucdo dos organismos e a sua variacdo inerente
(Futuyma 2002; Futuyma 2009; Mayr 2009). No processo de entendimento e de
possibilidade de analise da variacdo genética, diferentes classes de marcadores foram
desenvolvidas para acessar estas informac6es (Ferreira & Grattapaglia 1998).

Marcadores moleculares sdo tanto o produto da expressdo de um gene quanto
determinados fragmentos de DNA. Mendel baseou seus experimentos na analise de
diferentes fenotipos, posteriormente descobriu-se a base genética dos estudos
mendelianos e os chamados marcadores morfologicos ou fenotipicos puderam ser
empregados no melhoramento de plantas (Mondini et al. 2009; Futuyma 2009). No
entanto, 0 uso restrito desses marcadores a algumas plantas e a dificuldade de se
encontrar marcadores ligados a caracteristicas econémicas, impulsionou o
desenvolvimento dos marcadores bioquimicos, as isoenzimas, que foram muito
utilizadas nos altimos 60-70 anos em estudos de diferenciacdo e analise de estrutura
de populacbes (Kumar et al. 2009). A grande contribuigéo dessa classe de marcadores
para a biologia evolutiva foi a constatacdo de que a maioria das mutacdes que
ocorrem sdo neutras (Schlotterer 2004). Posteriormente, o advento das enzimas de

restricdo por Arber na década de 60 permitiu desenvolver o marcador de DNA, RFLP
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(Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo) e nos anos 80 a técnica da
PCR, que requer uma quantidade minima de DNA, possibilitou desenvolver os
demais marcadores de DNA (polimorfismo de sequéncia DNA e de variagdes de
repeticdes de DNA), mais informativos: RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado
aleatoriamente), AFLP (Polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados),
VNTR (Numero varidvel de repeticdbes em tandem), microssatélites ou SSR
(Sequéncias Simples Repetidas), ISSR, SNP (Polimorfismo de nucleotideo Unico),
Sequenciamento de DNA entre outros e na atualidade o uso combinado de alguns
marcadores em estudos populacionais e taxonémicos (Ellegren 2004; Schi6tterer
2004; Sharma et al. 2008). As diferencas entre esses marcadores dizem respeito,
sobretudo, a custos, possibilidade de reprodutibilidade, nivel de polimorfismo
detectado e abundéncia no genoma (Ferreira & Grattapaglia 1998).

A aplicacdo desses marcadores tem sido vasta, culminando no inicio dos anos
2000 na maior aplicabilidade dos marcadores de DNA microssatélites (Schlotterer
2004) devido principalmente ao alto grau de polimorfismo encontrado (Powell et al.
1996; Oliveira et al. 2006).

Considerado um marcador altamente informativo para analises de genética de
populacdes, os marcadores de DNA microssatélites sdo sequéncias simples de um a
seis nucleotideos dispostos sequencialmente (Litt & Luty 1989; Selkoe & Toonen
2006). Estas repeticOes sdo classificadas em trés categorias, sendo elas: perfeitas,
imperfeitas ou compostas (Weber 1990), as quais correspondem a um Udnico tipo de
repeticdo, uma sO repeticdo com sequencias intervenientes e repeticbes diferentes,
respectivamente. S&o fragmentos no DNA que apresentam alta taxa de mutac&o (10°°
a 107 por geracdo — Schldtterer 2000), cuja origem provéavel sdo “escorregdes”
(slippage) da polimerase durante o processo de replicagcdo ou mesmo recombinacao
desigual ou incorreto alinhamento das fitas de DNA (Salles et al. 2003; Schlétterer
2004). Porém o mecanismo de mutacdo proposto, DNA (replication) slippage, parece
predominar para a variabilidade dos microssatélites. Neste mecanismo, que ocorre
durante a replicacdo, as fitas de DNA se dissociam e voltam a se associar
erroneamente alterando o numero de sequéncias repetidas (Schlétterer 2000). Os
microssatélites sdo encontrados tanto em regides ndo codificantes como codificantes
(mais raro) (Salles et al. 2003). Para efeito analitico sdo considerados seletivamente

neutros, com nulo ou minimo efeito epistatico e pleiotrépico (Ferreira & Grattapaglia
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1998). Sdo marcadores codominantes, sendo possivel detectar tanto os homozigotos
como os heterozigotos.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o desenvolvimento dos
marcadores microssatélites (ver Zane et al. 2002), uma delas é o enriquecimento de
bibliotecas gendmicas que consiste no uso de sondas marcadas (repeticbes de DNA)
para a selecao dos fragmentos de interesse (Salles et al. 2003; Souza et al. 2012). Esta
técnica parece ser preferivel pela facilidade e rapidez da sua aplicacdo uma vez que
requer limitados equipamentos de laboratério (Zane et al. 2002).

E possivel, apesar de serem marcadores espécie-especificos, fazer a
transferibilidade destes marcadores entre espécies e mesmo entre géneros devido a
conservacao da regido adjacente aos microssatélites (Salles et al. 2003; Selkoe &
Toonen 2006; Barbara et al. 2007) ampliando a abrangéncia de espécies para o uso de
marcadores desenvolvidos.

Marcadores de DNA microssatélites, portanto, disponibilizam o acesso
informativo a diversidade genética entre e dentro de populacBes reprodutivas, ao
sistema de cruzamento, fluxo génico e estrutura genética das populagdes (Ashley
2010), informacGes estas de grande relevancia, principalmente quando se considera
espécies ameacadas, as quais demandam acdes cientificamente embasadas para a

conservacéo de suas populacoes.
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Il. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi desenvolver e caracterizar marcadores de
DNA microssatélites de Swartzia glazioviana (Leguminosae) para estudos da
diversidade, estrutura genética, sistema de cruzamento e o fluxo génico de populacGes
desta espécie endémica e ameacada de extincdo, visando assim, contribuir para sua

conservacao.

I1.1. Objetivos especificos

— Desenvolver e caracterizar marcadores microssatélites do genoma nuclear de
S. glazioviana;

— Investigar a transferibilidade dos marcadores de DNA microssatélites
desenvolvidos, para outras espécies de Swartzia (S. apetala, S. flaemengii, S.
langsdorffii, S. macrostachya, S. myrtifolia var. elegans e S. simplex var.
continentalis), a fim de disponibilizar marcadores informativos para a
realizacdo de futuros estudos genéticos com estas espécies;

— Quantificar a diversidade genética em populacdes de S. glazioviana

— Determinar os padrBes de distribuicdo da variabilidade genética em trés
populacdes de S. glazioviana, estimando o nivel de diferenciacdo entre elas;

— Determinar a estrutura genética espacial nas popula¢es amostradas;

— Determinar o sistema de cruzamento e estimar o alcance do fluxo génico
contemporaneo via pélen em populacdes de S. glazioviana, por meio de
analise de progeénies,

— Gerar informacdes genéticas consistentes que contribuam para a conservacao

efetiva de populacdes de S. glazioviana.
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I1l. MATERIAL E METODOS
[11.1. Coleta de material e amostragem populacional

Para o desenvolvimento dos marcadores de DNA microssatélites foi extraido o
DNA gendmico total de folhas coletadas de um unico individuo de S. glazioviana
proveniente do municipio de Arraial do Cabo (RJ). Apés a coleta, as folhas foram
acondicionadas em frascos contendo silica gel e mantidas em freezer -20 °C até a
extracdo do DNA.

As coletas para as analises genéticas das populacdes de S. glazioviana foram
realizadas em trés localidades situadas nos municipios de Arraial do Cabo e Cabo
Frio, no estado do Rio de Janeiro (Figura 1), entre julho de 2012 e maio de 2013. No
total foram amostradas trés populac@es. A escolha das populacées foi feita com base
na consulta de espécimes de S. glazioviana depositados no Herbario do Jardim
Boténico do Rio de Janeiro (RB) e no Herbario do Museu Nacional (UFRJ — R), bem
como por meio de expedicBes realizadas a Regido dos Lagos, RJ, area conhecida
como de ocorréncia da espécie. Duas das localidades integram o Parque Estadual da
Costa do Sol sob a jurisdi¢do do Instituto Estadual do Ambiente (INEA).
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Figura 1. Locais de coleta das populacdes de Swartzia glazioviana na Regido dos
Lagos, RJ.
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Nas populacdes amostradas, as folhas foram coletadas de individuos adultos (
>120 cm de altura, ANEXO 1) de S. glazioviana, os quais foram mapeados utilizando
um GPS (GARMIN). Na tabela 1 s&o apresentadas a localizagcdo e as coordenadas
geogréficas das populacdes amostradas. Para os individuos coletados também foram
feitas medidas da circunferéncia a altura do peito (CAP). As folhas coletadas foram
secas em silica gel em temperatura ambiente por aproximadamente sete dias e

posteriormente o material foi armazenado em freezer a -20° C até a extracdo do DNA.

Tabela 1. Localizacdo geografica das populagdes amostradas de S. glazioviana.

Populagdo  Municipio Localidade Sigla N Coordenadas geograficas
1 Avrraial do Cabo Trilha do Forno TF 50 S22°58°07,53”/ W42°01°00,60”
2 Cabo Frio Praia das Conchas* PC 40 S22°52721,68”/W41°58°53,17”
3 Cabo Frio Encosta RuaVitoria* EV 45 S22°51°20,68”/W41°59°38,44”

*Parque Estadual da Costa do Sol — INEA

Para a andlise do sistema de cruzamento e fluxo génico via pdlen, foram
coletados frutos em duas das populagdes amostradas (Praia das Conchas e Encosta
Rua Vitoria), visando a analise de progénies. As coletas dos frutos ocorreram entre
marco e maio de 2013. Os frutos coletados foram armazenados em sacos separados
para cada individuo amostrado. Em sala de beneficiamento os frutos foram abertos e
as sementes que apresentavam boas condicbes (sem a presenca de fitopatdgenos
visiveis) foram desinfectadas com hipoclorito 2% por 1 minuto e em seguida lavadas
consecutivamente trés vezes com agua destilada. Apos este tratamento, as sementes
foram colocadas para germinar em substrato contendo vermiculita em camaras
germinadoras a 25°C. Ap6s a germinacao, que variou de trés semanas a dois meses, as
sementes germinadas foram encaminhadas para casa de vegetacao até o aparecimento
da parte aérea. Posteriormente, as folhas das plantulas foram coletadas e
acondicionadas em sacos tipo ziploc contendo silica gel para posterior extracdo do
DNA.

[11.2. Extracéo e quantificacdo do DNA

A extragdo do DNA gendmico total foi feita a partir de folhas coletadas dos
196 individuos (adultos e progénies) de S. glazioviana amostrados nas trés

populagdes, seguindo o método CTAB 2% (Doyle & Doyle 1987) modificado por
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Ferreira & Grattapaglia (1998) (Anexo II). O protocolo utilizado contém proteinase
K, enzima que auxilia na degradacdo de proteinas, visando a obtencdo de um DNA
mais puro, uma vez que espécies da subfamilia Faboideae sdo conhecidas por
apresentarem altas concentragdes de metabdlitos secundarios em seus tecidos foliares
(APG 11 2008)

A gquantificacdo do DNA foi feita por método comparativo utilizando padrbes
de massa molecular conhecida (DNA fago Lambda) em gel de agarose 1% (tampéo
TBE 0,5X [Tris base; acido bérico; 0,5 mM EDTA pH 8,0], corado com GelRed
(Biotium). A eletroforese foi feita em minicuba horizontal (Helix) contendo TBE
0,5X, a 100V, por 20 min. Posteriormente os géis foram visualizados em

transiluminador sob luz ultravioleta e as imagens foram fotodocumentadas.

111.3. Desenvolvimento dos marcadores de DNA microssatélites

111.3.1. Construcdo da Biblioteca Genémica

Para o desenvolvimento dos marcadores microssatélites do genoma nuclear de
S. glazioviana utilizou-se a técnica de enriquecimento de biblioteca genémica, na qual
foram utilizados dinucleotideos.

A amostra de DNA (250 ng/pl - 5ug) extraida de um individuo de S.
glazioviana foi utilizada no desenvolvimento dos marcadores com base no protocolo
de Billotte et al. (1999) com modificagdes propostas por Souza et al. (2012). O DNA
gendmico total foi clivado utilizando a enzima Afal (Acidophilis facilis — 10 u/ul) em
reacdo de volume final de 100 ul contendo agua, tampéo da enzima, espermidina (40
mM - para auxiliar a digestéo), enzima Afal e DNA e posterior incubagdo em estufa a
37 °C por trés horas. O resultado da digestdo foi observado em gel de agarose 1%,
contendo TAE 1X, corado com brometo de etideo. Foram detectados fragmentos de
700 a 1200 pb com extremidades ndo coesivas, devido ao sitio de restricdo da enzima
(GTIAT) promover corte abrupto. Para que todos os fragmentos passassem a ter a
mesma extremidade foram ligados adaptadores em reacdo contendo 2,0 ul de T4
DNA ligase (Invitrogen), agua, 5,0 ul de tampédo 5X (Invitrogen), adaptadores Rsa21
(10 uM) e Rsa25 (10 uM) e 3,0 ul de DNA digerido. Em seguida esta solugéo foi

incubada a 20° C por duas horas em termociclador. As sequéncias dos adaptadores
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utilizados foram: Rsa2l 5° CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3’/ Rsa25 5’
TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA 3°.

O produto da ligacéo dos adaptadores foi amplificado via reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com o uso do primer especifico Rsa21 (10 uM). As etapas da PCR
foram: 95°C/4 minutos, 20 ciclos de 94°C/30 segundos, 60°C/1 minuto e 72°C/1
minuto e um ciclo de extensao final 72°C/8 minutos. A observagdo em gel de agarose
comprovou a ligagcéo dos adaptadores.

O restante do produto da amplificagdo foi purificado através do kit “Quiaquick
PCR purification kit” (QIAGEN Cat. # 28106) para a etapa seguinte de selecao dos
fragmentos de interesse (enriquecimento da biblioteca). O enriquecimento da
biblioteca para dinucleotideos se deu pelo uso de oligonucleotideos (sondas) de
microssatélites sintetizados (CTg e GTg — 50uM) biotinilizados - composto
nitrogenado (vitamina Bg) que funciona como um grupo modificador do DNA
amplificado e purificado — os quais anelaram nas regides contendo as repeticbes em
tandem de dinucleotideos no DNA da espécie. Através do uso de estreptavidina, uma
proteina tetramérica, que age como um anticorpo com alta afinidade a biotina, houve
a selecao dos fragmentos de DNA de interesse por meio do uso de ‘“beads”
magnéticas e imd, (Salles et al. 2003; Souza et al. 2012). As “beads” foram
magnetizadas por agitacdo e ressuspensas por acréscimo de SSC 0,5X (solucdo de
NaCl e Citrato Trisodico Di-hidratado) e o DNA purificado foi hibridizado com o
acréscimo de SSC 20X e 3,0 ul de cada oligo de microssatélite biotinolado (50 puM)
Biotina - (CT)ge Biotina - (GT)s.

Os fragmentos selecionados foram reamplificados via PCR utilizando o
primer Rsa2l sob as seguintes condi¢Ges de amplificacdo: um ciclo de 95°C/1
minuto, 25 ciclos de 94°C/40 segundos, 60°C/1 minuto e 72°C/2 minutos e um ciclo
final de 72°C/5 minutos. A verificacdo controle do enriquecimento pela observacéo
de bandas ndo preferenciais foi feita em gel de agarose 1%. A seguir foi feita a
ligacdo dos fragmentos de interesse ao sitio de policlonagem do vetor pGEM-T
(Promega) atraves de reacdo de PCR contendo 6,0 pl do produto amplificado, 1,0 pl
de plasmideo e 1,5 ul de DNA ligase, incubada a 4°C overnight, a qual gerou o0 DNA
recombinante. Na proxima etapa ocorreu a incorporacdo do vetor de
clonagem+inserto no interior de células competentes de Escherichia coli (XL1-blue),
transformadas por eletroporagdo em cuveta a uma voltagem de 2.500V.

As células transformadas foram cultivadas em meio LB (Bacto triptona e
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extrato de levedura) contendo ampicilina e adicdo de IPTG (Isopropylthio-B-D-
Galactoside) e X-Gal (5bromo-4-cloro-3-indolyl-b-D-galactosideo). Em seguida as
celulas em meio foram incubadas overnight a 37°C para a verificagdo da etapa de
transformacdo por meio de teste histoquimico. Para que as col6nias ficassem azuis e,
portanto, indicassem a presenca ou auséncia dos insertos no interior dos vetores, as
placas foram colocadas em geladeira por duas horas. Com a insercdo dos fragmentos
no interior do vetor, estes perderam a capacidade de hidrolisar um substrato
cromatogénico (IPTG e X-Gal) e geraram col6nias brancas. A confirmacdo da
insercdo dos insertos se deu por PCR utilizando primer especifico (Rsa I) e 0 DNA
clonado sob as seguintes condicdes: 95°C/4 minutos; 30 ciclos — 94°C /30 segundos,
60°C /45 segundos e 72°C /1 minuto e extensdo final a 72 °C /8 minutos. Em seguida
foi feita a verificacdo dos produtos amplificados em gel de agarose 1,5% TAE 1X
corado com brometo de etideo, a qual possibilitou identificar de 2 a 3 bandas de

tamanhos distintos.

I11.3.2. Selecéo e sequenciamento dos clones positivos

Os clones recombinantes-positivos, ou seja, que continham o inserto, foram
selecionados nas placas pela coloracdo branca e cultivados em meio Circle Grow,
contendo ampicilina, em placa deep well, para posterior extracdo do DNA plasmidial.
O controle desta etapa foi feito em gel de agarose 1% e a observacgéo de duas a quatro
bandas entre as amostras — da banda mais baixa para a mais alta: coil, linearizada,
supercoil e dimero. Para o preparo dos fragmentos para o sequenciamento, 0s insertos
foram amplificados em reacdo contendo 2,0 ul de Tampédo Save Money (MgCl, e
Tris-HCI), 4,0 ul de DNA plasmidial, 1,0 pl de um dos primers (T7 ou Sp6) e 2,0 pul
de Big Dye (vs.3.1) em volume final de 10 pl com o seguinte programa no
termociclador: um ciclo de 96°C/2 minutos, seguido de 35 ciclos a 96°C/45 segundos,
50°C/30 segundos e 60°C/4 minutos.

As amostras foram purificadas e sequenciadas em sequenciador ABI 377 XL
(Applied Biosystems), seguindo as instrucdes do fabricante.

[11.3.3. Desenho dos iniciadores (primers)

Nesta etapa foi necessario primeiramente obter as sequéncias consenso, ou

contig, utilizando o programa CAP3 (Huang & Madan 1999). Em seguida foram

31



eliminados dos contigs os  trechos do  adaptador (Rsa2l 5’
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3’) e do vetor pGEM-T no Word e VecScreen
(2005), respectivamente. No programa WebSat (Martins et al. 2009) os
microssatélites foram visualizados e em seguida as sequéncias foram analisadas no
programa PRIMER3 (Koressaar & Remm 2007). A escolha dos pares de primers
fundamentou-se sobretudo em temperaturas de fusdo proximas nas duas sequéncias
que flanqueiam o DNA microssatélite para favorecer a etapa de anelamento e na
riqueza de C e G nas sequéncias.

Os primers escolhidos foram analisados no programa Gene Runner
(Hastings Software Inc. Hastings, NY, USA http://www.generunner.com), para
verificar valores de dG, hairpin loops, dimers, bulge loops, internal loops, 0s quais
podem tornar os primers inadequados para amplificagdo. Finalizando esta etapa 0s
primers foram analisados no Genbank (Benson et al. 2004) para verificar se ja haviam
sequéncias semelhantes em sua base de dados. Apos esse procedimento 0s primers

selecionados foram sintetizados pela empresa Macrogem Inc.

I11.3.4. Caracterizagdo dos locos microssatélites

Inicialmente foi realizada etapa para a otimizacdo das condi¢bes de
amplificacdo dos marcadores microssatélites desenvolvidos para S. glazioviana. Para
tal foram realizadas PCRs para testar a amplificacho dos pares de primers
sintetizados. Em cada teste utilizaram-se seis amostras de DNA (dois individuos
adultos de cada uma das trés popula¢Ges amostradas).

As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 13,0 ul contendo:
2,0 ul de agua ultra pura; 1,4 pl de tampao NH4 (10X); 1,0 ul de MgCl, (50 mM); 1,2
pl de BSA (Bovine Serum Albumine); 0,8 pl de dNTP’s (2,5 mg/ml); 4,3 ul de
primers nao-marcados (foward + reverse - 0,9 uM); 0,3 ul de Taq Polimerase (5u/
pl) e 2,0 pl de DNA (2,5 ng/ul), em um termociclador Veriti (Life Technologies, Inc).
O seguinte programa foi utilizado na PCR: um ciclo a 95°C/5 minutos, 30 ciclos -
94°C/1 minuto, temperatura de anelamento dos primers/l minuto e 72°C/um minuto, €
um ciclo final de extensao a 72°C/10 minutos. Os pares de primers foram inicialmente
testados & temperatura de anelamento de 56 °C. Posteriormente, dependendo dos

resultados da amplificacdo, a temperatura de anelamento foi ajustada para mais ou
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para menos. Durante a otimizacdo das condi¢cGes de amplificacdo dos locos SSR,
também foram feitos ajustes nas concentracoes de MgCl, e BSA na reacéo.

Apos a etapa de otimizacdo da PCR, para os marcadores que apresentaram
produtos especificos, bandas fortes e sem indicios de bandas secundérias, foram
sintetizados primers com a adi¢do de fluordforos (6-FAM, NED e VIC - somente na
posi¢ao 5° do primer forward). A adicdo do fluoréforo a um dos primers possibilita o
reconhecimento dos produtos amplificados (alelos) sob eletroforese capilar em
sequenciador de DNA.

0 mix da PCR para amplificacdo dos locos microssatélites utilizando os
primers marcados continha uma volume final de 10,0 ul com: 1,6 ul de agua ultra
pura; 1,0 pl de tampdo NH4 (10X); 2,0 pl de MgCl, (50 uM); 2,0 ul de BSA (2,5
mg/ml); 0,8 ul de DNTP’s (2,5 mg/ml); 0,3 ul de primers (10 uM), 0,3 pl de Taq
DNA Polimerase (5u/pl) e 2,0 ul de DNA (2,5 ng/ul). O termociclador foi
programado sob as seguintes condi¢gdes: um ciclo a 94°C/5 minutos; 30 ciclos —
94°C/1 minuto; temperatura de aneclamento otimizada de cada par de primer /1 minuto
¢ 72°C/1 minuto e um ciclo final a 72°C/60 minutos. As concentragdes de BSA e
MgCl, na reacdo foram ajustadas, quando necessario, visando melhorar a qualidade
da amplificacdo.

Para a anélise de polimorfismos e caracterizacdo dos locos microssatélites foi
utilizado DNA de 96 individuos (32 por populacdo) de S. glazioviana, utilizando o
protocolo de amplificacdo descrito no paragrafo anterior. As analises foram realizadas
em sequenciador de DNA 3500 XL (Life Technologies Inc). Para tal o mix com
volume final de 10 pl continha: 1,0 pl do produto amplificado; 0,3 pl de GeneScan ™
— 500 LIZ ® (Life Technologies) e 8,7 ul de HiDi Formamide ™ (Life Technologies
Inc). A analise dos produtos amplificados (alelos) foi feita por meio do programa

GeneMapper 4.0 (Life Technologies Inc).

I11.3.5. Estimativas dos parametros geneticos para a caracterizacdo dos locos
microssatélites

A caracterizagdo dos locos microssatélites polimorficos se deu com base na
genotipagem dos 96 individuos das trés populacdes amostradas de S. glazioviana,
conforme descrito anteriormente. Foram estimados 0s seguintes parametros de

diversidade genética: numero de alelos por loco (A), frequéncia de alelos,
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heterozigosidade esperada (Hg) em equilibrio de Hardy-Weinberg e heterozigosidade
observada (Ho) e o indice de fixacdo (F), por loco e a média para o conjunto dos locos
analisados, utilizando-se o programa GenAlEx v.6.1. (Peakall & Smouse 2012).

A equacdo para calculo da frequéncia dos alelos, realizada loco a loco, seguiu:

_ 2n, + n;
b=

em que n; € ndmero de gendtipos homozigotos e n; € numero de genotipos

heterozigotos.
Para estimar a heterozigosidade esperada (Hg, Nei 1978) e observada (Ho) € 0

indice de fixacdo (F ), as seguintes equacOes foram utilizadas:
He =1->p?,

Em que p, é a estimativa da frequéncia do i-ésimo alelo,

em que n; € o nimero de individuos heterozigotos e | é o nimero total de

individuos.
H

E

[¢]

O indice de fixacao foi estimado por: F =1-

Para avaliar o poder discriminatério dos marcadores desenvolvidos foi
realizada estimativa individual, para cada loco, da Probabilidade de identidade (Pl), a
qual avalia a probabilidade de dois individuos ndo aparentados tomados ao acaso
terem 0 mesmo gendtipo:

PI=2(Ep) Ip'
e por meio da analise combinada (IC), para todos os locos em conjunto:

IC = [ P

Também foi estimada a Probabilidade de excluséo de paternidade (Q) (Weir,
1996), que avalia a probabilidade de um individuo, amostrado ao acaso na populagéo,
ndo possuir o mesmo perfil genético que o pai de uma determinada progénie, para um

loco especifico:
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2 2 2
Q=2ipi(-pi) —12%i2=ipi pj (4-3pi—3pj),
onde pj e Pj sdo as frequéncias de dois alelos de uma determinada populagéo e através

de analise combinada (QC) para todos os locos:

QC =1-[TT(1-Qpl,
em que Qj é o valor da probabilidade de excluséo de paternidade de um determinado

loco.

Para investigar a heranca mendeliana dos locos SSR foi utilizado o método
proposto por Gillet e Hattemer (1989), o qual é baseado em comparagbes de
gendtipos maternos heterozigotos com a segregacao de seus alelos em progénies de
polinizacao aberta. Este método assume que os locos apresentam segregacdo regular e
seus alelos obedecem a classica heranca Mendeliana, que se baseia em trés requisitos:
i) segregacdo meiotica regular durante a producdo dos 6vulos; ii) fertilizacdo aleatéria
dos Ovulos por cada tipo de pdlen; iii) auséncia de selecdo entre o evento de
fertilizacdo e 0 momento da genotipagem das progénies. O modelo também assume
que existe uma relacdo de codominancia entre todos os alelos, sendo requerido que as
seguintes condi¢cOes sejam atendidas: 1) Todas as progénies de uma arvore materna
devem possuir um alelo materno; 2) Em casos de uma arvore mae heterozigota (por

exemplo, AA;, i#j): a) cada individuo (descendentes) deve possuir um dos alelos da
arvore materna, A ou A;; b) o numero de descendentes heterozigotas AA; (n;)
espera-se que seja igual a soma de progénies homozigotas AA (n;) e A/A; (n;), ou
n; =n; +n;; ) o numero de descendentes heterozigotas AA, (n, ) espera-se que

seja igual a nimero de descendentes heterozigotas A;/A (n, ), ou n, =n;, sendo k #

i, j. Com base neste modelo e utilizando-se a Unica progénie de polinizacdo aberta
amostrada procedeu-se a comparagdo da segregacao observada de alelos na progénie
de locos heterozigotos na arvore materna, com o esperado pela hipotese de segregacdo
regular Mendeliana 1:1, pelo teste G (Sokal & Rohlf 1981):

G= Z{ni. In(i] +(n; + ni_)|n(MH ’
' E(n) ‘ E(n)
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em que, In e o logaritmo natural e E(n) é o nimero esperado de gendtipos AA,

(n;)e AA +AA (n; +ny), baseado na equagdo: E(n)=05(n; +n; +n;), ou

G= Z{n,kln( ]+nkl ( i H
E(m)) " {E(M)

em que, E(n) e o ndmero esperado de gendtipos AA (n, ) e A/A (n, ), estimado

utilizando a equacdo:

por: E(n) =0,5(m, +n,) . Adicionalmente, utilizou-se a corregcdo de Bonferroni para

multiplos testes (95%, a = 0,05) para evitar falsos positivos.

Para confirmar a independéncia de segregacdo entre alelos de diferentes locos
foi realizado um teste de ligacdo entre pares de locos, utilizando-se informacdes
genéticas da arvore matriz heterozigota para dois locos e observando a segregacéo em
sua progénie. Neste caso, a hipdtese nula (Ho) € de segregacdo mendeliana regular
1:1:1:1. A hipotese de segregacdo regular entre pares de locos foi aceita ou rejeitada
com base em um teste G de maxima verossimilhanga realizado para cada progénie
(Sokal & Rohlf 1981):

. z{n*"{ ()J+n '”(E( )J”’“"[E( )]” '(E( )ﬂ

em que, n,, n;, Ny € n, sdo os nimeros observados de genotipos AB,, AB,, AB,

e AB,, respectivamente, E(n) é o ndmero esperado de genétipos AB,, AB,, AB, e
AB, , respectivamente, In € o logaritmo natural, e E(n) é calculado como:
E(n) =0,25(m, +n, +n, +n;) . A correcdo de Bonferroni para mdltiplos testes

(95%, o. = 0,05) foi utilizada também para evitar falsos positivos.

O teste de desequilibrio genotipico foi realizado para as arvores adultas, visto
que o desequilibrio genotipico é esperado em progénies porque todos os descendentes
recebem um alelo materno, o que gera um desequilibrio genotipico aparente. O teste
de desequilibrio genotipico foi realizado utilizando o programa FSTAT 2.9.3.2
(Goudet 2002). A hipotese Hy foi testada e a probabilidade do teste foi utilizada para
determinar o desequilibrio entre todos os pares de locos. Para evitar falsos positivos,

utilizou-se também a correcédo de Bonferroni (95% de probabilidade, a = 0,05).
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I11.4. Transferibilidade dos microssatélites para outras espécies de Swartzia

Foram realizados testes de transferibilidade dos marcadores SSR
desenvolvidos para S. glazioviana para as seguintes espécies congéneres: S. apetala
Raddi var. apetala, S. flaemingii Raddi, S. langsdorffii Raddi, S. macrostachya
Benth., S. myrtifolia var. elegans (Schott) R.S. Cowan, e S. simplex var. continentalis
Urb. Na escolha das espécies levou-se em consideracédo a disponibilidade de material
no Banco de DNA do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro,
bem como o interesse na realizacdo de estudos genéticos futuros com estas espécies.
Assim, as amostras de DNA das espécies de Swartzia utilizadas nos testes foram
obtidas do Banco da DNA do JBRJ, com exce¢do de S. langsdorffii, cujo DNA foi
extraido de folhas frescas coletadas de trés individuos adultos cultivados no interior
do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Para a extracdo, quantificacdo e dilui¢do, do
DNA de S. langsdorffii, foram utilizados os mesmos protocolos mencionados
anteriormente.

Os testes de transferibilidade dos marcadores foram feitos via PCR utilizando
inicialmente amostras de DNA de dois individuos de cada uma das seis espécies
estudadas. O protocolo de amplificacdo e o programa da PCR foram 0s mesmos
utilizados na etapa de otimizacdo dos primers SSR ndo marcados, conforme descritos
anteriormente. Inicialmente foi testada a amplificacdo de todos os locos na
temperatura de anelamento padrdo dos primers de 56 °C. Em seguida, dependendo
dos resultados obtidos, foram testadas, para cada loco, diferentes temperaturas de
anelamento dos primers (48 a 63°C) utilizando um termociclador com gradiente de
temperatura, visando obter a temperatura 6tima de anelamento.

Os marcadores que tiveram as temperaturas de anelamento otimizadas, para
cada espécie, foram posteriormente analisados quanto aos polimorfismos, em um
sequenciador de DNA 3500 XL (Life Technologies Inc.), conforme anteriormente
descrito. As estimativas dos tamanhos dos diferentes alelos foi feita utilizando o

programa GeneMapper 4.1 (Life Technologies Inc.).
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I11.5. Caracterizacdo da diversidade, estrutura genética, sistema de cruzamento e
fluxo génico em populacdes de S. glazioviana

I11.5.1. Diversidade genética nas populacgdes de S. glazioviana

As estimativas de diversidade genética foram realizadas individualmente e em
conjunto para as trés populacdes amostradas de S. glazioviana (Tabela 1) (32
individuos/populacdo) e para uma progénie com 44 individuos pertencente a
populacdo 3 (Encosta Rua Vitdria). Os seguintes parametros genéticos foram
estimados com base na analise de 10 locos SSR: nimero de alelos privados (Nprivados),
numero médio de alelos por loco (), riqueza alélica (R), utilizando um metodo de
rarefacdo (ElI Mousadik & Petit 1996), heterozigosidades observada (Ho) e esperada
(He) segundo as proporcbes do equilibrio de Hardy-Weinberg. A ocorréncia de
endogamia foi investigada pelo indice de fixacdo (F ). A significancia estatistica dos
valores de F foi testado pela utilizacdo de reamostragens por permutacdo Monte
Carlo de alelos entre individuos. Todas as analises foram realizadas utilizando o
programa FSTAT (Goudet 1995).

[11.5.2. Estrutura genética das populacgdes

A diferenciacdo genética entre as trés populacdes e entre pares de populacdes
de arvores adultas foi estimada pelo indice de diferenciacdo genética entre populagdes
padronizada (Ggyeqricy) d€ Hedrick (2005): Ggrpegrigy = Gsr 1+ H,)/(L—H,) , em

que, Gg; € a estimativa da diferenciagdo genética de Nei (1973) e H, ¢é a

heterozigosidade media esperada nas populacdes, parametros estes estimados também
utilizando o programa FSTAT (Goudet 1995).

[11.5.3. Anélise da estrutura genética espacial intrapopulacional

A analise da distribuigdo espacial (EGE) intrapopulacional dos genétipos das
arvores adultas das trés populacbes foi realizada utilizando-se a estimativa do

coeficiente de coancestria entre pares de arvores (d,,) proposto de J. Nason e descrito
em Loiselle et al. (1995). O coeficiente 6, mede a extensdo da similaridade entre os

individuos X e Y, relativo a similaridade genética média entre dois individuos
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aleatorios da amostra (Hardy & Vekemans 2002). Este coeficiente é definido para

cada k-ésimo alelo do I-ésimo loco em cada par de individuos, x e y, como:

(an _1)

6

ZZ(pxlk - Elk)(pylk - Pu) 1
D) YA {. }

em que p,, € p, sdo as frequéncias do alelo k no loco I no individuo x ey,

respectivamente (assumindo valores de zero, 0,5 e 1 em homozigotos para alelos
alternativos, heterozigotos e individuos homozigotos para o alelo em consideracao,

respectivamente). p, é a frequéncia media do alelos k no loco | na populagdo
amostrada, em que n, € o numero de alelos existentes no loco | (nimero de individuos

multiplicados pelo nivel de ploidia, menos o nimero de alelos ndo amplificados). Para

visualizar a estrutura genética espacial, os valores de 6,, foram calculados para a

média de pares de individuos dentro das classes de distancia determinadas. Para testar
se os valores médios eram significativamente diferentes de zero, o intervalo de
confianca a 95% de probabilidade foi calculado para cada valor observado em cada
classe de distancia, usando permutagdo (1000) de individuos entre diferentes classes
de distancia. O intervalo de confianca foi usado para construir o correlograma. Estas
analises foram conduzidas utilizando o programa SPAGEDI versao 1.3.

Para comparar a extensdo da EGE entre as populacgdes, utilizou-se a estatistica

S, (Vekemans & Hardy, 2004): S, =-b, /(1-6,), em que 6, e o coeficiente médio
de coancestria calculado entre os individuos da primeira classe de distancia e b, ¢ o

declinio da curva de regressdo do coeficiente de coancestria sobre o logaritmo da
distancia espacial entre os individuos. Para testar a significancia estatistica da EGE, a
posicdo dos individuos foi permutada 1.000 vezes para obter a distribuicdo de

frequéncias de b, sobre a hipdtese Ho de que 6, e In(d,, ) nado eram correlacionados.

I11.5.4 Analise do tamanho efetivo populacional

O parentesco entre adultos da populacdo Encosta Rua Vitdria foi inferido pela
estimativa do coeficiente de coancestria de grupo: © = (05n(1+F)+> . > 6 )/n2

=] XY

(Lindgren et al. 1997), no qual n é o tamanho da amostra, F é o coeficiente de
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endogamia da amostra e 6, € a coancestria entre pares de individuos. O coeficiente

de coancestria para cada par de arvores adultas foi calculado utilizando o programa

SPAGeDi 1.3 (Hardy & Vekemans 2002) e o tamanho N, foi calculado com base em
Cockerham (1969): N, =0,5/0.

111.5.5 Andlise do sistema de cruzamento

O sistema de cruzamento de uma progénie de S. glazioviana, amostrada da
populacdo Encosta Rua Vitdria foi investigado utilizando-se os modelos: misto de
reproducdo (Ritland & Jain 1981) e de cruzamentos correlacionados (Ritland 1989),
implementados no programa MLTR (Ritland 2002). Os parametros estimados foram:

a) taxa de cruzamento multilocos (t,, ); b) taxa de cruzamento unilocos (t; ); c) taxa
de cruzamento entre aparentados (t,, —t. ) e d) a correlagdo multilocos de paternidade
(Tym)- O erro padrao dos parametros foi estimado por 1000 reamostragens bootstrap.

Estes pardmetros foram utilizados para estimar o numero efetivo de arvores

efetivamente polinizadoras (N, =1/r,,) e o coeficiente médio de coancestria (©®)

entre plantas dentro de progénies, calculado pela seguinte expressao:

©®=0125(1+F,)[4s+t,(1+r,,)], em que F, é o coeficiente de endogamia na

populacéo parental e s é a taxa de autofecundagdo, s=1-t,  (Sebbenn 2006). O

tamanho  efetivo meédio dentro da progénie foi  estimado  por:
N, =0,5{0[(n-1)/n]+(+F,/2n)} (Cockerham 1969), em que n é o tamanho

amostral e F, é o coeficiente médio de endogamia das progénies, estimado por meio

do indice de fixacdo. O nimero de arvores matrizes para a coleta de sementes foi
calculado assumindo que o objetivo é reter na amostra total o tamanho efetivo de

referéncia de 150, m=N /' N, (Sebbenn 2003). Esta estimativa e feita com

e(referéncia)
base em trés suposicOes: i) as arvores-matriz ndo sdo parentes; ii) as arvores-matriz
ndo recebem sobreposicdo de polen (cada arvore-matriz cruzou-se com um conjunto
diferente de doadores de poélen); e iii) as arvores-matriz selecionadas ndo coincidem
com outra. Assim, individuos parentes na progénie somente ocorrerdo dentro de

progénie, mas ndo entre diferentes progénies amostradas.
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I11.5.6. Analise do fluxo, distancia e padrao de dispersao de pdlen

O fluxo contemporaneo de polen foi estimado utilizando-se analise de
paternidade implementada no programa CERVUS 3.0 (Marshall et al. 1998;
Kalinowski et al. 2007). A partir dos gen6tipos de toda a populacdo adulta
reprodutiva e das sementes, associado ao conhecimento da posicdo espacial de cada
membro da populacdo (coordenadas x e y), foram estimadas as distancias de dispersao
de polen.

O fluxo génico critico, o qual representa a probabilidade de encontrar um
candidato compativel como pai ou mée de um juvenil dentro da populacdo, quando o
verdadeiro pai encontra-se fora da populacédo, foi calculado utilizando o método de
Dow e Ashley (1996). Para determinar os putativos doadores de poélen, foram
utilizados todos os adultos reprodutivos na populagdo, os quais foram considerados
como candidatos a pais.

A paternidade foi determinada com base na estatistica A (Marshall et al.
1998), definida como a diferenga entre o “LOD score” do primeiro provavel
candidato a pai e o “LOD score” do segundo candidato mais provavel. A significancia
de A foi determinada com os testes de paternidade simulados pelo programa
CERVUS. O A critico foi determinado para o nivel de confianca de 80% como
sugerido por Marshall et al. (1998), utilizando 50.000 repeti¢cdes, 0,01 como a
proporcdo de erros de genotipagem, 70% como a propor¢cdo de doadores de pélen
amostrados (visto o alto grau de isolamento espacial das populagdes). O nimero
minimo de locos assumidos para determinar a paternidade de uma semente foi fixado
em sete. Se uma semente ndo tinha nenhum potencial doador de pdlen dentro da
populacdo esta foi considerada como tendo o doador de polen localizado fora da
populacdo, ou seja, o0 polen é migrante. Também foi assumida a possibilidade de
ocorrer autofecundacoes.

A taxa de imigracdo de pdlen e sementes (m) foi calculada como a proporgéo
de sementes que ndo tiverem um candidato a pai determinada dentro das populac6es

(Nimigrante) €M relacdo ao total de sementes genotipadas (n,,,) dentro das populagdes,

m=n

imigrante

In.., (Burczyk et al. 2004; Smouse & Sork 2004). Como todas as arvores

das populagdes tinham o seu gendtipo determinado e sua posi¢éo espacial conhecida,
em termos de coordenadas x e y, a progénie que teve o pai determinado dentro da

populacdo foi utilizada para determinar as distancias minima, maxima, media e
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mediana e o desvio padrdo de dispersao de polen. A distancia de dispersdo de polen

( D ) foi calculada pela distancia Euclidiana entre dois pontos

(D:\/(xl—xz)2+(yl—y2)2 , M que X, € X, sdo as coordenadas espaciais x das
arvores matrizes e dos doadores de pdlen, determinados pela analise de paternidade
como pais das sementes, respectivamente, e Y, e Yy, sdo as coordenadas espaciais y

das arvores matrizes e doadores de polen determinados pela anélise de paternidade,
respectivamente.
Também foi estimada a taxa de autofecundacdo por analise de paternidade. A

area de polinizacao efetiva (A,)) foi calculada para as populacdes assumindo uma

area circular ao redor desta (A, =270, Levin 1998). O raio circular de polinizagéo

(rep) foi estimada de acordo com Austerliz & Smouse (2001).

I, = A, /31415
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IV. RESULTADOS

IV.1. Extragéo e quantificagdo do DNA

A extracdo do DNA gendmico total de S. glazioviana, utilizando protocolo
CTAB modificado com adigdo de proteinase K, permitiu a obtencdo de um DNA de
boa qualidade, cujas concentracOes variaram de 6,5 a 100 ng/pl. A boa qualidade do
DNA extraido pode ser atestada pela auséncia de sinais de degradacéo na anélise feita

em gel de agarose 1% (Figura 2).

Figura 2. Quantificacdo do DNA genémico total extraido de folhas de individuos de
trés populacdes de S. glazioviana, em gel de agarose 1%, corado com GelRed. Nos
trés primeiros pocos observa-se DNA do fago A nas concentracBes de 50, 100 e 200
ng/ul, respectivamente. Os dez pogos seguintes referem-se a amostras de DNA
extraido de 10 individuos das trés populacdes de S. glazioviana.

IV.2. Construcéo da Biblioteca Gendmica e desenho dos iniciadores (primers)

A construcdo da biblioteca genémica foi bem sucedida para as etapas de
enriquecimento, transformacdo e clonagem, resultando no sequenciamento de 96
clones positivos e na obtencdo de 64 sequéncias consenso (67%).

Na etapa de desenho dos primers, apds a delecdo das sequéncias dos
adaptadores e do vetor pGEM-T, foi possivel detectar a presenca de sequéncias
repetidas (microssatélites) em 38 das 64 sequéncias (~37%) analisadas, sendo que
70% dos microssatélites eram constituidos de dinucleotideos perfeitos e 30%
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imperfeitos ou compostos. No total foram desenhados 20 pares de primers (21%). As
18 sequéncias restantes que continham elementos repetitivos (19%) apresentaram
pequeno namero de repeticdes e/ou encontravam-se no inicio ou fim das sequencias, o
que impossibilitou o desenho dos primers. Na tabela 2 sdo apresentadas as
caracteristicas dos 20 pares de primers microssatélites desenhados para S.

glazioviana.

IV.3. Screening dos primers

Os 20 pares de primers microssatélites desenhados para S. glazioviana foram
sintetizados e utilizados na etapa de otimizacdo das condi¢des de amplificagdo dos
locos correspondentes. Dos 20 pares de primers testados, 16, ou seja, 80% tiveram as
condicdes de amplificacdo otimizadas e foram selecionados para marcacdo com
fluoréforos para a andlise de polimorfismos. Na etapa de otimizagdo da PCR
utilizando estes 16 primers marcados, obtiveram-se resultados satisfatérios na
amplificacdo de 13 locos. Na figura 4 sdo apresentados os produtos obtidos na

amplificacdo destes 13 locos microssateélites, para quatro individuos de S. glazioviana.
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Tabela 2. Caracteristicas de 20 marcadores microssatélites isolados para S. glazioviana. A
identificacdo do loco SSR, a sequéncia de cada par de primer forward e reverse, a unidade
de repeticdo do loco microssatélite, as temperaturas de anelamento (Ta) testadas por loco e 0
tamanho do fragmento em pares de bases (pb).

Loco SSR Sequéncia 5° -3’ Unidade de Ta (°C) Tamanho (pb)
repeticéo

Sglol F: CGCTCTCATTTCCTCCATTC (CT);Tx(CT)q 46-58 °C 193
R: TGTTGAGCACACTCTTGTCG

Sgl02 F: TGCCTTGTCCCCTCTCTCT (CT)17(CA)1, 44-59 °C 224
R: CGTGGACTAGCCTGTCTCAA

Sglo3 F: GCCGAACTCATTCAATAGGTG (TC)x 44-65 °C 177
R: CGTGGACTAGCACATCTAACG

Sglo4 F: CTCCCTACTGCAAACAAGCA (CT),, 47-61 °C 233
R: TAGGGGCTGCTACTCTACCTG

Sglo5 F: AGATGCTCCTAACGCAGAGTG (TC)6C(CT)14 46-65 °C 156
R: GAGGCAGCGGTTCAAACT

Sglo6 F: GCGAGTCACCAAACATAGCA (TC)ss 46-65 °C 188
R: GAGGAATACAAGGCAGAATCG

Sglo7 F: CGGTTTCTTGGTGGCTTTA (CT)1T(AC)s 45-60 °C 162
R: GCGTGGACTACCCCATATTC

Sglo8 F: CCTGTTTCATTTAGTTCCTCCA (GA)11 45-60 °C 228
R: CTCTTGCTTACCCGTGGACT

Sgl09 F: GAGGTTGGAGCTGGAGAGAG (GA) 10 45-58 °C 170
R: CGCGTGGACTAGCAACAT

Sgl10 F: CTAACAAACGCCACCCTTTT (AG)sG(GA)s 53-63 °C 226
R: CGAGAGTAGCACCACCACAT

Sgl11l F: TGCTCCTGCCAAACTCATC (GA)2 56¢e58°C 209
R: TCTGGGCGTTTGTCTGAGT

Sgl12 F: ATGAGCCGTGACAGAGTTG (AG)19 56-60 °C 180
R: TCATGGGGAACTGTCCTG

Sgl13 F: TCTGTGGTGGTGTCGTCTTC (TC)1o 56¢58°C 189
R: CCTTATCCCTATCCTCCCTTG

Sgl14 F: TCCATCAAACACAACCACAG (AG)ss 56-64 °C 163
R: CGAGAGAAAAGGATGATGATG

Sgl15 F: TGCCATTCCACATATCAGC (GA)1s 56¢57°C 185
R: GACAACACAGCCACTAGAATCA

Sgl16 F: GTGTGCTGTGTGGATATGTGG (AG)19 56-58 °C 224
R: CCTGTGATAGGGAATCTGCTG

Sgl17 F: AGAAGGGGAAATGGGTAACTG (AG)16 56-63 °C 226
R: GAAAGTTTTGCTGGGATGCT

Sgl18 F: CAGCCACTGACTTCACATTTC (CT)12G(TC)s 56 °C 162
R: AGGGCCTTAGTGGAATTTTTAC

Sgl19 F: GAGTTGGGAGCTTGGTTGAG (CT)y7 56-67 °C 188
R: CTCTTTCTGGACGCGAAGA

Sgl20 F: CAGGTGGGCTGCATACAATA (CT)ao 56-60 °C 185
R: GGACCCTTTGAGACAGTTCG
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Figura 3. Produtos resultantes da amplificacdo de 13 locos microssatélites (Sgl01,
Sgl05, Sgl06, Sgl1l e Sgl12, Sgl13, Sgl14, Sgl15, Sgl16, Sgl17, Sgl18, Sgl19 e Sgl20)
de S. glazioviana, em gel de agarose 2%. A primeira coluna mostra DNA Ladder 1Kb
para inferéncia dos tamanhos dos produtos amplificados. As demais colunas em cada
gel referem-se aos produtos amplificados para quatro diferentes individuos de S.
glazioviana.
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IV.4. Caracterizacao dos locos microssatélites

Todos os 13 locos SSR cujas condigbes da PCR foram otimizadas
apresentaram polimorfismos quando analisados sob eletroforese capilar em
sequenciador automatico de DNA. No entanto, trés deles (Sgl06, Sgl13 e Sgl14)
apresentaram baixa resolucdo na leitura dos alelos no sequenciador, dificultando a
identificagdo precisa dos alelos e por isso estes locos ndo foram considerados na
etapa de caracterizacao.

Os 10 locos polimorficos restantes apresentaram alta diversidade com um total
de 123 alelos, variando de 9 a 17 alelos por loco, com média de 12,3 alelos por loco.
A heterozigosidade observada variou de 0,479 a 0,789, com média de 0,672 e a
heterozigosidade esperada variou de 0,714 a 0,890 (média = 0,825) (Tabela 3). Na
figura 4 sdo apresentados eletroferogramas, os quais ilustram a variabilidade alélica
observada em diferentes locos SSR nas populacbes amostradas de S. glazioviana.
Observa-se também a diferenca entre individuos homozigotos e heterozigotos para o0s
locos analisados.

A probabilidade de exclusdo de paternidade (Q) variou de 0,213 a 0,477 por
loco individual e a excluséo de paternidade combinada (QC) considerando o conjunto
dos locos foi de 0,999995. A probabilidade de identidade genética (1) variou de 0,022
a 0,120, e a combinada (IC) foi de 2,245 x 10™*. Somente dois locos (Sgl11 e Sgl17)
ndo desviaram significativamente do equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com o

coeficiente de endogamia (F).
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Tabela 3. Caracterizagdo de 10 locos microssatélites desenvolvidos para S. glazioviana. N:
amostragem; A: numero de alelos por loco; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; Q: probabilidade de exclusdo de paternidade; QC: probabilidade
de exclusdo de paternidade combinada; I: probabilidade de identidade genética; IC:
probabilidade de identidade genética combinada e F: indice de fixacdo. Teste de
significancia (X;) baseado em 1.000 permuta¢des (ns: ndo significativo; *p<0,05; **p<0,01,
**%p<0,0001).

Loco Tamanho N A Ho He Q | F
dos alelos
(pb)

Sglol  172-192 95 10 0,705 0,874 0,242 0,028 0,193***
Sglos  142-162 94 11 0,479 0,842 0,298 0,042 0,432%**
Sgl1l  180-204 96 12 0,719 0,714 0,447 0,120 -0,007ns
Sgl12 154190 95 16 0,789 0,886 0,216 0,022 0,109%***
Sgll15  169-195 92 11 0,511 0,694 0,477 0,112 0,264%***
Sgll6  204-228 96 16 0,771 0,857 0,261 0,031 0,100%**
Sgll7  207-225 96 09 0,792 0,760 0,426 0,090 -0,041ns
Sgl18  143-165 96 09 0,698 0,852 0,282 0,038 0,181**
Sgl19  171-195 92 13 0,739 0,890 0,213 0,022 0,169***
Sgl20  157-193 95 16 0516 0,882 0,226 0,024 0,415%**
Média 947 123 0,672 0,825 QC=0,999995 IC=2,245 x10™ 0,182
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Figura 4. Eletroferogramas resultantes da genotipagem de dois individuos de S.
glazioviana para quatro locos de DNA microssatélites em sequenciador 3500 XL (Life
Technologies Inc). A) Sgl01 (6-FAM); B) Sgl05 (NED); C) Sgl17 (6-FAM) e D) Sgl20

(VIC).
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A frequéncia dos alelos foi varidvel para todos os locos analisados com alguns

alelos apresentando baixa frequéncia como o esperado para amostragens finitas,

enquanto outros foram mais frequentes (Figura 5).
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Allele Frequency for 5gl19 Allele Frequency for Sgl20
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Figura 5. Frequéncias dos alelos observados para dez locos microssatélites
desenvolvidos para S. glazioviana.

A andlise dos parametros de diversidade genética e endogamia nas populacdes
separadamente indicou excesso significativo de homozigotos em sete locos na
populacdo Trilha do Forno, seis locos na populacdo Praia das Conchas e em oito locos
na populacdo Encosta Rua Vitoria (Tabela 4).

Todos os locos em que a arvore mae era heterozigota (excecdo do loco
Sg17) segregaram de acordo com a heranga Mendeliana 1:1 (Tabela 5), indicando que

estes locos podem ser considerados marcadores genéticos bastante informativos.
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Tabela 4. Diversidade genética e indice de fixagdo (F) com base na andlise de 10 locos SSR para trés populagdes de S. glazioviana. Hop:
Heterozigosidade observada e Hp: heterozigosidade esperada. Teste de significancia (X;) baseado em 1.000 permutagdes (n.s.: nao

significante; *:p<0.05;**p<0.01; ***:p<0.001).

Locos

Populagao Sglol Sglo5 Sglil Sgl12 Sgl15 Sgl16 Sgl17 Sgl18 Sgl19 Sgl20 Média

Trilha do Forno - Arraial do Cabo Ho 0,875 0,531 0,781 0,968 0,438 0,875 0,906 0,625 0,500 0,613 0,711
He 0,700 0,822 0,717 0,818 0,529 0,879 0,740 0,800 0,856 0,822 0,768
F -0250 0,354 -0,090 -0,182 0,173 0,005 -0,225 0,219 0,416 0,254 0,067
p ns 3k %k 3k ns ns 3k kK ns sk kk kk ok kK 3k

Praia das Conchas — Cabo Frio Ho 0,656 0,290 0,813 0,781 0,500 0,719 0,656 0,594 0,750 0,406 0,617
He 0,841 0,777 0,694 0,855 0,825 0,825 0,713 0,809 0,812 0,808 0,796
F 0,220 0,626 -0,170 0,086 0,394 0,128 0,080 0,266 0,076 0,497 0,220
p % %k k %k %k k ns * %k k %k %k k * %k %k k * %k Kk

Encosta Rua Vitéria — Cabo Frio Ho 0,581 0,613 0,563 0,625 0,594 0,719 0,813 0,875 0,938 0,531 0,685
He 0,855 0,678 0,687 0,884 0,591 0,776 0,782 0,869 0,876 0,830 0,783
F 0,321 0,097 0,181 0,293 -0,005 0,074 -0,039 -0,007 -0,070 0,360 0,120
p % %k k * % %k k % %k k ns * ns ns ns %k Kk
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Tabela 5. Teste de heranca Mendeliana 1:1 para 10 locos microssatélites em uma progénie
de Swartzia glazioviana.

Loco ie:;g:;poo n, My M 0y Gl (GL=1) n, M = N Gz (GL=1)
Sglol 172/190 31 14:17 0,29 15 6:9 0,60
Sglo5 144/146 20 5:15 5,23 25 16:9 1,99
Sgl11 180/184 25 12:13 0,04 21 10:11 0,05
Sgl12 154/164 35 22:13 2,34 4 31 NE
Sgl15 189/205 27 9:18 3,06 14 9:5 1,16
Sgl16 210/224 24 11:13 0,17 22 9:13 0,73
Sgl17 2231223 - - NE - - NE
Sgl18 143/153 29 10:19 2,84 13 9:4 1,97
Sgl19 177/189 37 22:15 1,33 7 34 NE
Sgl20 165/173 40 24:16 1,61 1 1:0 NE

N, e N, = tamanho da amostra; G, e G, = estatisticas G de méaxima verossimilhanca para a hip6tese de
Ny =Ny +Ny; € My = Ny, respectivamente. * Significativo ap6s a correcio de Bonferroni para o = 0,05 (32 =
6,63). NE = ndo estimado.

O teste de ligacdo entre pares de locos detectou ligacdo apos a correcdo de
Bonferroni apenas para dois pares de locos (Sg15xSgl9 e Sg15xSg20), sugerindo
ligacdo fisica entre estes locos (Tabela 6).

Tabela 6. Teste G de maxima verossimilhanca para a hipGtese de segregacdo
independente (1:1:1:1) entre pares de locos em uma progénie de Swartzia glazioviana.

Locos n G Locos n G Locos n G
Sglo1xSg05 45 1,36 Sgl1ixSgl2 39 10,79 Sgl16xSgl8 41 4,50
Sgl01xSgll 46 8,74 Sgl11xSgl5 41 9,40 Sgl16xSgl9 44 5,68
SglolxSgl2 39 4,31 Sgl11xSgl6 46 7,16 Sgl16xSg20 41 8,24
SglolxSgl5 41 10,24 Sgl11xSgl8 41 11,00 Sgl18xSgl9 39 3,87
SglolxSgle 46 2,47 Sgl11xSgl9 44 543 Sgl18xSg20 49 2,87
SglolxSgl8 41 5,29 Sgl11xSg20 41 9,30 Sgl19xSg20 39 8,10
Sglo1xSgl9 44 4,02 Sgli2xSgl5 35 11,18
Sglo1xSg20 41 3,06 Sgl12xSgl6 39 491
Sglo5xSgll 45 3,35 Sgl12xSgl8 36 11,25
Sgl05xSg12 38 1,26 Sg12xSg19 38 7,18
Sglo5xSgl5 40 4,49 Sgl12xSg20 35 11,36
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cont. — Tabela 6

Sglo5xSgl6 45 9,95 Sgll5xSglé 41 8,91
Sglo5xSgl8 40 2,63 Sgl15xSgl8 37 580
Sglo5xSgl9 43 2,19 Sgl15xSgl9 39 20,54*
Sgl05xSg20 40 6,62 Sgl15xSg20 36 15,91*

* Significativo apos a corre¢do de Bonferroni para o= 0,05, P= 0,00014 (x2= 15,91). G= Teste G para trés
graus de liberdade.

O teste de desequilibrio genotipico entre pares de locos foi realizado nas
amostras de 96 arvores adultas. Apos a correcdo de Bonferroni, 16 pares de locos na
populacédo Trilha do Forno, trés pares na populacdo Praia das Conchas e 11 pares na
populacdo Encosta Rua Vitoria apresentaram valores significativos, sugerindo
desequilibrio genotipico (Tabela 7). A ligacdo entre locos causa desequilibrio de
ligacdo, mas entre os dois locos que apresentaram aparente ligacdo (Tabela 7) apenas
0 par Sg15xSg19 apresentou desequilibrio na populacdo 1, o que sugere que estes
locos ndo estdo ligados, pois caso contrario a ligacdo seria observada nas trés

populacdes.

Tabela 7. Desequilibrio genotipico entre pares de locos microssatélites em arvores
adultas de trés populacGes de Swartzia glazioviana.

Pares de locos  Popl — Trilhado Forno  Pop2 — Praia das Conchas Pop3 — Encosta Rua Vitéria

Sg01 X Sg05 0,00111 0,00259 0,00074
Sg01 X Sgl1 0,05667 0,19444 0,00370
Sg01 X Sg12 0,00037* 0,00815 0,00074
Sg01 X Sg15 0,38741 0,00222 0,00333
Sg01 X Sg16 0,00037* 0,00074 0,00111
Sg01 X Sg17 0,03407 0,00852 0,00630
Sg01 X Sg18 0,00815 0,00185 0,00037*
Sg01 X Sg19 0,00074 0,00185 0,00037*
Sg01 X Sg20 0,05037 0,00630 0,00037*
Sg05 X Sgl1 0,04407 0,05778 0,10222
Sg05 X Sg12 0,00074 0,00889 0,00037
Sg05 X Sg15 0,01481 0,33815 0,00111
Sg05 X Sg16 0,00037* 0,02815 0,00037*
Sg05 X Sg17 0,00074 0,50630 0,01259
Sg05 X Sg18 0,00074 0,00815 0,00296
Sg05 X Sg19 0,00111 0,11704 0,00037*
Sg05 X Sg20 0,00074 0,19630 0,00074
Sgl11 X Sg12 0,04148 0,45889 0,11407
Sgl1l X Sg15 0,10037 0,04963 0,30852
Sgll X Sgl16 0,00037* 0,40852 0,45444
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cont. — Tabela 7

Sgl1 X Sgl17 0,01074 0,04704 0,00852
Sgl1 X Sg18 0,02222 0,43444 0,00074
Sg11 X Sg19 0,00037* 0,01148 0,07444
Sg11 X Sg20 0,00333 0,48074 0,00111
Sg12 X Sg15 0,00037* 0,04185 0,02852
Sg12 X Sgl6 0,00037* 0,00037* 0,00037*
Sg12 X Sgl7 0,00741 0,01963 0,00185
Sgl2 X Sg18 0,00074 0,00222 0,00074
Sgl12 X Sg19 0,00037* 0,00370 0,00037*
Sgl12 X Sg20 0,01185 0,00222 0,00370
Sg15 X Sgl16 0,00037* 0,01296 0,00148
Sg15 X Sg17 0,40815 0,00704 0,34259
Sg15 X Sg18 0,00111 0,01926 0,08963
Sg15 X Sg19 0,00037* 0,01889 0,03481
Sg15 X Sg20 0,02778 0,02667 0,05852
Sg16 X Sgl17 0,00074 0,00815 0,00037*
Sg16 X Sg18 0,00037* 0,00074 0,01111
Sg16 X Sg19 0,00037* 0,00519 0,00037*
Sg16 X Sg20 0,00037* 0,00037* 0,00222
Sgl7 X Sg18 0,00259 0,01519 0,01852
Sgl7 X Sg19 0,00148 0,00963 0,02593
Sgl7 X Sg20 0,00630 0,00037* 0,00074
Sg18 X Sg19 0,00037* 0,01148 0,00037*
Sg18 X Sg20 0,00037* 0,00074 0,00259
Sg19 X Sg20 0,00037* 0,01704 0,00407

Os valores representam as probabilidades apds 1.200 permutacBes. O valor limite de significancia ap6s a
corregdo de Bonferroni: P = 0,00037 (a= 0,05).

IV.5. Transferibilidade dos microssatélites de S. glazioviana para outras espécies do
género

Os testes de amplificacdo dos 10 locos de S. glazioviana realizados para as
seis espécies de Swartzia apresentaram uma eficiéncia de amplificacdo de 76%
(Tabela 8). Os valores de polimorfismos encontrados foram os seguintes: 91% para S.
apetala var. apetala, 45% para S. flaemingii e S. simplex var. continentalis, 73% para

S. langsdorffii e S. macrostachya, e finalmente 64% para S. myrtifolia var. elegans.
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Tabela 8. Amplificacdo cruzada e andlise de polimorfismos para 10 locos
microssatélites desenvolvidos para S. glazioviana e testados em outras seis espécies

de Swartzia.
S.apetala  S.flaemengii  S. langsdorffii  S. macrostachya  S. myrtifolia S. simplex
Loco (n=3) (n=2) (n=13) (n=3) var. elegans var. continentalis
(n=5) (n=2)

Sglol +/4 +/2 +/3 - +/6 +/2
Sglos +/3 +? +/2 +/4 +/3 +/1
Sglo6 +4 - +1 +? +/5 +/2
Sgl1l +/3 +4 +4 +/5 +/5 +/3
Sgl12 +/4 - +2 +/4 +/1 +/1
Sgl15 +/3 +/2 - +4 - -

Sgl16 +4 +4 +/2 +/3 +/5 +/3
Sgl17 +/2 +/3 +/1 +/5 - -

Sgl18 +/4 +? +/2 +? +/2 +/2
Sgl19 - +? +/3 +/4 +/1 +/1
Sgl20 +/3 +/2 +/3 +/2 +4 +1

n = nimero de individuos testados. O simbolo + representa a amplificacdo positiva. O nimero indicado apos / representa
0 numero de alelos observados na amplifica¢do do loco.

IV.6. Caracterizacdo da diversidade e estrutura genética, sistema de cruzamento e
fluxo génico em populagdes de S. glazioviana

IV.6.1 Diversidade genética

Todas as trés populacbes de S. glazioviana estudadas apresentaram alta
rigueza alélica. No total foram detectados 92, 96, 67 alelos (total 123 alelos) nas
populacdes Trilha do Forno, Praia das Conchas e Encosta Rua Vitoria,
respectivamente (Tabela 9). Na progénie analisada foram observados 48 alelos. As
trés populagdes apresentaram um total de 29 alelos privados, sendo que para a
progénie ndo foram observados alelos privados. O nimero de alelos por loco variou
de 4-12 nos adultos com média de 12,3 e de 3-7 na progénie com média de 4,8 alelos
por loco. As populacdes Trilha do Forno (k =92) e Praia das Conchas (k =96) foram
as que apresentaram maior numero de alelos e de alelos privados (Nprivados = 12 € 13,
respectivamente) e evidentemente maior riqueza alélica (R). A heterozigosidade
observada variou de 0,290 a 0,969 com média de 0,642 nos adultos e de 0,536 a 0,717
com média de 0,653 na progénie. A heterozigosidade esperada variou de 0,424 a
0,894 e média de 0,776 nos adultos e de 0,497 a 0,715 com meédia de 0,595 na
progénie. O indice de fixacdo médio foi significativamente maior que zero para as

populagGes Praia das Conchas e Encosta Rua Vitéria (Tabela 9).
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Tabela 9. Diversidade genética e indice de fixacdo ( F ) analisadas individualmente para cada uma das trés
populagbes de adultos e uma progénie amostrada de Swartzia glazioviana, com base na andlise de dez locos

microssatélites. N, € nimero total de individuos adultos e progénies amostrados nas trés populagfes; n é o
tamanho amostral; n,,;,.4, € 0 NUmero de alelos privados; k € o nimero total de alelos; R € a riqueza alélica para
28 individuos genotipados nos dez locos; H, € a heterozigosidade observada; H, € a heterozigosidade esperada.

P parente € @ Probabilidade de ndo excluir o segundo parente (quando um dos parentes € conhecido) ; Poyen pair € @
probabilidade de ndo excluir o par de parentes; Q. € Probabilidade de identidade.
Total Adultos — Populacéo Trilha do Forno Adultos — Populagéo Praia das Conchas
Loco N¢ k n k Nprivado R Ho He F n k N privado R Ho He F
Sgio1 141 10 32 8 1 77 0876 0709  -0,235 2 9 2 99 065 0858 0235
Sglos 139 1 32 10 0 98 0531 0838 0366 31 10 1 98 0290 0798 0,636
sgl11 142 12 32 8 3 76 0781 0727  -0,074 2 7 2 69 0813 0704  -0,155
sgl12 134 16 31 12 1 115 0969 0830  -0,167 2 1u 1 108 078L 0870 0102
Sgl15 133 1 32 5 0 50 0438 0539 0,188 8 1 3 110 0501 0847  0,409*
Sgl16 142 16 32 12 3 11,7 0875 0894 0,021 2 12 1 116 0719 0840 0144
sgl17 142 9 32 8 1 76 0906 0749  -0,210 2 7 1 68 065 0726 0,096
Sgl18 137 9 32 6 0 60 0625 0816 0234 2 8 1 79 0594 0826 07281
sgl19 136 13 28 12 1 120 0500 0878  0431* 2 10 0 96 0750 0826 0,092
Sgl20 136 16 31 1 2 109 0613 0839 0269 2 1 1 105 0407 0828  0,509%
Média - 123 - 9.2 - 90 0712 0782 0,090 - 96 - 94 0617 0812 072417
sD - 2,8 - 2,6 - 25 0102 0105 0247 - 18 - L7 0171 0055 0,232
Total - 123 - 92 12 - - - - - 9% 13
Adultos — Populagéo Encosta Rua Vitéria Progénie — Populagdo Encosta Rua Vitéria

Loco n k N privado R Ho He F P 5 parente P parent-pair Q identity n K N privado R Ho He F
Sglor 31 7 0 70 0581 0848 0315 0,293 0,127 0,038 46 5 0 49 0630 0639 0014
sglos 31 6 0 60 0549 0,687 0201 0,531 0,327 0,135 457 0 59 0667 0715 0,067
sglit 32 4 0 39 0406 0424 0042 0,527 0,326 0,132 46 5 0 45 0717 0652  -0,100
sglz 32 9 2 87 0625 0838 0254 0.232 0,082 0,024 39 5 0 44 0666 0549  -0,214
sglts 32 5 0 49 0562 0553  -0,017 0,615 0,414 0,196 4 5 0 48 0561 0527  -0,064
sglte 32 9 0 88 0688 0731 0,059 0,301 0,188 0,068 46 5 0 49 0717 0682  -0,052
sgliz 32 5 0 49 0531 0613 0133 0,421 0,237 0,080 46 3 0 29 0761 0497  -0532*
sglis 32 7 0 69 0843 0803  -0,050 0,264 0,105 0,031 a6 0 53 053 0631 0,150
sglle 32 6 0 59 0688 0776 0,114 0,250 0,09 0,028 44 4 0 36 0659 0562  -0,172
sglo 32 9 2 86 0500 0775 0355 0,329 0,151 0,048 a3 0 27 0610 0500  -0,220
Média 6,7 - 66 0598 0,705 0,152 - - - 438 44 0653 0595  -0,096
SD 18 - 18 0121 0137 0,138 - - 12 10 0071 0078 0,190
Total 67 4 417X10°  3,0x10°  528x10° 48 0

* P<0,05.
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IV.6.2 Estrutura genética das populacdes de S. glazioviana

A estatistica Ggrjeaniqy de Hedrick (2005) foi significativamente maior do que
zero e alta entre as trés populagdes (Ggreqriq = 0,521), sugerindo que a maior parte

da diversidade genética esta distribuida entre as trés populacdes (Tabela 10). A
diferenciacdo genética estimada entre pares de populagdes foi também
significativamente maior do que zero e alta, variando de 0,302 a 0,465 (Tabela 10),
sugerindo que estas populacdes apresentam substancial nivel de isolamento genético,

0 que levou a diferenciacdo em suas frequéncias alélicas.

Tabela 10. Divergéncia genética (Ggryeqriey) Padronizada de Hedrick (2005) entre
pares de populacdes de adultos e uma progénie de Swartzia glazioviana.

GST(Hedrick)
Adultos trés Pops 0,521*
Adultos Pop 1 x Adultos Pop 2 0,336*
Adultos Pop 1 x Adultos Pop 3 0,380*
Adultos Pop 2 x Adultos Pop 3 0,465*
Adultos Pop 3 x Progénie Pop 3 0,302*

Popl — Trilha do Forno, Pop2 — Praia das Conchas e Pop3 — Encosta Rua Vitdria. * P< 0,05.

IV.6.3. Estrutura genética espacial intrapopulacional

Foi observado um padrdo de estruturacdo genética espacial nas trés populagdes
de S. glazioviana. Nas trés populacBes, o aumento da distancia entre individuos
adultos tanto reduziu a estruturacdo espacial quanto o coeficiente de coancestria
(Figura 7). Observou-se uma estrutura genética espacial significativa até a distancia
aproximada de 280 m (Figura 6 e Tabela 11), indicando que individuos distantes entre
si até estas distancias possam ser aparentados.

Essa estruturagdo em S. glazioviana é significativa na populagdo Trilha do
Forno até 40 m para cruzamento entre meios-irmaos, e nas duas outras populacoes até
30 m de distancia, para cruzamentos entre primos de primeiro grau na populacao

Praia das Conchas e entre meios-irmé&os na populagdo Encosta Rua Vitdria (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura genética espacial intrapopulacional em trés populacdes de
Swartzia glazioviana. A linha continua refere-se a estimativa do coeficiente de
coancestria médio e as linhas pontilhadas referem-se a estimativa do intervalo de
confianca do erro a 95% de probabilidade da hipdtese de auséncia de estrutura
genética espacial (Ho: 6,,= 0). a) Pop 1 = Trilha do Forno, b) Pop 2=Praia das

Conchas e ¢) Pop 3 = Encosta Rua Vitoria.
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Tabela 11. Estimativa de parametros da estrutura genética espacial para adultos de
trés populagdes de Swartzia glazioviana.

Primeira classe de

Amostra n distancia (m) o, b, (SE) S,
Pop 1 32 0-40 0,117* -0,0212 (0,0052)* 0,024
Pop 2 32 0-30 0,073* -0,0110 (0,0027)* 0,012
Pop 3 32 0-30 0,129* -0,0234 (0,0024)* 0,027

91 é o coeficiente de coancestria na primeira classe de distancia; bk é o declinio da curva de regressao do
coeficiente de coancestria sobre o logaritmo da distancia espacial entre pares de individuos; Sp éa

estatistica que mede a extensdo da estrutura genética espacial na primeira classe de distancia. Popl —
Trilha do Forno, Pop2 — Praia das Conchas e Pop3 — Encosta Rua Vitdria. * P< 0,05.

IV.6.4. Tamanho efetivo populacional

A coancestria média do grupo de arvores adultas dentro da populacdo Encosta
Rua Vitéria foi baixa, porém positiva (0,035) (Tabela 12). O ndmero efetivo
populacional, que indica o numero de individuos ndo aparentados e ndo endogamicos
de uma populacgdo, resultou em 45% do total de individuos em cada uma das trés
populacdes amostradas de S. glazioviana. O tamanho efetivo da populacdo (15),
portanto, ficou abaixo do tamanho efetivo ideal (<50), o que sugere potencial

evolutivo baixo.

Tabela 12. Numero censo, coancestria de grupo, tamanho efetivo da populagdo e
relacdo entre o tamanho efetivo e 0 nimero censo na populacdo Encosta Rua Vitoria
de S. glazioviana.

Parametros Estimativas
Ntmero censo: N 32
Minima coancestria entre pares de individuos: &, -0,280
Méxima coancestria entre pares de individuos: 6 0,657
Coancestria média do grupo: 0 0,035
Tamanho efetivo: N, 15

N, /N 0,45
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IV.6.5. Sistema de cruzamento

A estimativa da taxa de cruzamento multiloco foi alta, mas significativamente

menor do que a unidade ( t, = 0,892), indicando que ocorreram algumas

autofecundacdes, que esta arvore matriz ndo é auto-incompativel e que existe

endogamia dentro da progénie.

A diferenca entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco (t,, —t,), que mede

a taxa de cruzamento entre parentes foi baixa e ndo significativamente diferente de
zero na populagéo (Tabela 13). A correlagdo de paternidade multiloco entre e dentro

de frutos (r,,, ) foi baixa, o que sugere que muitas arvores (N, = 33) atuaram como

p(m)
doadoras de polen.

Devido a autofecundacdo e aos cruzamentos correlacionados, a estimativa do
coeficiente de coancestria dentro da progénie (©= 0,156) foi maior do que a esperada
em progénies de meios-irmaos (0,125) e indica que existem diferentes graus de
parentescos entre plantas dentro de progénies, como meios irmaos, irmdos completos
e irmdos de autofecundacéo e cruzamento. Consequentemente, o tamanho efetivo de

variancia entre e dentro de frutos (N, ), foi menor do que o esperado em populagcdes

panmiticas (N, = 4).

Tabela 13. Sistema de cruzamento em uma progénie oriunda da populagdo Encosta
Rua Vitoria de Swartzia glazioviana (95% IC €é o intervalo de confianca a 95%
calculado por 1.000 reamostragens bootstraps).

Parametro Média (IC a 95%)
indice de fixacdo da matriz: F -0,200 (0,201 a -0,199)
Taxa de cruzamento multiloco: 0,892 (0,832 a 0,952)
Taxa de cruzamento unilocos: 0,874 (0,827 2 0,921)
Taxa de cruzamento entre parentes: t —1, 0,018 (-0,023 a 0,059)
Correlagdo multilocos de paternidade: 1, 0,030 (0,017 a 0,043)
Nimero efetivo de doadores de pdlen: N, 33,3 (23,3 2 58,8)
Coancestria dentro de progénies: ©® 0,156 (0,139 a 0,174)
Tamanho efetivo de variancia: N, 3,05 (2,76 a 3,40)
NUmero de arvores matrizes para a coleta de sementes: m 49 (44 a 54)
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Os resultados desta simples progénie também mostram que para reter o
tamanho efetivo de 150 em amostras de progénies coletadas de polinizacdo aberta €
necessario amostrar sementes de pelo menos 49 arvores matrizes. Ressalta-se que
estas arvores matrizes devem estar localizadas espacialmente distantes em pelo menos
280 m, ou seja, a distancia da EGE, para evitar a coleta de sementes em arvores

parentes.

IV.6.6. Fluxo e dispersao de polen

Das 46 sementes de S. glazioviana amostradas na populacdo Encosta Rua
Vitoria um putativo parental paterno foi encontrado para 28 individuos (61%) (Tabela

14), sugerindo taxa de imigracdo de polen (m_..) de 36% nas sementes. Para as

pélen
sementes que tiveram o pai encontrado dentro da populacédo, a distancia de dispersao

de pdlen variou de 1 a 590 m (Figura 7). A area efetiva de polinizagdo ( A,)) foi alta,

resultando em um raio efetivo de polinizagdo ( Ar,,) de 912 m.

Tabela 14. Analise de dispersdo de sementes e polen em uma populacdo de S.
glazioviana, na regido dos Lagos, RJ

Pardmetros Estimativas
Tamanho amostral: N 44
NUmero de p6len imigrantes 16
Taxa de imigragdo de polen: m 0,36
Numero de sementes com pai determinado dentro da populagéo 28
Numero de sementes originadas de autofecundacéo 9
Taxa de autofecundacdo: S 0,20
Distancia media de dispers&o de polen: & (m) 489
Desvio padréo da distancia de disperséo de pélen (m) 257
Distancia mediana de dispersdo de pélen (m) 586
Distancia minima de dispersdo de p6len (m) 1
Distancia maxima de dispersdo de pélen (m) 590
Avrea efetiva de polinizagdo: A, (ha) 42
Raio efetivo de polinizacdo: r,, (m) 912
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V. DISCUSSAO

V.1. Desenvolvimento de marcadores de DNA microssatélites para S. glazioviana

O método para o desenvolvimento de marcadores microssatélites de DNA,
atraves de enriquecimento de biblioteca genémica, desenvolvido por Billotte et al.
(1999) com modificacbes de Sousa et al. (2012), mostrou bons resultados para S.
glazioviana. Foram sequenciados 96 clones positivos, sendo que 37% das sequéncias
continham microssatélites. Caracterizaram-se 21% destes, sendo 50% locos
polimorficos. Resultados similares referentes a caracterizacdo de locos microssatélites
por meio deste método (Billote et al. 1999) foram reportados em alguns estudos. Para
a espécie arborea do Cerrado, Kielmeyera coriacea (Caddah et al. 2009) foram
isolados 22 pares de primers e 50% amplificaram com boa qualidade e mostraram-se
polimorficos. Para as espécies de importancia econémica Stylosanthes capitata
(herbéacea tropical) e Brachiaria humidicola (graminea forrageira), dos 52 primers
isolados, 27% mostraram-se polimorficos (Santos et al. 2009) e de 38 primers, o
polimorfismo foi verificado em 27 deles (Jungmann et al. 2009), respectivamente. O
desenvolvimento de marcadores de DNA para a Verbenaceae Lippia alba (Santos et
al. 2012) encontrou microssatélites em 38 sequéncias, 11 destes foram caracterizados
e oito mostraram-se polimorficos. Para a espécie tipica do cerrado brasileiro Qualea
grandiflora (Vochisiaceae) 288 clones foram sequenciados e obtiveram-se oito
marcadores polimérficos (Ritter et al. 2012). Torna-se claro, portanto a eficiéncia do
protocolo de enriquecimento empregado para o desenvolvimento de marcadores de
DNA em estudos populacionais, o que foi confirmado no presente estudo.

Estudos conduzidos para o desenvolvimento de marcadores de DNA
microssatélites utilizando diferentes protocolos de enriquecimento de biblioteca
gendmica, para espécies arboreas tropicais, igualmente mostram resultados préximos
em relagdo ao nimero de primers isolados e caracterizados e a diversidade genética
encontrada (Lin et al. 2011, Pereira et al. 2011, Nemati et al. 2012, Oliveira et al.
2012, Ritter et al. 2012, Santos et al. 2012, entre outros). Portanto, o0 método de
obtencdo de marcadores microssatélites pelo enriquecimento de bibliotecas
gendmicas parece ser altamente indicado para a obtencdo de bons marcadores

microssatélites.
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A diversidade genética encontrada para os locos SSR desenvolvidos para S.
glazioviana foi alta em termos de numero de alelos por loco (A= 12,3),
heterozigosidade observada (Ho= 0,672) e heterozigosidade esperada (Hg= 0,825) e
similar aos niveis observados para outras espécies arbdreas tropicais (Duminil et
al.2011, Ferreira-Ramos et al. 2011, Feres et al. 2012, entre outros).

O indice de fixacdo foi significativo para alguns dos dez locos desenvolvidos
para S. glazioviana. O desvio significativo para o equilibrio de Hardy-Weinberg
indicando deficiéncia de heterozigotos pode estar relacionado & amostragem nao
aleatoria, a ocorréncia de reproducdo vegetativa e/ou a dispersdo barocorica que
direciona o recrutamento das plantulas préximas a planta-mée (observacdo em campo
— ANEXO Ill), uma vez que ambas as caracteristicas favorecem cruzamentos
preferenciais. Em estudos utilizando microssatélites, a amostragem ndo aleatoria e 0s
cruzamentos preferenciais sdo apontados como a causa para 0 maior numero de
homozigotos encontrados (Garcia de Léon et al. 1997).

A avaliagdo do poder discriminatorio dos locos mostrou para a probabilidade
de identidade genética (I) uma variagdo de 0,022 a 0,120 e a identidade genética
combinada (IC) foi de 2,245x10™. A probabilidade de exclusdo de paternidade (Q)
variou de 0,213 a 0,447 e a probabilidade de exclusao de paternidade combinada (QC)
foi de 0,999995. Estes resultados demonstram o alto poder discriminatério dos
marcadores SSR desenvolvidos para S. glazioviana e estdo de acordo com resultados
encontrados para outras espécies arboreas como Aspidosperma polyneurm (QC=
0,9999 - (Ferreira-Ramos et al. 2011); Anadenanthera colubrina (QC= 0,999 - Feres
et al. 2012), Plathymenia reticulata (QC= 0,99 - Oliveira et al. 2012); Theobroma
grandiflorum (1C=3,551859x10® e QC= 0,9897 - Alves et al. 2013); Araucaria
angustifolia (QC= 0,988 - Bittencourt & Sebbenn 2007); Swietenia macrophylla e
Khaya senegalensis (IC= 1,44x10™ e QC= 0,9999977; IC= 1,22x10”" e QC=
0,9999994, respectivamente — Lemes et al. 2011); Teobroma grandiflorum, T.
subincanum e T. sylvestre (IC= 6,6x10® e QC= 0,9982; IC= 2,6x10™ e QC= 0,9862;
IC=5,1x'>®e QC= 0,9974 — Lemes et al. 2007), confirmando assim a qualidade e o
alto poder informativo desses locos em analises de parentesco e fluxo génico para a
espécie.

A verificacdo da segregacdo mendeliana nos locos, a existéncia de ligacéo e
desequilibrio de ligacdo (DL) entre pares de locos é de extrema importancia para o

uso destes em estudos de genética de populacfes, assim como para analises de fluxo
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génico e sistema de cruzamento (Danner et al. 2013). Aqui, todos os locos
desenvolvidos para S. glazioviana segregaram de acordo com a heranga mendeliana
codominante (1:1), sendo os valores do teste G baixos (variando de 0,04 a 5,23).
Logo, os dez marcadores caracterizados para S. glazioviana podem ser considerados
marcadores genéticos.

Para a maioria dos locos SSR houve a auséncia de ligacdo para o teste G de
méaxima verossimilhanca para a hipotese de segregacdo independente (1:1:1:1). No
entanto, observou-se ligacdo entre os dois pares de locos (Sgl15xSgl19 e
Sgl15xSgl20).

O teste de desequilibrio de ligacéo foi significativo para 30 combinacdes entre
os locos nas trés populacbes analisadas de S. glazioviana, indicando desequilibrio
genotipico. O desequilibrio genotipico pode ser causado por diversos fatores como
sistema de cruzamento (auto-fecundagdes, cruzamento entre parentes e cruzamentos
correlacionados), selecdo natural, efeito gargalo, efeito fundador, propagacao
vegetativa e deriva genética, que sdo processos que ocorrem em populagdes naturais
(Futuyma 2009), mas também pode ser um artefato originario da miscigenacdo de
subpopulacdes com frequéncias alélicas diferenciadas (Hartl & Clark 2010).

Somente para o par Sgl15x19 foi apontado além da ligacéo, o desequilibrio de
ligacdo, mas so para a populacdo Trilha do Forno, o que descarta a possibilidade tanto
de ligacdo como de DL, pois o DL teria que ser inferido para as trés populacfes para
confirmar tal hipotese (ver Carneiro et al. 2012).

Os resultado para analise de ligacdo entre pares de locos possivelmente estdo
relacionados a amostragem de somente uma progénie (ver Tarazi et al. 2010). Torna-
se importante repetir estes testes incluindo mais progénies, para se confirmar 0s
resultados obtidos. Tarazi et al. (2010) sugerem ajustar a amostragem de progénies
com a média de alelos para obter boas estimativas.

Em média a transferibilidade de marcadores microssatélites polimorficos
entre espécies de um mesmo género em Eudicotiledoneas resulta em 60% de
eficiéncia na amplificagdo desses marcadores (Barbara et al. 2007). A taxa de
transferibilidade dos locos microssatélites desenvolvidos para S. glazioviana para
outras seis espécies do género (S. apetala, S. flaemengii, S. langsdorfii, S.
macrostachya, S. myrtifolia var. elegans, e S. simplex var. continentalis) foi de 76%,
mostrando também uma alta porcentagem de polimorfismo para cada uma das

espécies investigadas. Resultados semelhantes foram reportados para transferibilidade
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de marcadores SSR entre espécies do género Glycine, no qual 15 de 31 pares de
primers amplificaram para G. microphylla, G. clandestina e G. falcata (Peakall et al.
1998), para trés espécies de Teobroma, 74% dos locos amplificaram e 47% foram
polimorficos para cada espécie (Lemes et al. 2007), assim como para Véarias espécies
de Brassica (Lowe et al. 2002) e para duas espéecies de Armeria (Garcia-Fernadéz et
al. 2012).

As estimativas dos parametros genéticos obtidas para 0s marcadores
microssatélites desenvolvidos neste estudo para S. glazioviana atestam a utilidade
destes marcadores em estudos sobre diversidade e estrutura genética de populacdes,
sistema de cruzamento e fluxo génico, estudos estes que poderdo fornecer
informacdes relevantes para fomentar acdes praticas que visem a conservacgdo efetiva

das populacdes de S. glazioviana.

V.2. Caracterizacdo da diversidade, estrutura genética, sistema de cruzamento e
fluxo génico em trés populagdes de S. glazioviana

O namero total de alelos nos dez locos SSR analisados para as trés populacdes
de S. glazioviana foi de 123. Este alto numero de alelos permite discriminar 0s
gendtipos para analise de paternidade. A heterozigosidade média esperada (He) nas
trés populacdes revelam alta diversidade genética para a espécie, quando comparado a
outras espécies arbdreas (Asuka et al. 2005, André et al. 2008, Atangana et al. 2009,
Feres et al. 2012, entre outros).

A diferenca observada entre as médias da heterozigosidade esperada (H.) e a
heterozigosidade observada (H,) sugere excesso de homozigotos nas trés populactes
de S. glazioviana. Estes resultados foram confirmados pelo significativo indice de
fixacdo (F) nas populacbes Praia das Conchas e Encosta Rua Vitoria, indicando
desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes resultados podem estar relacionados a
pequena amostragem populacional, ou ao efeito Wahlund, quando o indice de fixacao
é estimado para toda a populagéo e superestima a homozigosidade, mas, no entanto,
h& estruturagcdo genética espacial na populagdo (Sebbenn et al. 2010; Bittencourt &
Sebbenn 2007).

Entretanto, algumas caracteristicas da espécie parecem corroborar 0s
resultados encontrados, por exemplo, o fato de S. glazioviana ser hermafrodita, o que

favoreceria a autofecundagdo e a ocorréncia de endogamia. Outra caracteristica € a
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presenca de reproducdo vegetativa e de dispersdo de sementes barocorica que podem
favorecer cruzamentos entre aparentados e igualmente aumentar o numero de
individuos endogamicos. Por outro lado a reproducdo vegetativa pode ser um
mecanismo que minimize os efeitos da perda de habitat, neste caso, 0 aumento do
nimero de homozigotos. Assim, a espécie estaria aumentando o tempo entre as
geracOes, deixando de investir, no momento presente, em novos individuos que
tenderiam a ser homozigotos (Aguilar et al. 2008).

A diversidade genética da progénie avaliada ndo divergiu da diversidade
observada nas trés populacdes de S. glazioviana. Além disso, o indice de fixacao
médio para a progénie demonstrou excesso de heterozigotos, indicando um resultado
oposto ao observado para as populagdes de adultos. Tal resultado sugere selecdo
contra homozigotos entre a fase de sementes e a fase adulta em S. glazioviana, como
também reportado para duas espécies de eucaliptos: Eucalyptus rhodantha e
Eucalyptus argutifolia (Sampson et al. 1989; Kennington et al. 1997,
respectivamente). No entanto, devido ao fato destes dados referirem-se a somente
uma progénie, ha a necessidade de verificar se estes resultados se mantém para outras
populacdes bem como para outras progénies ja coletadas, as quais serdo estudadas
num futuro préximo.

Ainda foi detectado um total de 29 alelos privados nas trés populacgdes, o que
para a conservacdo ex situ da espécie pode ser interessante do ponto de vista da

recombinacdo e formacdo de novos gendtipos (Danner et al. 2013).

A estatistica G mostrou significativa e alta diferenciacdo genética entre

ST (Hedrick)
as populacdes de S. glazioviana, bem como o efetivo isolamento genético entre as
mesmas (0,521), confirmando assim que existe alta frequéncia de individuos
aparentados dentro das populacfes na regido estudada. A associacdo dos resultados de
diferenciacdo genética e diversidade genética entre as populagdes de S. glazioviana no
presente estudo revela o possivel comprometimento da conectividade funcional entre
as populacGes e o prejuizo para o fluxo génico contemporaneo, em funcdo do
favorecimento de cruzamentos dentro das populacBes e entre individuos parentes.
Dayanandan et al. (1999) comparando populacdes de florestas continuas e
fragmentadas de Carapa guianensis (Meliaceae) também obtiveram valores
significativos de diferenciagdo genética e verificaram a restri¢cdo de fluxo génico entre

as populagdes causado pela fragmentagéo florestal.
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A dispersdo das sementes proximas a planta-mae, como observado em campo
para S. glazioviana, reflete a distribuicdo espacial agregadados individuos da espécie.
(Kageyama et al. 2003). Esta distribuicdo favorece, como j& mencionado, o
cruzamento entre individuos aparentados. O padrdo de estruturacdo genética espacial
observado para as trés populacbes de S. glazioviana, para a primeira classe de
distancia (30-40 m) e para o coeficiente de coancestria (0), parece refletir a
distribuicdo espacial dos individuos (em agregados) de S. glazioviana nas populagdes.

O namero efetivo da populacdo Encosta Rua Vitdria, indicou que as 32 plantas
representam apenas 15 individuos nédo parentes e endogamicos de uma populacdo de
S. glazioviana. O tamanho efetivo foi menor do que o ndmero censo devido a
existéncia de parentesco e endogamia na populacdo, o que aumenta a frequéncia de
alelos idénticos por descendéncia e reduz o tamanho efetivo.

A taxa de cruzamento multilocos (t,=0,892) para S. glazioviana foi alta e
equivalente a encontrada para outras espécies arboreas (Tabebuia roseo-alba, Feres et
al. 2012 e Entandrophragma cylindricum, Lourmas et al. 2007, Lemes et al 2007).
Igualmente a taxa de cruzamento unilocos (ts=0,874) foi alta. A taxa de cruzamento
entre individuos aparentados (ty-ts=0,018) foi baixa para este individuo (uma progénie
analisada apenas) e para este episddio reprodutivo. A correlacdo de paternidade
(rom=0,030) foi baixa, indicando praticamente a auséncia de cruzamentos biparentais
na progénie avaliada. O numero efetivo de doadores de polen foi alto (33) se
comparado as espécies Araucaria angustifolia (Bittencourt & Sebbenn 2008) e
Hymenaea stigonocarpa (Moraes & Sebbenn 2010), indicando a necessidade de
aumento do nimero de progénies analisadas no futuro.

Para fins de conservacgdo ex situ, sugere-se coletar sementes de pelo menos 49
individuos de S. glazioviana e que a distancia minima entre estes seja superior a 30 m
nas populacdes Praia das Conchas e Encosta Rua Vitoria e 40 m para a populacdo
Trilha do Forno. Tais medidas visam evitar a coleta de sementes resultantes de
cruzamentos entre individuos aparentados, bem como manter o numero efetivo de 150
individuos por populacéo.

A alta taxa de imigracdo de polen (36%) observada na populagéo estudada de S.
glazioviana foi similar a encontrada para Hymenaea stignocarpa (Moraes & Sebbenn
2010), outra espécie de Leguminosae. Também foram encontrados altos valores para
a distancia média de dispersdo de polen (489 m), a area efetiva de polinizacéo (42 ha)

e o raio efetivo de poliniza¢do (912 m), indicando n&o haver isolamento reprodutivo
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da matriz avaliada na populacdo Encosta Rua Vitdria. O teste de Kolmogorov-
Smirnov que compara a curva da frequéncia de dispersao de pdlen e a curva da
frequéncia dos individuos da populacdo ndo explica o padrio de cruzamento
encontrado, provavelmente porque nem todos os individuos adultos coletados no
estudo terem sido genotipados e, por conseguinte, ndo estarem representados no teste
de Kolmogorov-Smirnov, o que poderia explicar a refutagdo da hipdtese acima

testada.
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CONCLUSOES

- Foram desenvolvidos, caracterizados e validados dez marcadores de DNA

microssatélites altamente informativos para S. glazioviana;

- A transferibilidade dos marcadores SSR desenvolvidos para S. glazioviana
para as espécies S. apetala, S. flaemengii, S. langsdorfii, S. macrostachya, S.
myrtifolia var. elegans, e S. simplex var. continentalis, foi eficiente, inclusive

quanto a capacidade de detectar polimorfismos para estas espécies;

- Os resultados sugerem que os locos segregam de acordo com o esperado pelas
leis mendelianas, em geral ndo estdo ligados, sendo que alguns pares dos locos
SSR analisados nos adultos das trés populagcdes amostradas, apresentaram

desequilibrio de ligacéo;

- Os parametros genéticos estimados para a analise da diversidade genética:
mostraram a alta diversidade verificada nos locos microssatélites investigados,
bem como nas populagdes de S. glazioviana. As probabilidades de identidade
genética (I) e de exclusdo de paternidade (Q) estimadas para os locos
microssatélites desenvolvidos para S. glazioviana, indicaram seu alto poder
informativo e discriminatério, importantes para a aplicacdo desses marcadores

em analise de parentesco e fluxo génico;

- As trés populacdes amostradas de S. glazioviana apresentam estruturacao

intrapopulacional,

- As analises preliminares sobre o sistema de cruzamento mostraram uma alta
taxa de cruzamento (tm = 0,892), sugerindo a existéncia de sistema de
cruzamento misto em S. glazioviana, no entanto, esses dados precisam ser

melhor investigados com o aumento do nimero de progénies analisadas;

- A alta taxa de imigracdo de polen (36%), assim como a distancia média de

dispersdo de pdlen (489 m) e a area efetiva de polinizacdo (42 ha) indicam a
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ocorréncia de fluxo génico entre as populacdes de S. glazioviana na area de
estudo, no entanto, assim como para o sistema de cruzamento, estes dados
precisam ser melhor investigados com o aumento da amostragem de

populagdes e progénies;

Por fim, o estudo mostrou que os dez marcadores de DNA microssatélites
desenvolvidos para S. glazioviana sdo ferramentas (teis para estudos sobre a
genética de populagdes e sua utilizagdo forneceu informaces relevantes para

a conservacdo efetiva das populacdes desta espécie ameacada.
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ANEXO | — Dados dos individuos adultos de S. glazioviana coletados

Tabela 15. Coordenadas geograficas, circunferéncia a altura do peito (CAP), didmetro a altura do peito
(DAP) e altura de todos os individuos de S. glazioviana coletados para as trés populacGes amostradas
(Trilha do Forno, Praia das Conchas e Encosta Rua Vitoria).

Local de coleta Populacdo Individuo Coordenada X CoordenadaY CAP (cm) DAP (cm) Altura(m)

Trilha do Forno 1 1 22 58'09,0"S 4200'57,0"'W 10,00 3,18 2,50
Trilha do Forno 1 2 2258'09,1"S 4200'57,0"W 10,00 3,18 2,50
Trilha do Forno 1 3 22 58'09,1"S 42 00'56,8"W 10,00 3,18 2,00
Trilha do Forno 1 4 22 58'09,1"S 42 00'56,9"W 7,00 2,23 1,70
Trilha do Forno 1 5 22 58'08,2"S 42 00'57,8"W 8,50 2,71 1,30
Trilha do Forno 1 6 22 58'08,5"S 42 00'58,2"W 8,50 2,71 2,50
Trilha do Forno 1 7 22 58'08,5"S 42 00'58,2"W 9,00 2,86 2,00
Trilha do Forno 1 8 22 58'08,4"S 42 00'58,3"W 12,00 3,82 2,70
Trilha do Forno 1 9 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 10,00 3,18 2,50
Trilha do Forno 1 10 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 7,50 2,39 2,10
Trilha do Forno 1 11 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 8,00 2,55 2,50
Trilha do Forno 1 12 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 10,00 3,18 3,00
Trilha do Forno 1 13 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 7,00 2,23 2,50
Trilha do Forno 1 14 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 8,00 2,55 1,80
Trilha do Forno 1 15 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 7,00 2,23 1,90
Trilha do Forno 1 16 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 6,00 1,91 1,90
Trilha do Forno 1 17 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 5,00 1,59 1,90
Trilha do Forno 1 18 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 8,00 2,55 1,70
Trilha do Forno 1 19 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 7,00 2,23 3,00
Trilha do Forno 1 20 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 4,00 1,27 2,00
Trilha do Forno 1 21 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 5,00 1,59 2,80
Trilha do Forno 1 22 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 7,00 2,23 1,20
Trilha do Forno 1 23 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 4,00 1,27 1,20
Trilha do Forno 1 24 22 58'08,4"S 42 00'58,6"W 3,00 0,95 1,20
Trilha do Forno 1 25 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 8,00 2,55 3,00
Trilha do Forno 1 26 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 8,00 2,55 2,70
Trilha do Forno 1 27 22 58'08,5"S 42 00'58,4"W 7,00 2,23 2,50
Trilha do Forno 1 28 22 58'07,8"S 42 01'00,1"W 9,00 2,86 2,20
Trilha do Forno 1 29 22 58'07,8"S 42 01'00,3"W 9,50 3,02 1,70
Trilha do Forno 1 30 22 58'07,8"S 42 01'00,3"W 8,00 2,55 1,60
Trilha do Forno 1 31 22 58'01,0"S 42 00'58,2"W 10,50 3,34 1,90
Trilha do Forno 1 32 22 57'57,3"S 42 00'56,8"W 8,00 2,55 1,20
Trilha do Forno 1 33 22 57'57,3"S 42 00'56,6"W 6,00 1,91 2,00
Trilha do Forno 1 34 22 58'06,6"S 42 00'58,2"W 5,00 1,59 1,20
Trilha do Forno 1 35 22 58'11,5"S 42 00'51,7"W 15,00 4,77 1,65
Trilha do Forno 1 36 22 58'11,5"S 42 00'51,6"W 10,50 3,34 3,00
Trilha do Forno 1 37 22 58'11,6"S 42 00'51,4"W 11,00 3,50 1,75
Trilha do Forno 1 38 22 58'12,4"S 42 00'50,3"W 8,00 2,55 2,00
Trilha do Forno 1 39 22 58'13,0"S 42 00'48,5"W 6,00 1,91 1,65
Trilha do Forno 1 40 22 58'03,5"S 42 01'04,1"W 7,50 2,39 3,00
Trilha do Forno 1 41 22 58'03,6"S 42 01'04,2"W 5,50 1,75 1,20
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43
44
45
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47
48
49
50
51
52
53
54
55
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57
58
59
60
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62
63
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65
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71
72
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80
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22 58'03,6"S
22 58'06,7"S
22 58'06,7"S
22 58'06,7"S
22 58'01,0"S
22 57'58,0"S
22 57'58,0"S
22 57'57,8"S
22 57'57,8"S
2252'22,5"S
2252'18,3"S
22 52'18,3"S
2252'18,3"S
22 52'18,3"S
2252'18,2"S
22 52'18,2"S
2252'18,2"S
22 52'18,1"S
2252'17,9"S
22 52'17,9"S
2252'17,8"S
22 52'18,0"S
22 52'17,9"S
2252'17,9"S
22 52'17,9"S
2252'17,7"S
22 52'17,7"S
2252'17,6"S
22 52'17,7"S
22 52'17,6"S
22 52'18,3"S
2252'17,7"S
22 52'17,6"S
2252'18,1"S
2252'18,1"S
22 52'18,1"S
22 52'18,0"S
22 52'18,1"S
22 52'18,0"S
22 52'21,8"S
2252'21,8"S
22 52'22,2"S
22 52'20,9"S
22 52'20,9"S
22 52'20,9"S
22 52'20,9"S
22 52'21,0"S

42 01'04,2"W
42 00'58,2"W
42 00'58,2"W
42 00'58,1"W
42 00'58,2"W
42 00'56,8"W
42 00'56,9"W
42 00'56,6"W
42 00'56,7"W
41 58'53,0"W
41 58'48,9"W
41 58'48,9"W
41 58'48,9"W
41 58'48,9"W
41 58'49,1"W
41 58'49,1"W
41 58'49,1"W
41 58'49,2"W
41 58'49,2"W
41 58'49,1"W
41 58'49,0"W
41 58'48,7"W
41 58'48,7"W
41 58'49,1"W
41 58'49,1"W
41 58'49,6"W
41 58'49,6"W
41 58'49,5"W
41 58'49,6"W
41 58'49,6"W
41 58'49,8"W
41 58'49,7"W
41 58'49,6"W
41 58'48,6"W
41 58'48,6"W
41 58'48,6"W
41 58'48,6"W
41 58'48,6"W
41 58'48,6"W
41 58'52,8"W
41 58'52,8"W
41 58'53,1" W
41 58'54,5"W
41 58'54,5"W
41 58'54,5"W
41 58'54,5"W
41 58'54,6"W

4,50
9,00
6,00
6,00
11,50
4,00
5,00
4,00
5,50
7,00
3,00
6,00
7,00
6,00
7,00
9,50
6,00
6,00
8,00
6,50
8,50
4,50
3,50
3,00
9,20
8,00
5,00
6,00
5,50
5,00
1,00
3,00
1,50
3,00
1,50
1,50
8,00
7,50
7,00
9,50
12,50
6,00
2,00
2,00
5,00
3,00
3,00

1,43
2,86
1,91
1,91
3,66
1,27
1,59
1,27
1,75
2,23
0,95
1,91
2,23
1,91
2,23
3,02
1,91
1,91
2,55
2,07
2,71
1,43
1,11
0,95
2,93
2,55
1,59
1,91
1,75
1,59
0,32
0,95
0,48
0,95
0,48
0,48
2,55
2,39
2,23
3,02
3,98
191
0,64
0,64
1,59
0,95
0,95

1,20
3,00
2,50
3,00
3,00
1,20
2,80
1,65
1,90
2,00
1,75
1,70
1,70
1,80
1,90
1,90
2,00
1,70
2,00
2,00
1,70
1,60
2,00
1,90
2,50
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,70
1,20
1,20
2,50
2,50
4,00
3,00
3,10
1,80
1,20
1,20
1,50
1,60
1,20
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100
101
102
103
104
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106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

2252'21,0"S
2252'21,0"S
22 51'21,0"S
22 51'20,8"S
22 51'20,9"S
22 51'20,6"S
22 51'19,5"S
2251'19,6"S
22 51'23,4"S
22 51'20,8"S
22 51'20,8"S
22 51'20,6"S
225121,1"S
22 51'20,7"S
22 51'20,0"S
22 51'19,6"S
22 51'19,6"S
22 51'19,6"S
22 51'23,3"S
22 51'20,4"S
22 51'19,6"S
22 51'20,4"S
22 51'20,4"S
22 51'23,2"S
22 51'23,2"S
22 51'20,6"S
22 51'20,6"S
22 51'20,3"S
22 51'20,2"S
22 51'20,2"S
22 51'20,2"S
22 51'20,4"S
22 51'20,3"S
22 51'20,3"S
22 51'20,3"S
22 51'20,7"S
22 51'20,7"S
22 51'20,6"S
22 51'19,7"S
22 51'19,7"S
22 51'19,6"S
22 51'19,6"S
22 51'19,6"S
22 51'19,5"S
22 51'10,8"S
22 51'09,7"S
22 51'09,1"S

41 58'54,6"W
41 58'54,6"W
41 59'39,9"W
4159'40,1"W
41 59'40,0"W
41 59'39,6"W
41 59'37,9" W
4159'38,0" W
41 59'42,5"W
41 59'40,0"W
41 59'40,0"W
41 59'40,0"W
41 59'39,9"W
41 59'39,8"W
4159'38,9"W
41 59'38,0" W
4159'38,0" W
41 59'38,0" W
4159'42 4"W
41 59'39,4"W
41 59'38,0"W
41 59'39,2"W
41 59'39,2"W
4159'42,5"W
41 59'42,6"W
41 59'39,6"W
41 59'39,6"W
41 59'39,6"W
41 59'39,3"W
4159'39,4"W
41 59'39,2"W
4159'37,7"W
41 59'40,0"W
4159'40,1"W
41 59'39,9"W
41 59'39,9"W
41 59'39,7"W
41 59'39,7"W
4159'38,1"W
41 59'38,1"W
4159'38,2"W
41 59'37,9"W
4159'37,9"W
41 59'37,9"W
41 59'56,7" W
41 59'56,0"W
41 59'56,0"W

5,00
5,00
5,00
6,00
4,00
7,00
3,50
4,00
6,00
7,50
7,00
5,00
4,50
3,50
4,00
5,00
8,50
7,00
6,00
5,00
4,00
6,00
6,50
6,00
9,00
4,00
5,00
6,00
4,00
4,00
9,00
8,00
9,00
12,00
8,00
8,00
6,00
7,00
3,00
3,00
6,00
9,00
8,50
1,50
6,50
10,50
3,50

1,59
1,59
1,59
1,91
1,27
2,23
1,11
1,27
1,91
2,39
2,23
1,60
1,43
1,11
1,27
1,60
2,71
2,23
1,91
1,60
1,27
1,91
2,07
1,91
2,86
1,27
1,59
1,91
1,27
1,27
2,86
2,55
2,86
3,82
2,55
2,55
1,91
2,23
0,95
0,95
1,91
2,86
2,71
0,48
2,07
3,34
1,11

1,70
1,20
3,00
2,00
2,00
2,00
1,60
1,70
2,50
2,50
2,00
2,00
1,70
2,00
2,50
3,00
1,80
3,00
3,00
2,50
2,50
2,00
2,50
3,00
3,00
2,20
1,78
1,70
1,70
3,00
2,50
3,50
1,80
4,00
2,50
2,50
3,00
3,00
2,50
2,50
4,00
2,50
4,00
1,90
3,00
4,60
1,70
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ANEXO 11 — Protocolo para extragdo de DNA de tecidos foliares de S. glazioviana,
de acordo com Doyle & Doyle (1987), modificado por Ferreira & Grattapaglia
(1998).

Materiais utilizados

Um tubo com fundo em U para cada amostra;
Trés tubos eppendorfs para cada amostra;
Marcador permanente ponta fina;

Tesoura,;

Pinca;

Beads (1 pequena e 1 média por amostra);
Im3;

Macerador;

Tubo Falcon;

Banho-maria;

Suporte para tubos no banho-maria;

Raque para tubos;

Centrifuga;

Vortex;

Pipetas (20-100 pl; 50-200 pl e 200-1.000ul)
Ponteiras 200 ul e 1000 pl.

NN N N N U N N N N U N N N NN

Reagentes utilizados

Tampao de extracdo CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) 2X
2-B-mercaptoetanol (2 pl/ml de CTAB 2%)

Proteinase K (0,5 mg/ml)

CIA (cloroformio: alcool isoamilico) 24:1

Isopropanol absoluto (100%)

NaCl 2 M

Etanol 70%

Etanol absoluto (100%)

Tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 0,5 mM EDTA pH 8,0) + RNAse (10

Hg/ml)

AN N NN Y U N NN
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Método

01) Identificar os tubos com fundo em U com o marcador permanente;

02) Pesar em torno de 40 mg de folha e corta-las usando pinca e tesoura, previamente
esterilizadas, em pedacos bem pequenos, colocando cada amostra em um tubo U;

03) Colocar as beads (1 pequena e outra média) com auxilio de pinga nos tubos U e
macerar o0 material por 2 minutos na frequéncia 30 (Retsch MM400);

04) Bater levemente os tubos U em uma superficie para que o material macerado
acumulado nas tampas dos tubos se concentre no fundo do tubo e as beads possam
ser mais facilmente retiradas sem grandes perdas de material macerado;

05) Retirar as beads usando o ima;

06) Acrescentar a cada tubo U 700 pL de tampdo de extragdo CTAB 2%, previamente
misturado com o 2-B-mercaptoetanol (2 pl/ml de tampdo CTAB 2%) e com a
proteinase K (0,5 mg/ml), pré-aquecidos em banho-maria por 10 min em tubo
Falcon;

07) Incubar as amostras em banho-maria, usando o suporte, a 60°C por 30 minutos e
de 10 em 10 minutos inverter os tubos U para que a suspensdo figue homogénea;
retirar os tubos U do banho-maria e deixa-los esfriar na raque em bancada;

08) Fazer a primeira extragdo com CIA (24:1). Colocar 600 pl em cada tubo U e
agita-los por 5 minutos, invertendo-os;

09) Centrifugar as amostras a uma velocidade de 13.000 rotacdes por minuto (rpm)
por 10 minutos;

10) Pipetar a fase superior (aquosa) para tubos eppendorfs previamente identificados;

11) Repetir os passos 8, 9 e 10;

12) Adicionar 400 pL de isopropanol frio (-20°C) aos tubos contendo a fase aquosa.
Misturar devagar;

13) Incubar o material a uma temperatura de -20°C durante 2 horas;

14) Centrifugar por 10 minutos a 7.500 rpm;

15) Verificar onde se encontra o pellet e retirar o excesso de isopropanol invertendo
cuidadosamente os tubos em descarte na capela;

16) Acrescentar 1.000 ul de etanol 70%, deixando o pellet imerso por 10 minutos;

17) Retirar o etanol invertendo cuidadosamente o tubo em descarte;

18) Ressuspender o pellet em 500 ul de NaCl 2 M, no vortex;

19) Deixar o pellet ressuspendendo até o dia seguinte a temperatura ambiente;
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20) Vortexar,;

21) Deixar pelo menos 30 minutos em geladeira a 4°C;

22) Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm;

23) Recuperar o sobrenadante com cuidado, evitando puxar junto os polissacarideos
(viscosidade no fundo), bastante atencéo nessa etapa;

24) Reprecipitar com 400 pl por amostra de isopropanol frio (-20°C) e misturar
devagar;

25) Incubar em freezer a -20°C por 30 minutos;

26) Centrifugar por 10 minutos a 7.500 rpm;

27) Verificar onde se encontra o pellet e retirar o excesso de isopropanol invertendo
0s tubos com cuidado;

28) Acrescentar 1.000 pl de etanol 70%, deixando o pellet imerso por 10 minutos;

29) Retirar o etanol invertendo com muito cuidado os tubos;

30) Repetir os passos 28 e 29;

31) Colocar 1.000 pl de etanol absoluto (100%) e deixar por 3 minutos;

32) Retirar 0 maximo de etanol possivel e deixar secar na capela até o dia seguinte;

33) Ressuspender o pellet com 100 pl de tampdo TE acrescido de RNASse;

34) Incubar a 37°C por 2 horas para digestdo com a RNAse. Vortexar de 30 em 30
minutos;

35) Armazenar o material extraido em freezer ou em geladeira, dependendo de

quando sera usado.
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ANEXO 111 - Protocolo de germinacdo de sementes de Swartzia glazioviana

O periodo de frutificacdo ocorre geralmente entre Janeiro e Maio, sendo este
ultimo o més mais indicado para coleta de sementes por apresentarem-se maduras e
tornarem a germinacdo mais eficaz.

Os frutos, assim que coletados devem ser armazenados em sacos de papel
(Kraft) e transportados até o laboratério. A abertura dos frutos se d& com auxilio de
pequena faca permitindo a retirada das sementes que devem ser desinfetadas em
hipoclorito 2% por 1 minuto e trés lavagens posteriores em &gua destilada.
Imediatamente ap0s, estas devem ser colocadas para germinar em bandejas tendo
como substrato vermiculita em germinador a 25 °C e fotoperiodo 8 horas luz/16 horas
escuro. A cada dois dias é necessario fazer a rega. A partir do inicio da segunda
semana a protrusao da raiz devera ser observada bem como no inicio do segundo més
deve-se observar a parte aérea emergindo. As plantulas devem ser realocadas em casa
de vegetacdo, em tubetes contendo terra. A irrigacdo deve ser diaria, podendo variar
de acordo com a temperatura local, em regides mais frias pode haver intervalos

maiores do que dois dias. O crescimento das plantulas é lento.
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ANEXO 1V - Resumo publicado nos Anais do Il Simbioma (Simposio sobre
Biodiversidade da Mata Atlantica).

Estudo de frutos e sementes de Swartzia glazioviana (Taub.) Glaz.

Janaina Spoladore?, Elton John de Lirio, Vidal Mansano de Freitast, VValderes Bento
Sarnaglia*

1 - Instituto de Pesquisas Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. Rua Pacheco Leéo,
2040, Solar da Imperatriz, Horto, Rio de Janeiro — RJ, Brasil. CEP: 22460-030.

2 - Autor para correspondéncia: janaspoladore@yahoo.com.br

Introducéo

A dindmica de uma populacdo estd diretamente ligada ao desempenho
reprodutivo de uma espécie, desde o processo de florescimento até as etapas de
estabelecimento dos regenerantes. Tais processos sd@o dependentes de condicGes
climaticas e ecoldgicas que interferem nos eventos de florescimento, polinizacéo,
formacdo de frutos e sementes, dispersdo, predacdo e capacidade e condigcdes de
germinacdo (Dogteron et al. 2000; Cunningham 2000; Silva et al. 2002, Tsuda &
Almeida 2012).

Dentre os variados fatores expostos que interferem no desempenho
reprodutivo, a predacdo é um fator que pode interferir na variacdo do tamanho e da
estrutura populacional e na expressdo da variacdo genética, principalmente em
populacbes de plantas com poucos individuos e baixa producdo de frutos (Janzen
1971, Radosevich et al. 1997).

Swartzia glazioviana (Taub.) Glaz. (Leguminosae, Papilionoideae) € uma
espécie arborea de pequeno porte, medindo até trés metros de altura que tem como
caracteres diagnosticos célice internamente lanoso, gineceu glabro, fruto do tipo
legume nucoide, sementes esverdeadas ndo ariladas, dorsiventralmente achatadas e
folhas com estipulas persistentes (Mansano & Lima 2007). A espécie floresce de
novembro a janeiro e frutifica de janeiro a maio (Mansano & Lima 2007). S.
glazioviana encontra-se ameacada de extin¢do devido a gradual perda de habitat por
degradacdo antrépica da regido dos Lagos, habitat endémico da espécie no estado do
Rio de Janeiro (MMA 2008).

O presente trabalho tem o intuito de analisar dados referentes a producédo de
frutos e sementes, predacdo e germinacdo para compreender etapas do desempenho
reprodutivo de S. glazioviana.

Material e Métodos

Foram analisadas populac¢@es de duas localidades no municipio de Cabo Frio
na Regido dos Lagos, do estado do Rio de Janeiro. Um dos locais apresenta-se nas
coordenadas 22°51°18.52”S e 42°59°38.16”W com 5,4 ha e o outro, distante do
primeiro em 2,3 km, nas coordenadas 22°52°20.48”S e 42°58°42.47”W com 6,6 ha
(dados Google Earth ™), a elevacéo varia do nivel do mar até cerca de 500 metros
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(Ribeiro & Lima, 2009). A Regido dos Lagos tem como limite a leste e sul o Oceano
Atlantico, a oeste a Serra do Mato Grosso e a norte os limites superiores da Lagoa de
Araruama e os cursos inferiores dos rios Una e Sdo Jodo (Ribeiro & Lima, 2009). O
clima peculiar da regido, Bsh (de acordo com Koéppen), é arido quente com
temperaturas variando entre 23-25°C até 40°C no verdo (Ribeiro & Lima, 2009). O
solo apresenta elevada salinidade (35%), devido a baixa pluviosidade e quantidade de
agua doce e a intensa evaporacdo (lbraimo et al. 2004). Uma diversidade de
ambientes caracteriza a regido, sendo que os solos apresentam consideravel
variabilidade vertical e horizontal de propriedades pedolégicas (Ibraimo et al. 2004).
As fisiografias predominantes sdo as planicies arenosas costeiras, os depdsitos
altvios-coluvios, as lagunas, os morros baixos das peninsulas e as encostas (Ribeiro
& Lima 2009).

A coleta dos frutos foi realizada em marco de 2013 em ambas as localidades.
Foram contados todos os frutos coletados que apresentaram sementes, assim como
todas as sementes observadas no interior dos frutos. As sementes foram consideradas
predadas sempre que se constatou a presenca de larvas em seu interior e, portanto, em
estagio de deterioracdo. Posteriormente foi feito o beneficiamento das sementes ndo
predadas e desinfestacdo. A desinfestacdo foi feita em hipoclorito 2% por 1 minuto e
trés lavagens consecutivas em &gua destilada. Apds esse procedimento as sementes
foram acondicionadas em recipientes com areia lavada em casa de vegetacdo.
Consideraram-se sementes perdidas, aquelas que apds serem colocadas em casa de
vegetacdo, apresentavam endosperma totalmente liquidificado e portanto sem
potencial para a germinagéo.

Resultados e Discussao

Os frutos de S. glazioviana (Figura 1) comegaram a ser observados a partir do
més de fevereiro de 2013. Foram coletados, em marco de 2013, frutos de 66
individuos, 61 da encosta da Rua Vitoria (area 1) e 5 da Praia das Conchas (area 2),
240 e 25 frutos respectivamente, totalizando 265 frutos. O nimero de sementes nos
frutos variou de 1-11, totalizando 671 sementes (Figura 1), 590 da area 1 e 81 da area
2. Houve coleta em dois momentos, definidas como lote 1 e 2, respectivamente, no
primeiro lote coletaram-se 53 frutos e 212 no segundo lote.

O valor médio de frutos por individuo foi de 4,6 e o de sementes por fruto foi
de 2,4; 107 frutos apresentaram uma Unica semente. O nimero de frutos e sementes
pode ser influenciado por diversos fatores, dentre eles os mecanismos de polinizacao,
predacdo, limitacdo de recursos e tamanho da populacdo, o que pode influenciar
muito no desempenho reprodutivo da espécie (Cunningham 2000). A causa do baixo
numero de frutos e sementes (Freitas & Oliveira 2002) necessita de investigagdo em
S. glazioviana. Apesar de a producdo de sementes estar diretamente ligada ao nimero
de individuos, o baixo numero de sementes pode ser um indicativo de um baixo
investimento em quantidade e maior em qualidade, como observado em espécies de
outros grupos taxonémicos (Silva & Pinheiro 2002). No entanto, a baixa conversao de
flores em frutos ndo pode ser descartada, conforme observado em Copaifera
langsdorffii Desf. (Freitas & Oliveira 2002).

Os frutos foram predados de duas formas: por larvas, que se alimentam das
sementes gradualmente sem romper o pericarpo e por um predador que rompe 0
pericarpo e retira as sementes inteiras (Figura 2 e 3). A porcentagem de sementes
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predadas foi de 9,01%. Os predadores ainda ndo foram identificados, no entanto,
pode-se inferir que as larvas pertencem a ordem Coleoptera, insetos com larvas
predadoras relatados em diversos trabalhos com leguminosas (Figueiredo et al. 2008,
Lomonaco 1994; Sari & Ribeiro-Costa 2005; Silva et al. 2007; Freitas & Oliveira
2002).

Do primeiro lote de sementes nenhuma teve sucesso nha germinacéo,
possivelmente devido ao estado prematuro de maturacdo. As sementes do segundo
lote estdo em processo de germinacéo e desenvolvimento do eixo hipocétilo-radicula.

Devido a baixa producdo de frutos e sementes, pode-se inferir que o nimero
de sementes disponiveis apds a predacdo pode ser um fator limitante para o
desempenho reprodutivo da espécie e afetar o recrutamento da populacdo, conforme
observado em outros estudos (Cunnigham 2000; Silva et al. 2002). Estudos referentes
a diversidade genetica e fluxo génico estdo sendo conduzidos nas areas de coleta de
frutos de S. glazioviana e devem corroborar resultados preliminares referentes a
predacdo e sucesso reprodutivo da espécie.
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Figura 1. Fotografia de frutos de sementes de S.glazioviana em seu habitat natural.
A. Frutos; B. Fruto aberto mostrando sete sementes vidvies.
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Figura 2. Frutos predados de S. glazioviana. A seta em vermelho indica a por¢éo rompida
do fruto.

Figura 3. Frutos de S. glazioviana predados nas arvores.
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ANEXO V - Resumo publicado no 65° Congresso Nacional de Boténica

MICROSATELLITE MARKERS FOR CONSERVATION GENETICS OF
SWARTZIA GLAZIOVIANA (TAUB.) GLAZ. (LEGUMINOSAE), AN
ENDEMIC AND THREATENED TREE SPECIES OF THE BRAZILIAN
ATLANTIC FOREST
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Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, Instituto de
Pesquisas e Estudos Florestais, Piracicaba, SP, Brasil. janspoladore@gmail.com

Swartzia glazioviana is an endemic tree of the seasonal forests in the central cost of
Rio de Janeiro state, Brazil. This species occurs in patches and vegetative propagation
is speculated as a possible mode of reproduction. The populations of S. glazioviana
are highly threatened due to habitat destruction and fragmentation, which may
compromise their viability as evolutionary units by reduction of its sizes and levels of
genetic diversity. The present work reports the development and characterization of
eight microsatellite markers for S. glazioviana aiming to provide informative tools for
population and conservation genetics studies. For isolation of SSR loci a genomic
library enriched for CT and GT repeats was constructed. Total genomic DNA was
extracted from leaves of an adult of S. glazioviana and cleaved with Afal. Fragments
containing microsatellites were selected using magnetic beads linked to streptavidin.
Enriched DNA was ligated into a pGEM-T Easy cloning vector and transformed into
Escherichia coli. Microsatellite repeats were found in 38 (40%) of 96 sequenced
clones and primers were designed for 20 clones using Primer3. Of the 20 designed
primers, ten amplified clearly interpretable PCR on agarose gels. Eight out of 20
showed polymorphisms in a 3500XL sequencer (Life Technologies). The eight
polymorphic SSR loci were characterized by genotyping 96 adults of S. glazioviana
collected from three populations. We found 94 alleles over eight SSR loci (mean =
11.7). The mean observed (Ho) and expected (Hg) heterozygosities were 0.674 and
0.785, respectively. The fixation index (F) was significantly higher than zero (0.138),
suggesting inbreeding due self-fertilization or mating among relatives. The genetic
differentiation among the populations was low (Fsr= 0,063; Rst= 0,084). The
combined probability of genetic identity was 3.3x10™* and combined probability of
paternity exclusion was 0.999994, indicating the highly individual discriminative
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power of the loci. Preliminary analysis showed successful transferability of these SSR
markers for other species of Swartzia (S. flaemingii, S. macrostachya and S.
langsdorffii). These microsatellites will allow precise estimates of gene flow and
mating system, thus providing important insights into population and conservation
genetics of S. glazioviana. (CNPq, FAPERJ)

Palavras-chave: Population genetics, SSR loci, Conservation.
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