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RESUMO

BARATELI, L. O. Desenvolvimento de marcadores microssatélites para
Stryphnodendron adstringens (barbatimao - Fabaceae). 2018. 63 f. Dissertacao
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2018."

Stryphnodendron adstringens apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo
predominante em regides de Cerrado stricto sensu e é conhecida popularmente como
“barbatimao”. E uma espécie utilizada na medicina fitoterapica por seu potencial anti-
inflamatorio, antibacteriano e antiulcerogénico. A retirada de cobertura vegetal do
Cerrado diminui significativamente o numero de diversas espécies nativas, dentre elas
S. adstringens. Dessa forma, € importante que sejam tragadas estratégias eficientes
para 0 uso e a conservagao dessa espécie. A fim de disponibilizar ferramentas
moleculares para estudos de diversidade genética e conservagao de S. adstringens,
0 objetivo desse estudo foi desenvolver marcadores microssatélites e estimar o
potencial informativo desses marcadores para subsidiar estudos de genética
populacional da espécie. A identificagdo das regides microssatélites e o desenho dos
primers foram realizados usando o programa QDD. Inicialmente, foram utilizados
quatro individuos para os testes de padronizagao do protocolo de PCR e temperaturas
de anelamento. Posteriormente, foram selecionados 48 individuos, provenientes de
trés populacgdes, para avaliagdo de polimorfismo via gel de poliacrilamida a 6%. A
partir das regides microssatélites identificadas, foram desenhados 20 pares de
primers, sendo que 14 flanqueiam regides microssatélites compostas por
dinucleotideos, quatro por tetranucleotideos e dois por pentanucleotideos. Dos 20
pares de primers avaliados, 16 apresentaram produtos de amplificagao polimorficos e
quatro monomorficos. Considerando os 16 marcadores polimorficos, o numero de
alelos variou entre dois (SadH19) e 13 (SadH13), com uma média igual a sete alelos
por loco. Os valores das médias da heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He)
e do PIC foram iguais a 0,506, 0,543, 0,635 respectivamente. A propor¢céo da
diversidade maxima encontrada foi de 65%, o que indica valores de diversidade
geneética que podem ser considerados medianos para esse conjunto de locos
avaliados em trés populagdes de S. adstringens. Por outro lado, embora a diversidade
genética seja mediana, esse conjunto de 16 marcadores polimorficos exibiu uma
probabilidade de exclusdo de paternidade combinada alta (0,999983) e uma
probabilidade de identidade combinada baixa (3,49x10-"%). A analise de varidncia das
frequéncias alélicas apresentou valores significativos para duas das trés estatisticas
estimadas com f n&o significativo 0,050, 4 significativo igual a 0,329 e F no valor global
também significativo 0,360. Assim, pode-se concluir que o painel de marcadores
polimorficos desenvolvidos para S. adstringens € altamente informativo e indicado
para estudos genéticos populacionais para a espécie. Outro fator importante é que
esses marcadores podem ser testados em outras espécies proximas evolutivamente
para possivel disponibilizacdo de marcadores microssatélites, sem a necessidade de
desenvolvimento de novos primers.
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ABSTRACT

BARATELI, L. O. Development of microssatellite markers for Stryphnodendron
adstringens (barbatimao - Fabaceae). 2018. 63p. Dissertation (Master of Science in
Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias,
Goiania, 2018."

Stryphnodendron adstringens presents a wide geographical distribution, being
predominant in regions of Cerrado sensu stricto and is popularly known as
"barbatim&o". It is a species widely used in herbal medicine because of its anti-
inflammatory, antibacterial and antiulcerogenic potential. The Cerrado’s removal of
vegetation cover reduces significantly the number of several native species, among
them S. adstringens. Thus, it is important that efficient strategies for the use and
conservation of this species are drawn. In order to provide molecular tools for studies
of genetic diversity and conservation of S. adstringens, the present work had the
objective of developing microsatellite markers for the species. Genomic DNA was
obtained from leaf tissue using the CTAB protocol. The identification of the
microsatellite regions and the design of the primers were performed using the QDD
program modules. From the identified microsatellite regions, 20 pairs of primers were
designed, 14 of which flank microsatellite regions composed of dinucleotides, four by
tetranucleotides and two by pentanucleotides. Initially, four individuals were used for
the standardization tests of the PCR protocol and annealing temperatures.
Subsequently, 48 individuals were selected, distributed in three populations, to
evaluate polymorphism via 6% polyacrylamide gel. Of the 20 pairs of primers
evaluated, 16 presented polymorphic amplification products and four monomorphic
amplification products. Considering the 16 polymorphic markers, the number of alleles
varied between two (SadH19) and 13 (SadH13), with a mean of seven alleles per
locus. The observed heterozygosity (Ho) and expected (He) and PIC values were
0.506, 0.543, 0.635, respectively. The mean Hmax value founded (65,519) indicates
values of genetic diversity that can be considered medians for this set of loci evaluated
in three populations of S. adstringens. On the other hand, although genetic diversity is
median, this set of 16 polymorphic markers exhibited a ombined probability of paternity
exclusion high (0.9999983) and combined probability of genetic identity low (3,49x10"
15). The analysis of variance of allelic frequencies presented significant values for two
of the three estimated statistics with f not significant 0.050, significant 8 equal to 0,329
and F in the overall value also significant 0.360. Thus, it can be concluded that the
panel of polymorphic markers developed for S. adstringens is highly informative and
indicated for population genetic studies for the species. Another important factor is that
these markers can be tested in other evolutionarily close species for the availability of
microsatellite markers, without the need to develop new primers.

Keywords: Barbatimao, Cerrado, Medicinal plant, SSR.

'Advisor: Mariana Pires de Campos Telles
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1 INTRODUGAO

A partir da década de 70 os estudos em genética de populagdes tiveram
significativos avangos, dado o desenvolvimento das técnicas em biologia molecular
que proporcionaram novas ferramentas com o desenvolvimento de algumas classes
de marcadores moleculares. Os marcadores moleculares podem ser definidos como
sendo regides identificaveis no genoma que permitem a localizagdo de variagdes na
sequéncia de DNA, encontram-se em pontos especificos do genoma e podem ser
passados para as proximas geragdes seguindo o0s principios basicos da

hereditariedade (Semagn et al., 2006).

Diversas sdo as classes de marcadores moleculares existentes, que se
distinguem nos seus principios e metodologias, dentre essas classes os marcadores
do tipo microssatélites possuem alto grau de polimorfismo, o que favorece a sua
utilizacdo em estudos de populacbes naturais, permitindo a obtencdo de
conhecimentos acerca da distribuicdo da variabilidade genética, o que € indispensavel
para a adocdo de estratégias de conservagdo de germoplasma in situ e ex situ
(Oliveira et al., 2006).

Os marcadores microssatélites tem sido a ferramenta molecular mais utilizada
nas ultimas décadas para estudos de diversidade genética, entretanto, para espécies
nativas que nao apresentam interesse econdmico imediato, a disponibilizacdo desses
marcadores € bem mais escassa do que para as espécies cultivadas que apresentam
maior interesse econdmico (Kalia et al., 2011).

Diversas metodologias para o desenvolvimento de marcadores microssatélites
foram utilizadas ao longo dos ultimos anos (Castoe et al., 2010). Mais recentemente,
o surgimento de tecnologias de sequenciamento de nova geragao (NGS) possibilitou
analises de maiores por¢cdes do genoma, tornando a identificagdo de um grande
numero de regides microssatélites de modo mais rapido e em maior escala, permitindo
que o pesquisador tenha uma gama muito maior de opgdes no momento do desenho
dos primers, além de permitir op¢cdes de escolha dos melhores motivos de repeticao

e tamanhos dessas regides microssatélites (Castoe et al., 2010; Silva et al., 2013).
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Apos desenvolvidos, os marcadores microssatélites produzem informacdes
importantes para inferir sobre os processos microevolutivos que estdo ocorrendo nas
populagdes e que sdo responsaveis pela variabilidade genética atual. Com isso, é
possivel quantificar a diversidade genética de populagdes, os padrdes de fluxo génico,
incidéncia de deriva genética, geragcdo de vizinhanga genética e, portanto, torna
possivel a identificacdo de possiveis unidades de conservacao e a producdo de
bancos de germoplasma (Heywood & Iriondo, 2003).

A espécie Stryphnodendron adstringens MART. COVILLE (Fabaceae),
conhecida popularmente como Barbatimao, ocorre com frequéncia em fitofisionomias
de Cerrado tipico (stricto sensu), campo sujo e cerradao. Em funcdo das suas
propriedades medicinais tem sido alvo de exploragdao. Praticas tradicionais de
extracdo da casca podem oferecer riscos a espécie, pois a coleta desse material
normalmente é feita de maneira desordenada e sem nenhum critério de escolha do
individuo com relagao ao porte (Felfili, 2000; Souza & Felfili, 2006)

Considerando a importancia de conservacao da espécie, o desenvolvimento de
marcadores microssatélites especificos para S. adstringens € fundamental para
disponibilizar ferramentas moleculares que possibilitem a realizacdo de estudos
genético populacionais, permitindo o melhor conhecimento da organizagdo da
variabilidade genética entre individuos dentro de populagdes e entre populagdes e
sobre o sistema reprodutivo predominante na espécie. Com isso, sera possivel gerar
informagdes que podem ser utilizadas para a implementagdo ou manejo de colegbes
de germoplasma, assim como o estabelecimento de programas de melhoramento
genético para essa espécie que é explorada atualmente de forma exclusivamente
extrativista.

Diante disso, esse trabalho teve como principal objetivo desenvolver e avaliar
o potencial informativo de um conjunto marcadores microssatélites especificos para
Stryphnodendron adstringens (barbatiméo - Fabaceae), disponibilizando ferramentas

moleculares que possam subsidiar estudos de genética populacional da espécie.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ESPECIES DO GENERO Stryphnodendron

O género Stryphnodendron foi descrito pela primeira vez por Martius (1837) a
partir de trés espécies coletadas no Brasil, Stryphnodendron barbadetimam,
Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron rotundifolium. O género reune 36
taxons conforme a revisdo taxondmica realizada por Scalon (2007).

O género apresenta ampla distribuicdo na regido neotropical, estando
predominantemente distribuido na América do Sul, com excecdo da espécie S.
excelsum, que tem sua ocorréncia apenas na Ameérica Central (Nicaragua, Costa Rica
e Parand). Os limites da distribuicdo geografica do género tém ao norte a Nicaragua
e ao sul a area de Cerrado do norte do Parana no Brasil, ndo tendo sua ocorréncia
relatada na Ameérica do Sul austral e nos Andes (Figura 1) (Scalon, 2007).

Dos 36 taxons de Stryphnodendron descritos por Scalon em 2007, cerca de
89% ocorrem em territorio brasileiro, sendo que, 18 desses taxons sdo endémicos
dessa regido. Nao ha uma distribuicdo uniforme do género por toda a Regido
Neotropical. Conforme os padrdes de distribuicdo, foram reunidos em taxons
amazonicos, aproximadamente 58%, e taxons extra-amazonicos 42% (Scalon, 2007).

Figura 2. Area de ocorréncia do género Stryphnodendron (Scalon, 2007).
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Dentre as espécies que sao de ampla ocorréncia no Brasil Central estédo
Stryphnodendron adstringens, Stryphnodendron coriaceum, Stryphnodendron
rotundifolium var. rotundifolium e Stryphnodendron rotundifolium var. villosum, sendo
Stryphnodendron adstringens o objeto de estudo do presente trabalho. Sua hierarquia

taxonémica encontra-se descrita na Figura 2.

Reino - Plantae

Filo *Magnoliophyta

Ciess R Magnoliopsida

Ordem |-Fabales

Familia  -Fabaceae

Geénero | Stryphnodendron (1837)

.. *Stryphnodendron
ESpecie | ,.stringens (Mart.)
Coville
Figura 2. Hierarquia taxondmica da espécie Stryphnodendron adstringens (Scalon, 2007).

Stryphnodendron adstringens é conhecida popularmente como “barbatimao”,
“barba-de-timao” ou “casca-da-virgindade”, variando de acordo com a regiao (Soares
et al., 2008). A espécie tem ocorréncia predominante em regides de Cerrado, em
especial Cerrado stricto sensu, principalmente em Goias, Bahia, Minas Gerais e Sao
Paulo. A espécie apresenta habito arbustivo e arboreo de pequeno a médio porte,
atingindo altura maxima de 7 a 12 m. Apresenta caule tortuoso geralmente ramificado
a altura do peito. Observa-se variagdo do habito relacionada a formagao vegetal
ocorrendo em habito arbustivo quanto presente em altitudes elevadas e quando
presentes em Cerrados, cerraddes e caatingas comportam-se como arvores e
arvoretas (Scalon, 2007).

A formacgéo dos frutos ocorre entre novembro e junho, com frutos em forma de
vagens cilindricas de 6 a 9 cm de comprimento (Figura 3A) contendo inumeras
sementes, de coloragao verde quando imaturas ou pardas quando maduras. As folhas
da espécie sao bipinadas, entre 5 e 8 pares de pinas e 6 a 8 pares de foliolos cada
pina (Figura 3B). Sua floracdo acontece entre setembro e novembro, ocorrendo
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pequenas flores creme-esverdeadas em inflorescéncias que sao em forma de espigas
(Figura 3C) (Lorenzi & Matos, 2002). O amadurecimento dos frutos ocorre entre
agosto e setembro. A espécie também apresenta como caracteristica a preferéncia
por solos arenosos e de drenagem rapida (Lorenzi & Matos, 2002; Felfili et al., 1999).

O potencial medicinal do barbatimao foi identificado inicialmente pelos povos
indigenas no Brasil, que chamaram a planta de ibatimo, que significava arvore que
aperta, em fungao da sua caracteristica adstringente. Posteriormente, foi levada para
a Europa denominada como “casca brasileira adstringente” (Glasenapp et al., 2014)

Santana e colaboradores em 2016 realizaram um estudo sobre plantas
medicinais utilizadas em uma comunidade quilombola da costa atlantica da Bahia.
Uma das espécies de potenciais farmacologicos mais interessantes identificadas
nesse estudo foi Stryphnodendron adstringens, demonstrando aplicagdo medicinal no
tratamento de feridas, diabetes, problemas de prostata, gastrite, problemas hepaticos,
e inflamacgdes em geral (Santana et al., 2016).

No final da década de 80 iniciaram-se estudos com espécies arbdreas nativas,
onde os grandes centros de pesquisa comegaram a dar visibilidade a importancia da
conservagao desses recursos genéticos (Freitas et al., 2005). As plantas medicinais
representam uma classe de grande importancia dentre as espécies ameagadas de
extincdo (Sebastian et al., 2010). Um instrumento fundamental para a elaboracdo de
estratégias de conservagao de recursos genéticos € a avaliagdo da diversidade
disponivel. A conservagao das espécies em seus locais de ocorréncia é fundamental
para a conservacao dos processos evolutivos atuantes nessas populagdes
(Glasenapp et al., 2014).
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Figura 3. Estruturas anatbmicas de Stryphnodendron adstringens. Frutos em forma de vagens
cilindricas (A); Folhas bipinadas (B); Flores creme-esverdeadas em inflorescéncias em forma
de espigas (C) (Scalon 2007).

3.2 MARCADORES MOLECULARES

Apenas o fendtipo ndo fornece informagdes suficientes para a diferenciagéo
entre plantas. Essa informacao pode ser fornecida pelo seu material genético (King &
Stansfield, 1997). A variagdo que ocorre na sequéncia dos genomas € bastante
relevante no momento de se adotar métodos de producido e/ou conservacido de

espécies (Sehgal & Raina, 2008). Neste aspecto os marcadores moleculares se
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tornaram ferramentas bastante uteis fornecendo meios de estabelecer uma ligagéo
entre as variagdes fenotipicas e as genotipicas (Varshney et al., 2005).

Marcadores moleculares podem ser definidos como sendo sequéncias de DNA
identificaveis que se encontram em regides especificas do genoma e seguem um
padrao de heranga conhecido, ou seja, sdo transmitidos de uma geragao para outra
conforme determina os principios da hereditariedade (Semagn et al., 2006). Sendo
assim, sdo amplamente utilizados para a identificagdo da variagao genética por meio
da deteccao de polimorfismos em diferentes niveis. A maioria dos marcadores
moleculares s&do amplamente empregados em estudos de mapeamento genético,
diversidade genética, associagcdo marcador-fenotipo e em programas de selegéo
assistida por marcadores (Semagn et al., 2006).

O desenvolvimento da PCR (Polymerase Chain Reaction) pelo pesquisador
britdnico Kery Mulis no final da década de 80 foi o que alavancou o uso dos
marcadores moleculares baseados em DNA. A técnica baseia-se no processo simples
de amplificacdo em escala exponencial de uma quantidade inicial de DNA através do
uso de temperatura, enzimas termo sensiveis, e substratos suficientes para a sintese
de novas fitas de DNA (Mulis & Falona, 1987).

O desenvolvimento de tais técnicas colocou a disposi¢ao dos geneticistas uma
gama de marcadores a serem utilizados, o que levou a estudos comparativos em
culturas como soja, trigo e cevada (Powell et al., 1996; Russell et al., 1997; Bohn et
al., 1999). Dentre os marcadores comparados, os microssatélites ganharam destaque
na genética vegetal em fungdo de diversas caracteristicas que se mostraram
favoraveis, tais como, natureza multialélica, heranga codominante, alta
reprodutibilidade, abundéancia no genoma (incluindo genoma organelares), facilidade
de automacéao e genotipagem de auto rendimento, como em cana de agucar (Parida
et al., 2009).

Os marcadores podem se diferenciar quanto a caracteristicas como
abundancia no genoma, nivel de polimorfismo detectado e informacado genética,
especificidade dos locos, reprodutibilidade, capacidades técnicas, e custos (Buso et
al.,2003).

Os marcadores moleculares s&o classificados principalmente como: i) com
base em hibridagcdo RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism). ii). com base
na técnica de PCR, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al.,
1990), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple
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Sequence Repeats), SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélites; iii) e

porlimorfismo de nucleotideo unico SNPs (Varshney et al., 2007).

3.3.1 Marcadores microssatélites

Em 1982, foi relatada e caracterizada a existéncia de regides microssatélites
em eucariotos, desde leveduras até vertebrados (Hamada et al., 1982).
Posteriormente os microssatélites foram identificados em grande numero nas plantas
e em diversos outros eucariotos por Delseny et al. (1983) e por Tautz & Renz (1984).

Nos genomas vegetais s&o encontrados principalmente mononucleotideos em
relagdo aos outros tipos de repeticdo, sendo A/T o motivo mais frequente. Os
dinucleotideos ficam em segundo lugar com os motivos mais frequentes GA/TC e
AT/TA. Os trinucleotideos ocorrem em uma frequéncia bem menor, sendo mais
comuns em regides codificantes (Bhargava & Fuentes, 2010; Myburg et al., 2014).

Para serem considerados regides microssatélites, elas precisam apresentar
algumas caracteristicas em sua estrutura e composicao, tais como serem compostas
por nucleotideos arranjados em numero que varia entre 1 € 6, organizados em tandem
na sequéncia de DNA, com ocorréncia frequente no genoma de procariotos e
eucariotos (Agarwal et al., 2008). Essas regides, apos descobertas e descritas
comecgaram a ser utilizadas como marcadores microssatélites, também denominados
de sequéncias simples repetidas (SSRs; Tautz, 1989) ou repetigdes curtas em tandem
(STRs; Edwards et al.,1991).

As regides microssatélites sao divididas em grupos segundo algumas
caracteristicas como, o tamanho do motivo de repeticao, arranjo dos nucleotideos nos
motivos de repeti¢ao e local no genoma (Tabela 1). Segundo o elemento de repeti¢cao
as regides microssatélites sdo subdivididas em -mono, -di, -tri, -tetra, -penta e -
hexanucleotidicas. De acordo com a localizagdo no genoma, estdo subdivididos em
microssatélites nucleares (nuSSR), quando localizados no DNA nuclear;
microssatélites cloroplastidiais (cpSSR), no DNA dos cloroplastos; e microssatélites
mitocondriais (MtSSR), no DNA das mitocondrias (Kalia et al., 2011). Segundo o
arranjo dos nucleotideos no motivo de repeti¢gdo, sdo classificados em perfeitos ou
imperfeitos, interrompidos ou compostos. Os perfeitos sdo aqueles possuem apenas
os nucleotideos pertencentes ao motivo da sequéncia, enquanto o imperfeito

apresenta bases que nao corresponde ao motivo. Os interrompidos possuem em sua
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constituigdo uma sequéncia curta que ndo correspondem ao seu motivo original. Os
compostos sao constituidos de dois motivos de repeticdo arranjados em tandem
(Bhargava & Fuentes, 2010; Oliveira et al., 2012).

Tabela 1. Classificagdo das regides microssatélites segundo suas caracteristicas (Adaptado de Kalia
et al., 2011).

A. Segundo numero de elementos repetitivos (n)

Mononucleotideos (A)n AAAAAAAA...
Dinucleotideos (CA)Nn ...CACACACACACA...
Trinucleotideos (CGT)n ...CGTCGTCGTCGTCGT...
Tetranucleotideos (CAGA)n ...CAGACAGACAGACAGA...
Pentanucleotideos (AAATT)n ..AAATTAAATTAAATTAAATT...
Hexanucleotideos (CTTTAA)n ... CTTTAACTTTAACTTTAA...
B. Segundo o local no genoma
Nuclear nuSSR
Cloroplastidial cpSSR
Mitocondrial mtSSR
C. Segundo o arranjo dos nucleotideos dentro dos motivos de repeticdao
Perfeito (CA)n
Imperfeito (AAC)n ACT (AAC)n
Interrompido (CTTTAA)n CGGA (CTTTAA)N
Composto (CGT)n (AAT)N

n=ntimero de vezes que 0 motivo se repete

Yu e colaboradores em 2004 realizaram um estudo com trigo identificando que
19% dos motivos dinucleotideos estéo localizados em regides codificadoras, enquanto
74% dos trinucleotideos encontram-se em regides codificadoras. Essa maior
frequéncia de repetigbes de trinucleotideos encontrada em regides codificantes em
relacdo aos outros tipos de repeticido pode ser explicada baseada na pressao seletiva
existente, o que leva a supressdo de microssatélites ndo triméricos nas regides
codificadoras, isso ocorre devido a mudanga no quadro de leitura de um gene que
pode ser causada, com aumento ou um decréscimo no numero de unidades de
repeticdo (Kalia et al., 2011).

Em fungdo dessas caracteristicas, os microssatélites localizados em regides
codificantes e nao codificantes recebem denominacgdes distintas, sendo os localizados
em regides intrdbnicas ou em sequéncias intergénicas classificados como
microssatélites genémicos (SSR) e os localizados nas regides transcritas como
microssatélites génicos (EST-SSR) (Varshney et al., 2005).
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As altas taxas de polimorfismo nos microssatélites estdo diretamente
relacionadas as altas taxas de mutagdo que ocorrem nessa regido do genoma. Os
principais mecanismos que causam mutacao entdo divididos em dois, o deslizamento
da polimerase durante a replicagdo, conhecida como strand-slippage e a
recombinagcdo desigual. Nos dois casos a mutagdo € resultado do pareamento
incorreto de bases do DNA, tendo como consequéncia insercdo ou delegao de
unidades de repeticdo. Modelos alternativos estdo sendo constantemente estudados
para explicar como ocorre a evolugao dos microssatélites (Ellegren, 2004).

As taxas de mutagdo existentes para os microssatélites podem variar desde
entre espécies, alelos, até entre locos. Os fatores que influenciam a variacdo dessa
taxa sdo caracteristicas como numero de motivos de repeticdo, comprimento da
repeticdo e o tipo de motivo repetido. Regides que possuem um elevado numero de
repeticbes em tandem tem maior chance de ocorrer deslizamento, se tornando mais
susceptiveis a mutagdo (Bhargava & Fuentes, 2010).

O polimorfismo que ocorre nas regides microssatélites pode ser observado a
partir do uso de marcadores especificos, esse polimorfismo ocorre em fungao da
variagdo no numero de motivos de repeticdo que compde a regiao microssatélite. Essa
informacao pode ser facilmente recuperada por reacdo em cadeia da polimerase. E
possivel realizar a genotipagem com niveis diferentes de automacgao, o que torna essa
uma técnica robusta para analise de paternidade, constru¢édo de mapas genémicos,
selegcao assistida por marcadores e para estabelecer relagbes genéticas evolutivas
entre espécies e populagdes (Parida et al., 2009).

Em uma aplicagdo pratica, o uso de marcadores moleculares microssatélites
se mostram eficientes na producdo de informacbes importantes para o
reconhecimento de potenciais unidades de conservacdo, além de fornecer dados
sobre 0s processos genéticos que ocorrem com as populagdes como a diversidade
genética, fluxo génico e deriva genética (Heywood & Iriondo, 2003). Como exemplo
podemos citar os trabalhos de caracterizagdo genética de bancos de germoplasma de
Dipteryx alata (Guimaraes, et al., 2017) e Hymenaea Stigonocarpa (Gongalves, 2016),

Algumas desvantagens estdo associadas ao uso de marcadores microsatélites,
como por exemplo a necessidade da utilizagao de primers (sequéncias de regides que
flanqueiam os microssatélites) especificos para cada espécie, sendo este um
processo que requer disponibilidade de investimento financeiro e recursos humanos

especializados. O ganho em tempo e recursos financeiros esta na praticidade e
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reprodutibilidade da técnica que utiliza a Reagdo em Cadeia da Polimerase para
realizar a identificacdo de polimorfismo das populagdes (Caixeta et al., 2006; Zalapa
et al., 2012).

Uma caracteristica interessante e muito vantajosa que pode reduzir os custos
em analises populacionais utilizando marcadores microssatélites € a possibilidade de
transferibilidade de primers. Os primers desenvolvidos para uma espécie podem ser
transferidos para outras espécies que sao filogeneticamente proximas. Isso ocorre
porque existe homologia entre as regides que flanqueiam os microssatélites, por
serem fortemente conservadas entre taxons (Varshney et al., 2005; Barbara et al.,
2007).

3.3.2 Desenvolvimento de microssatélites utilizando sequenciamento de nova geragao

As novas tecnologias para sequenciamento de DNA comegaram a ser
comercializadas no inicio dos anos 2000, e desde entdo n&o pararam de se
desenvolver. Todas tém em comum a capacidade de gerar dados de milhdes de pares
de bases de DNA em uma unica corrida (Carvalho & Silva, 2010), que geram
informagdes suficientes para a identificagcdo de regides microssatélites no genoma
para escolha e desenhos de primers (Abdelkrim et al., 2009; Zhu et al., 2012). Pode-
se destacar como beneficios dessa metodologia o potencial de gerar um grande
numero de informagdes realizando sequenciamento de alta cobertura gendmica,
possibilitando grandes quadros de leitura, contribuindo para o procedimento de
montagem dos genomas (Carvalho & Silva, 2010).

A principal vantagem do sequenciamento de nova geracdo (NGS) para o
desenvolvimento de microssatélites é a possibilidade de analises do genoma parcial,
ou mesmo de uma fragdo do genoma, tornando-se possivel a identificacdo de um
grande numero e tipos de regides microssatélites. Tal riqueza de informagdes
beneficia principalmente o desenho de primers para espécies que contém poucas
regides microssatélites no genoma, além de oferecer ao pesquisador a opgao de
escolha dos melhores motivos de repeticao (Castoe et al., 2010; Silva et al., 2013).

A alta quantidade informacdo gerada torna importante que se considere
cuidadosamente as opc¢des relacionadas ao processamento dos dados do
sequenciamento de nova geragdo para a identificagdo das regides microssatélites.
Apoés a obtengao dos dados brutos a primeira etapa € a montagem das sequéncias
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para a obteng¢ao dos contigs. Como ja mencionado a identificagdo dos microssatélites
pode ser realizada em genomas parciais ou em pedagos do genoma, podendo
acontecer ja nessa etapa. No entanto para realizar a montagem do genoma é
necessario o conhecimento sobre algumas informagdes como, por exemplo, o tipo de
dado gerado (tecnologia 454 x illumina e/ou genoma x transcriptase), além de exigir
também o conhecimento de bioinformatica por parte do pesquisador (Zalapa et al.,
2012). Outro fator para ser levado em consideragao € o software a ser utilizado para
a montagem dos dados de NGS, pois existem diversos programas que realizam a
montagem de contigs (Shendure & Ji, 2008; Taheri et al., 2018).

Uma vez que o NGS é uma ferramenta altamente eficaz na descoberta de
microssatélites torna-se um desafio para o pesquisador a padronizacédo da reagao de
PCR nessa etapa do desenvolvimento. Estudos de NGS sequenciam milhares de
regides microssatélites, sendo assim exige-se uma analise cuidadosa no momento de
selecionar essas regides com potencial para se tornarem marcadores, sendo 0s
parametros utilizados no momento da pesquisa um fator primordial (Zalapa et al.,
2012). Durante o desenvolvimento, outro fator relevante que deve ser levado em
consideragao € que, microssatélites com maiores taxas de polimorfismo em geral s&o
associados com motivos de repeticdo mais curtos e com maior numero de repetigdes.
Tal caracteristica pode ser atribuida as suas altas taxas de mutagdo quando
comparados a motivos de repeticdo mais longos e com menor numero de repeti¢cdes
(Kelkar et al., 2008). Por fim deve-se dar prioridade a classe dos microssatélites
perfeitos, pois apresentam maior variabilidade alélica que os compostos ou
imperfeitos (Buschiazzo & Gemmell, 2006). Varios sdo os programas para realizar a
busca por motivos microssatélites em dados de sequenciamento de nova geracgao,
sendo que muitos podem ser utilizados independentemente ou em conjunto (Zalapa
et al., 2012).

Ap0s a identificagdo das regides microssatélites o desenvolvimento segue com
as etapas de: (i) desenho dos pares de primers especificos das regides que
flanqueiam os microssatélites; (ii) a padronizagdo da reacdo PCR para cada loco
microssatélite visando o maximo de quantidade e qualidade de DNA na amplificagao;
(i) analise e caracterizagdo do polimorfismo de cada loco para a validagao das
regides microssatélites para a disponibilizagdo dos mesmos como marcadores para a

espécie em estudo (Roder et al., 1998; Semagn et al., 2006).
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3.3  VARIABILIDADE GENETICA EM ESPECIES SILVESTRES

A variabilidade genética que é verificada nos mais diversos tipos de populag¢des
naturais, sejam elas plantas ou animais, é resultante de uma relagao intricada entre
0s processos de mutagdo, recombinagao, fluxo génico, deriva genética e selegéo
natural. Além disso, aspectos tais como tamanho populacional, padrées de
cruzamento e distribuicdo geografica dos individuos também contribuem para a
manutengado e organizagao da variabilidade genética. A estrutura genética pode ser
moldada a partir da disposig&o dos alelos e dos gendtipos no espago e no tempo e as
forcas evolutivas atuando do contexto de cada espécie e de suas populacdes
(Hamrick, 1982; Beja-Pereira & Almeida, 2005; Borém, 2005; Hartl, 2008).

A estrutura genética de uma populacgéao é fortemente influenciada por aspectos
ecologicos que afetam a reprodugéo e a disperséo dos genes. A reprodugéo tem seu
papel fundamental de repassar a informagdo genotipica para a proxima geragao,
mantendo o fendtipo e a dispersao de polen e sementes (Loveless & Hamrick, 1984).

Ao se considerar a dificuldade de estudar todas as espécies do ecossistema
devido a grande diversidade existente, os estudos populacionais do ponto de vista
genético tornaram-se um grande aliado dos pesquisadores (Kageyama et al., 2003).
Nesse sentido tais estudos permitiram que algumas espécies pudessem servir como
modelos para outras em fungdo das suas caracteristicas biolégicas semelhantes
(Kageyama et al., 2003; Freire et al., 2007). A partir de estudos populacionais foram
observados que padrdes de estrutura genética se associam a padrdes reprodutivos e
demograficos (Kageyama et al., 2003).

Sabe-se também que o conhecimento acerca do fluxo génico e a variabilidade
dentro e entre as populagdes sao relevantes no momento de definir métodos de
conservagao, sendo assim, diversos sao os estudos onde sao realizados analises da
diversidade genética das populagbes e a caracterizagdo dos niveis de diversidade
genética. Nesses estudos, dependendo dos marcadores utilizados, sao avaliados
porcentagem de locus polimérficos, numero de alelos por locus e heterozigosidade
média (Zucchi, 2002). Muitos sao os marcadores moleculares disponiveis para estimar
padrbes de variabilidade genética em populagdes naturais, com a finalidade de
tomada de decisbes para conservagao de recursos genéticos (Ferreira & Grattapaglia,
1998).
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A partir de um levantamento na literatura € possivel verificar que algumas
espécies ja foram estudadas do ponto de vista genético populacional partir do uso de
diferentes marcadores moleculares (Tabela 2), mas que se comparado ao numero de
espécies existentes, por exemplo, no bioma Cerrado, muito ainda deve ser realizado
a fim de conhecer a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética nessa

especies.

Tabela 2. Exemplos de algumas espécies arbdreas de importancia econémica que ja tiveram sua
diversidade genética descrita em algum nivel por pelo menos um tipo de marcador molecular
(Adaptado Mendonga, 2011).

Espécie Marcador molecular Referéncia
Anacardium humile SSR Soares et al., 2013
Annona crassiflora SSR Collevatti et al., 2014

Araucaria angustifolia AFLP, SSR, nuSSR, cpSSR Souza, 2006; Stefenon et al.,

2003; Bittencourt; Sebben,
2008; Patreze & Tsai, 2010;
Klabunde, 2012.

Aspidosperma polyneuron AFLP, SSR, ISSR Almeida et al., 2015;
Damasceno et al., 2011; Reis
etal., 2011
Byrsonima cydoniifolia SSR Bernardes et al., 2014
Cabralea canjerana SSR; ISSR Alegre, 2015; Melo et al.,

2015; Pereira et al., 2011

Caesalpinia echinata AFLP, RAPD Cardoso et al., 2005;
Cupertino & Correcirc, 2013

Calophyllum brasiliense AFLP, cpDNA, RAPD Carnavale-Bottino, 2006;
Mendonga et al., 2014; Neri,
2011; Silveira et al., 2016.

Cariniana estrellensis SSR Guidugli et al., 2016.

Copaifera langsdorffii SSR Antiqueira et al., 2014;
Carvalho et al., 2010; Martins
et al., 2008; Tarazi et al., 2010.

Dipteryx alata SSR Guimaraes, R. A. et al., 2017.
Soares et al.,2015

Eugenia dysenterica RAPD, SSR Aguiar et al., 2011; Telles et
al., 2013; Zucchi, 2002.



Eugenia uniflora

Gmelina arborea

Hancornia speciosa

Hymenaea courbaril

Myracrodruon urundeuva

Myrcia splendens

Plathymenia reticulata

Schizolobium parahyba

Stryphnodendron adstringens

Tabebuia aurea

Tabebuia roseoalba

Tibouchina papyrus

AFLP, SSR, RAPD

AFLP, ISSR, SSR

SSR

SSR, ISSR

AFLP, fAFLP, SSR

ISSR

RAPD, SSR

RAPD, SSR, AFLP

RAPD, Isoenzimas, AFLP,
Transferibilidade de SSR

SSR

SSR

SSR
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Franzon et al., 2010; Ferreira-
Ramos et al., 2008; Slaviero,
2009.

Araya et al., 2005; Naik et al.,
2009; Wee et al., 2012.

Costa, et al., 2017; Rodrigues,
et al.,2015

Ciampi et al., 2008; Feres et
al., 2009; Silva, 2010.

Freitas et al., 2005; Souza,
2017; Viegas et al., 2011.

Brandéo et al., 2015; Brandao
et al., 2011.

Cruz et al., 2012; Lacerda et
al., 2001; Oliveira et al., 2012.

Canchignia-Martinez et al.,
2007; Freire et al., 2007;
Kamau et al., 2003.

Camilo et al., 2001;
Glasenapp, 2007; Branco et
al., 2010; Mendonga, 2011

Braga et al.,2007

Feres et al., 2009; Martinez,
2008; Ribeiro, 2011.

Lima et al., 2015; Telles et al.,
2011; Telles et al., 2010

Para Stryphnodendron adstringens pode-se verificar na literatura alguns

trabalhos que realizaram analises de variabilidade genética populacional com
marcadores RAPD (Camilo et al., 2001), Isoenzimas (Glasenapp, 2007), AFLP e

transferibilidade de microssatélites

Atualmente, ndo se tem disponivel

(Branco et al.,

2010; Mendonga, 2011).

na literatura um painel de marcadores

microssatélites, que seja espécie especifico para Stryphnodendron adstringens, que

possa subsidiar estudos genético populacionais utilizando essa classe de marcador,

o que justifica o desenvolvimento do presente trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO, EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Para a realizacdo do presente estudo foram amostradas folhas de S.
adstringens, coletadas em silica gel e acondicionadas em freezer - 80°C no laboratério
de Genética & Biodiversidade (LGBio), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias. O DNA de cada individuo foi extraido, a partir do
tecido foliar, seguindo o protocolo que utiliza o detergente CTAB (brometo de cetil-
trimetil amdnio) descrito por Doyle & Doyle (1987), adaptado por Ferreira &
Grattapaglia (1998).

A amostragem de individuos em cada etapa do trabalho foi organizada da
seguinte forma: 1) um individuo foi utilizado na etapa de sequenciamento e obtencgéo
parcial do genoma. A partir da obtencdo dos dados desse individuo foi realizada a
pesquisa e identificacdo das regides microssatélites; 2) para a etapa dos testes de
amplificacdo cruzada e padronizagao da temperatura dos primers desenhados para
Stryphnodendron adstringens foram utilizados apenas 4 individuos oriundo de
diferentes localidades; 3) na etapa de identificagao de polimorfismo foram utilizados 8
individuos oriundos de diferentes localidades; e 4) na etapa de caracterizagdo da
variabilidade genética, os marcadores considerados padronizados foram avaliados

em 48 individuos distribuidos em trés populac¢des (Tabela 3).

Tabela 3. Localizagéo das popula¢des naturais de Stryphnodendron adstringens utilizadas na etapa de
caracterizagao da variabilidade genética.

Localidade Cddigo N° Individuos Latitude Longitude
Candeias (MG) CAN-MG 16 -20,68917 -45,21638
Posse (GO) POS-GO 16 -14,18185 -46,34372
Chapada dos Guimaraes (MT) CHG-MT 16 -15,48030 -55,68783

A qualidade e integridade das amostras de DNA extraidas foram verificadas por
eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, coradas com brometo de etidio (10
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mg/ml). Cada amostra foi preparada com 3 yL de DNA e 4 pL de tampédo de
carregamento. A eletroforese foi realizada com o gel submerso no tampéao TBE (Tris
Borato-EDTA) na concentragcdo 1x, o padrdo de voltagem utilizada para conduzir a
eletroforese foi de 70V. Foram utilizados padrbes de massa molecular, DNA de fago
Lambda (M), em concentragdes conhecidas (10 ng/ uL, 20 ng/ pL, 50 ng/ pL, 100 ng/
ML e 200 ng/ pL). Ao final da eletroforese os géis foram visualizados com luz
ultravioleta e fotografados por fotodocumentador seguindo a quantificagao visual de
cada amostra através da comparacdo com os padroes de peso molecular lambda.
Para a etapa de padronizacdo das condigdes da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), as amostras foram normalizadas para uma concentragdo de
aproximadamente 2,5 ng/uL. Para tanto, as amostras foram diluidas com agua
ultrapura. Apds a diluicdo, uma nova eletroforese horizontal foi realizada para a

verificagdo da concentragdo da amostra diluida.

4.2 DESENHO DE PRIMERS PARA REGIOES MICROSSATELITES

A identificacdo de regides microssatélites no genoma de S. adstringens foi
realizada a partir da utilizagao de conjunto de sequéncias de DNA geradas por Souza
e colaboradores (2018 - dados n&o publicados). Com base nesse conjunto de
sequéncias foi realizada a busca por regides microssatélites utilizando o programa
QDD versédo 3.1.2 (Meglécz et al., 2014). Para tanto, foram utilizados parametros de
busca para o numero minimo de vezes que cada tamanho de motivo microssatélite se
repete numa mesma regido, foram usados, dez para dinucleotideos, seis para
trinucleotideos e tetranucleotideos e cinco para pentanucleotideos e
hexanucleotideos. Para a realizagdo dessa etapa as regides microssatélites que
estavam associadas a elementos transponiveis (TEs) foram descartadas.

A partir das regides microssatélites que atendiam as caracteristicas minimas
desejadas que foram identificadas utilizando o software QDD, foram desenhados
primers no programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000). Para tanto, foram
considerados os seguintes parametros para o desenho dos primers: tamanho do
amplicon variando entre 150bp e 400bp, proporgéo de GC variando entre 30% e 60%,
valor de temperatura de melting (Tm) variando entre 56°C e 62°C e tamanho do primer

permanecendo no intervalo entre 22bp e 25bp.
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4.3 PADRONIZACAO DOS PRIMERS DE REGIOES MICROSSATELITES

Cada par de primer desenhado foi testado em diferentes reagdes de PCR
alterando a temperatura de anelamento do primers para mais ou para menos, a fim
de encontrar a temperatura de anelamento ideal. As PCRs foram conduzidas no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

As reacdes de PCR foram preparadas seguindo as condi¢des de concentragao
de reagentes descritas na Tabela 4. O programa utilizado para todas as reagdes no
termociclador foi: (1) desnaturacao a 94°C durante 5 minutos, (2) desnaturagdo a 94°C
durante 1 minuto; (3) temperatura especifica de anelamento do par de primers ao
fragmento de DNA durante 1 minuto, (4) extensao da molécula Taq polimerase a 72°C
por 1 minuto, (5) extenséo a 72°C durante 45 minutos. As etapas de 2 a 4 ocorreram
em 30 ciclos. As temperaturas de anelamento foram ajustadas especificamente para
cada par de primers com o objetivo de maximizar a qualidade do produto amplificado

e, consequentemente, diminuir os produtos de amplificagcdes inespecificas.

Tabela 4. Reagentes e suas respectivas concentragdes utilizados nas reagdes de PCR para cada
amostra de Stryphnodendron adstringens.

Reagente Concentracao Volume (pl)
H20 ultrapura - 2,65
DNA 2,5 ng/ul 1,5
Primer (F e R) 0,9 uM 1,5
Tampéo da enzima com MgCI2 10 X 1,0
BSA 25 mg/mi 1,3
dNTP's 2,5uM 0,9
Taq polimerase 5U 0,15
TOTAL - 10

Os produtos de PCR foram avaliados, quanto a qualidade da amplificacdo, em
eletroforese horizontal em gel de agarose 3% sob TBE 1X, submetidos a uma corrente
elétrica de 70V, durante 1 hora. Os fragmentos amplificados (bandas) foram
visualizados em um fotodocumentador de luz Ultravioleta.

Em seguida, os produtos de PCR foram avaliados em gel de poliacrilamida a
6% para avaliar com maior precisdo a qualidade do produto de amplificacdo e a
deteccao do polimorfismo. Este processo de eletroforese ocorreu aproximadamente
por 2 horas a 65W. Para a visualizagdo das amostras foi utilizado o sistema de
coloracgéao por nitrato de prata, conforme descrito por Creste et al. (2001). O tamanho

de cada alelo foi determinado por comparagdo com marcadores de padrao
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moleculares (Ladder 10 bp e/ou 50 pb da Invitrogen) que foram aplicados em cada
gel, ao lado das amostras. Apds a secagem das placas de vidro contendo os géis
corados, os mesmos foram analisados sobre uma luz branca para estimar os
tamanhos dos alelos em cada loco. As regides polimérficas foram utilizados para

avaliar a variabilidade genéticas nas trés populagdes.

4.4 VARIABILIDADE GENETICA

A variabilidade genética foi estimada a partir dos gendtipos de 48 individuos
oriundos das trés populagdes de S. adstringens (Tabela 3). Foram utilizados os
marcadores que apresentaram polimorfismo na etapa anterior de padronizagao
avaliado em gel de poliacrilamida, uma vez que esses apresentaram potencial para
estudos genético-populacionais.

Para a descri¢gdo do polimorfismo e dos indices de diversidade genética foram
calculados os seguintes paradmetros genéticos: frequéncia alélica, numero médio de
alelos por loco (A); heterozigosidade observada (Ho), média aritmética do numero total
de heterozigotos em relagdo ao numero total de individuos; heterozigosidade
esperada (He) sob Equilibrio de Hardy-Weinberg (E.H.W), que se refere a
probabilidade de pegar dois gametas em uma populacao e eles terem alelos diferentes
em um determinado loco, definida por Nei (1973) como diversidade genética. Todas
essas estimativas foram realizadas no programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002). O
conteudo de informagao polimdrfica (PIC) foi obtido por meio do programa Cervus
v.3.0 (Kalinowski et al., 2007). Além disso, foram estimados a probabilidade de
identidade genética (/) e a probabilidade de exclusao de paternidade (Q) no programa
IDENTITY 1.0 (Wagner & Sefc, 1999).

Para estimar a maxima diversidade genética disponivel, em cada loco, foi
realizado um calculo a partir do numero de alelos observados, em que: Hvax = (A -
1)/A. O numero efetivo de alelos por loco (Ae ) foi calculado a partir de Ae = 1/(1-He).
A proporg¢ao da diversidade maxima He/Hwmax(%) foi calculada a partir de He/Hwvax(%)
= (He/Hwmax)*100.

Com o objetivo de avaliar a magnitude e a distribuigdo da variabilidade entre e
dentro das populagdes, foram estimados os parametros de estrutura genética por

meio de uma analise de variancia de frequéncias alélicas (Weir & Cockerham, 1984).
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Foram utilizadas 10000 reamostragens para estabelecer os intervalos de confianga a
95% para os valores de f, F e 6. As estimativas foram obtidas no programa FSTAT
2.9.3.2 (Goudet, 2002).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENHO DOS PRIMERS PARA REGIOES MICROSSATELITES

Considerando as caracteristicas indicativas de potencial para o desenho de
primers, foi possivel selecionar 20 regides microssatélites do genoma de
Stryphnodendron adstringens (Tabela 5). Os pares de primers foram desenhados para
14 regides microssatélites compostas por dinucleotideos, quatro por tetranucleotideos
e duas por pentanucleotideos (Figura 4). Cada loco recebeu o prefixo “SAD_H” em
que “SAD” é a abreviagao de Stryphnodendron adstringens e “H” remete ao tipo de
sequenciamento utilizado para a obtengao da sequéncia genémica, HiSeq (Souza et
al., 2018 — dados ainda nao publicados).

M Dinucletotideos M Tetranucleotideos M Pentanucletotideos

Figura 4. Porcentagem dos diferentes motivos de repeticao nas 20 regides microssatélites que foram
selecionados para Stryphnodendron adstringens.
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Tabela 5. Pares de primers desenhados para regides flanqueadoras de microssatélites identificados
no genoma de Stryphnodendron adstringens com a quantidade de cada motivo de peticao

e o tamanho do fragmento.

Marcador

SadH_01

SadH_02

SadH_03

SadH_04

SadH_05

SadH_06

SadH_07

SadH_08

SadH_09

SadH_10

SadH_11

SadH_12

SadH_13

SadH_14

SadH_15

SadH_16

SadH_17

SadH_18

SadH_19

SadH_20

Sequéncia

F - AGTGCCTCTACTGATTTATGACCC
R - CCAGGCGATTCAACCATATC
F - AAGCCGTAGCTTGGAAGTGA

R - TGTCCATAGATCCAAACGAGG
F - TCGGCTACTTCTTCTGCATCT

R - CAGGTTGTGGTTGGCCTATT

F - TCAGAGAGGTGGTTTGAGCA
R - CACCAAATCAATCATGTTCCA
F-GTGGTCTCTCTGCTGCCTTC

R - ACAGGGATGAGCCAGAGCTA
F - ACGATATTAAGAAGGGACTAGCAG

R - AGGTTTGAAGGCTCATCAGTT
F - TAAAGGGTCATTATATGTGGCAA
R-TTTCTGTAACCCTTCGACCA
F - TACAGCTTCAGCAACAACCC
R - GTGTCGCTGGAGAATCACAT
F - AGTGGAAGAAGAGCCCACAG
R - CCTGGAAAGGTTGGAGAGTG
F - GAAGAAGCAGAGGGTTGTCAG
R - GAATACATGGGCAAATGATGG
F - TTAAGTCACGCCTCTTCGTC
R - CTGTATAGTGAAGGCATGTTTCC
F - AACACCTCCCTAGTCCCTCC
R-TCAGAATGTGCTTCTTTGCG
F - CTTCCAGGTGCCTTGCTTAC
R-TGCTCATCTGTTTCTTTGGTTC
F - GAGACATCGTCCGAGGCTAA
R - CTGACCCAAATCAGCACAGA
F - TGAGTTGGGTGCTCTACCTT
R - AAGAACGAAGAAATGGCAAA
F - TGGAGGAGGGAGTATAGGTGA
R - ACTAGGGACACTGACGAGGC
F - GTCTCGGATTTGATTTCGCT
R - AATTTAGACAGCATTGTGGAGC

F - ATGAGCTTGGATGGTTGATG

R - TGGAAGGCTACGTGGAATTA
F - GGCGTGGAGAAGACAAGTTC

R - AGAGGAAACCGAACGTCAAA
F-TTGTGTTTGGCTATGGAGAAGA
R - TGTAGAGACAAGGTGTGGCG

Motivo de
repeticao

(GT)s

(AG)s

(AC)s

(TG)s

(CT)14

(AG)s

(AC)14

(AG)14

(CT)11

(AG)14

(AG)15

(CT)1e

(TG)14

(TC)1a

(AACG)

(AACG)s

(AAAG)s

(AAAT)s

(AATAG)s

(ACCTC)s

163

320

250

350

286

321

170

167

204

264

327

158

220

250

237

242

220

267

180

148

Tamanho do fragmento
(pb)
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5.2 PADRONIZAGAO DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

5.2.1 Ajuste de parametros para a reacdo em cadeia da polimerase

Com base na etapa inicial de ajuste da temperatura durante a verificagao na
eletroforese horizontal em gel de agarose foi possivel verificar a amplificagdo em todos
os individuos para 15, dos 20 primers testados inicialmente. Cinco apresentaram
amplificagdo parcial de alguns individuos, trés amplificaram pelo menos em trés
individuos (SadH_12; SadH_15; SadH_19) e dois amplificaram no minimo dois
individuos com bandas fortes (SadH_05; SadH_10) (Figura 5). Tal avaliagao permite
verificar que a maioria apresentou um bom padrao de amplificacdo nos testes iniciais,
considerando o conjunto de primers desenhados para S. adstringens, uma vez que foi
utilizada inicialmente uma unica temperatura para todos os primers. Os primers que
nao amplificaram em todos os individuos com a temperatura inicial posteriormente
amplificaram com o ajuste de temperaturas e avaliagdo em gel de poliacrilamida.

Em seguida, todos os primers foram avaliados de forma mais detalhada, na
etapa seguinte, em gel de poliacrilamida para o ajuste fino da temperatura de
anelamento ideal. As temperaturas de anelamento dos primers desenhados nesse
estudo ficaram padronizadas variando entre 52°C e 58°C (Tabela 6). Dos 20 locos
avaliados, 16 apresentaram polimorfismo enquanto quatro foram monomorficos
(Apéndice 1). Os alelos que foram identificados apresentaram tamanhos variando
entre 138 pb e 350 pb (Tabela 6).

A andlise dos géis de poliacrilamida mostrou que existem alguns locos que
exibe duas faixas de tamanho de produto amplificado, provavelmente uma duplicagao
no genoma em fungdo da paleopoliplodia que € comum em plantas do Cerrado
(Vanneste et al., 2014). Esses produtos de amplificagdo em duas regides distintas,
produzem alelos de tamanhos um pouco diferentes, mas com o mesmo padrao de
segregacao. Sendo assim, para a obtengdo dos genotipos, o critério de escolha foi
utilizar a regido dos fragmentos (alelos) que estavam na faixa de amplitude de
tamanho que foi identificado no individuo sequenciado, que foi utilizado para o

desenho dos primers (Figura 6).
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SadH_02 SadH_03 SadH_04 SadH_05 SadH_06

SadH_07 SadH_08 SadH_09 SadH_10

i i B

SadH_11 SadH_12 SadH_13 SadH_14 SadH_15 SadH_1G SadH 17 SadH_18 SadH 19
= adhi_19  sadH_20

wm- .-

Figura 5. Gel de agarose 3% para a verificagdo do teste inicial da PCR na temperatura de 52°C para
todos os primers desenhados para Stryphnodendron adstringens.

Figura 6. Padrdo de amplificacdo e polimorfismo de alguns dos marcadores desenvolvidos para
Stryphnodendron adstringens em gel de acrilamida 6% corado com nitrato de prata. Os locos
SadH_02, SadH_03, SadH_04 e SadH_06 s&do os 4 monomoérficos encontrados.
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Tabela 6. Temperatura especifica de anelamento e amplitude alélica dos 20 marcadores padronizados
em gel desnaturante de poliacrilamida a 6% Stryphnodendron adstringens.

Marcador Temperatura de Amplitude alélica (bp)

anelamento (°C)

SadH_01 58 161-165
SadH_02* 56 320

SadH_03* 56 250

SadH_04* 56 350

SadH_05 54 272-306
SadH_06* 56 330

SadH_07 54 222-268
SadH_08 58 154-262
SadH_09 58 196-208
SadH_10 56 162-272
SadH_11 56 314-332
SadH_12 52 138-162
SadH_13 56 206-256
SadH_14 58 240-266
SadH_15 56 214-242
SadH_16 58 330-342
SadH_17 52 160-174
SadH_18 58 260-270
SadH_19 58 174-180
SadH_20 56 140-168

*Locos monomorficos para os 8 individuos analisados

5.3 CARACTERIZAGAO DA VARIABILIDADE GENETICA

Dos 20 marcadores padronizados e avaliados na eletroforese vertical em gel
de poliacrilamida, 16 apresentaram polimorfismo (Tabela 6), com uma média de 7
alelos por loco. Foi encontrado um total de 112 alelos e a quantidade de alelos por
loco variou de dois (loco SadH19) a 13 alelos (loco SadH13). Os locos SadH13 e
SadH14 foram os que apresentaram o0 maior numero de alelos, 13 e 12
respectivamente (Figura 8). O numero médio de alelos por loco foi proximo ao

encontrado em outras espécies nativas do Cerrado utilizando marcadores
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microssatélites, como Dipteryx alata com 5,5 alelos por loco em um estudo onde foram

avaliados 9 locos microssatélites em 25 subpopulagdes.

N2 de alelos por loco

Q 2 )

Y v > \ 2] © A Q2 Q
FFEF T TR LS
‘O'b (,)’b ‘O'b ‘O'b r?'b (,)’b ‘O'b ‘O'b c?'b (,)'b r?'b ‘O'b t?'b (,)'b 2 ‘O'b
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12
10

o N b~ O
.
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Figura 7. Numero de alelos amostrados em cada um dos 16 marcadores microssatélites polimérficos
avaliados em 3 populag¢des de Stryphnodendron adstringens.

De um modo geral o padrao de distribuicdo das frequéncias alélicas variou
entre os marcadores polimorficos (Figura 8).
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Figura 8. Frequéncias alélicas de 16 locos microssatélites utilizados para genotipagem de 3 populagées
de Stryphnodendron adstringens.
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Os valores das médias da Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e
do PIC foram iguais a 0,506, 0,543, 0,635 respectivamente. Branco e colaboradores
(2010) avaliaram 23 locos microssatélites transferidos de diversas espécies arboreas
em cinco populagdes de Stryphnodendron adstringens e observaram uma média para
Heterozigosidade observada (Ho) de 0,476 e esperada (He) de 0,678, valores
proximos ao encontrado nesse estudo, e que, segundo eles, esta dentro do que é
observado para outras espécies arboéreas tropicais.

A diversidade genética maxima (Hwax) representa o valor maximo teoricamente
esperado da diversidade génica (He), de acordo com o numero observado de alelos.
No presente estudo, os marcadores microssatélites utilizados detectaram cerca de
65% da diversidade maxima possivel (Tabela 7) indicando uma diversidade genética
que pode ser considerada mediana.

Por outro lado, embora a diversidade genética seja mediana, esse conjunto de
16 marcadores polimorficos padronizados exibiram uma probabilidade de exclusao de
paternidade combinada alta e igual a 0,999983 e uma probabilidade de identidade

combinada baixa e igual a 3,49x10-'° (Tabela 7).

Tabela 7. Estimativas de diversidade genética para 16 locos microssatélites utilizados para
genotipagem de 48 individuos de 3 subpopulagdes de Stryphnodendron adstringens.

Loco A Ae He Ho Huax  He/Hmax(%) PIC Q ]

SadH1 3 2166 0,538 1,000 0,667 80,75 0,444 0,247 0,308
SadH5 9 2879 0,653 0,731 0,889 73,43 0,800 0,653 0,054
SadH7 6 1,725 0,420 0,339 0,833 50,44 0,702 0,514 0,107
SadH8 9 4,808 0,792 0,719 0,889 89,10 0,782 0,626 0,062
SadH9 5 25638 0,606 0,920 0,800 75,75 0,635 0,334 0,228
SadH10 6 2,000 0,500 0,250 0,833 60,00 0,470 0,308 0,280
SadH11 7 2,941 0,660 0,463 0,857 77,00 0,704 0,520 0,106
SadH12 8 2,681 0,627 0,544 0,875 71,66 0,770 0,608 0,069
SadH13 13 3,191 0,687 0,426 0,923 74,39 0,840 0,715 0,036
SadH14 12 5,656 0,820 0,616 0,917 89,45 0,842 0,716 0,036
SadH15 2,226 0,551 0,497 0,875 62,93 0,726 0,561 0,087
SadH16 2,927 0,658 0,623 0,857 76,81 0,712 0,527 0,102
SadH17 1,327 0,247 0,133 0,833 29,60 0,448 0,281 0,303

SadH19 1,374 0,272 0,190 0,500 54,47 0,267 0,134 0,516
SadH20 1,549 0,354 0,374 0,857 41,34 0,685 0,494 0,117
Média 2583 0,543 0,506 0,822 65,519 0,635 0,9999 3,49x10°"5

A: numero de alelos por loco; Ae: numero efetivo de alelos, por loco; AR: riqueza alélica média; He:
Heterozigosidade esperada sob EHW; Ho: Heterozigosidade observada; Hmax: maxima diversidade
para cada loco; He/Hmax(%): propor¢do da diversidade maxima; PIC: Conteudo de Informacgao
Polimérfica; Q: Probabilidade de exclusdo de paternidade; I: Probabilidade de identidade genética.

8
7
6
SadH18 4 1,447 0,309 0,271 0,750 41,20 0,434 0,240 0,317
2
7
7
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O painel de marcadores desenvolvidos para S. adstrigens apresentou alta
probabilidade de discriminacao individual, equivalente ao que foi encontrado para
outras espécies do Cerrado como por exemplo Eugenia dysenterica (cagaita) que foi
observado valores de Q iguais a 0,9367 com cinco marcadores analisados (Telles et
al., 2012) e Hymenaea stigonocarpa com valores iguais a 0,9999 em 10 marcadores
avaliados (Gongalves, 2016). Assim, pode-se considerar que o painel de marcadores
microssatélites disponibilizado no presente estudo € bom para discriminar os
individuos e podera ser utilizado com eficiéncia em analises genético-populacionais

para a espécie S. adstringens.

O parametro 6 foi considerado significativo, e igual a 0,329, o que sugere uma
alta estruturagcédo genética entre as populagdes de S. adstringens. O coeficiente de
endogamia total (F), foi alto e significativo (0,360), indicando uma estruturagdo da
variabilidade genética existente nessas populagdes (Tabela 8). Por outro lado, o valor
global obtido para o coeficiente de endogamia intrapopulacional (f) nao foi significativo,

sugerindo a ocorréncia de panmixia nas populagdes. (Tabela 8).

Tabela 8. Valores estimados e intervalo de confianga para os parametros: indice de fixacao
intrapopulacional (f), coeficiente de endogamia total (F) e diferenciagéo interpopulacional (6)
geradas pela analise de variancia das frequéncias alélicas com 16 locos microssatélites para a
espécie Stryphnodendron adstringens.

Estimativas f F 0

Média dos locos 0,050Ns 0,360* 0,329*
Limite superior (95%) 0,190 0,502 0,432
Limite Inferior (95%) -0,127 0,184 0,226

*Valor significativo; NS: ndo significativo

Através dos parametros obtidos a partir do presente trabalho pode-se afirmar
que o painel de marcadores moleculares microsatélites desenvolvidos para
Stryphnodendron adstringens € altamente informativo e indicado para subsidiar
futuros estudos genético populacionais da espécie, possibilitando a identificagdo de
potenciais materiais para estabelecimento de programas de melhoramento e unidades
de conservacao. Outro fator importante € que esses marcadores podem ser testados
em outras espécies proximas evolutivamente para possivel disponibilizacdo de
marcadores microssatélites, sem a necessidade de desenvolvimento de novos

primers.



42

6 CONCLUSAO

a) Foipossivel desenhar 20 pares de primers flanqueando regiées microssatélites
no genoma de S. adstringens;

b) Apds padronizagao foi possivel disponibilizar 16 marcadores microssatélites
polimérficos para S. adstringens;

c) A diversidade genética € mediana para os 16 marcadores microssatélites
avaliados em trés populag¢des de S. adstringens.

d) A analise na varidncia das frequéncias alélicas permitiu identificar uma alta
estruturagdo genética e baixo indice de endogamia em trés populagdes de S.
adstringens.

e) O painel de marcadores polimorficos desenvolvidos para S. adstringens
apresentou alta probabilidade de discriminagao individual, sendo indicado para

estudos genético populacionais.
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Apéndice 1. Planilha de gendtipos dos marcadores microssatélites desenvolvidos e padronizados para Stryphnodendron

adstringens.
Populagdo | Individuo SadHO1 SadH02 SadHO03 SadHO04 SadHO5 SadHO06 SadHO07 SadHO08 SadH09 SadH10
1 CAN_03 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 222 [222| 170 |[262| 200 |202 ? ?
1 CAN_04 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 222 [222| 162 |[158| 200 |202| 162 |262
1 CAN_07 163 |165| 320 [320| 250 |250| 350 |[350| 272 |[280| 320 |320| 222 [222| 166 |160| 200 |202 ? ?
1 CAN_09 163 |165| 320 [320| 250 |250| 350 |[350| 272 |[280| 320 |320| 222 [222| 166 |160| 200 |202 ? ?
1 CAN_11 163 |165| 320 [320| 250 |250| 350 |350| 272 [272| 320 |320| 222 [222| 166 |162| 200 |202 ? ?
1 CAN_13 163 |165| 320 [320| 250 |250| 350 |[350| 272 |[280| 320 |320| 222 [222| 164 |154| 200 |202 ? ?
1 CAN_15 163 |165| 320 [320| 250 |250| 350 |[350| 272 |[280| 320 |320| 222 [222| 164 |164| 200 |202 ? ?
1 CAN_18 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 272 |[280| 320 |320| 222 |[222| 158 |154| 200 |202 ? ?
1 CAN_21 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 (320| 222 |222| 158 |154| 200 |202 ? ?
1 CAN_22 163 |165| 320 (320 250 |250| 350 |350 ? ? 320 [320| 222 |222| 166 |154| 200 |202 ? ?
1 CAN_24 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 272 |[282| 320 |320| 222 |[222| 170 |170| 200 | 202 ? ?
1 CAN_26 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |[350| 272 |272| 320 |320 ? ? 160 |158| 200 |202 ? ?
1 CAN_28 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 272 |[282| 320 |320| 222 |[222| 170 |166| 200 |202 ? ?
1 CAN_29 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |[350| 272 |272| 320 |320 ? ? 162 |154| 200 |202 ? ?
1 CAN_31 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 272 |[280| 320 |320| 222 |222| 164 |154| 200 |202| 260 |260
1 CAM_32 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 282 |[306| 320 |320| 222 |[222| 166 |162| 200 |202 ? ?
2 POS 03 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |[320| 266 |266| 166 |164| 206 | 206 ? ?
2 POS 04 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |[320| 266 |266| 166 |164| 202 |202 ? ?
2 POS 06 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |[320| 260 |266| 166 |166| 206 | 206 ? ?
2 POS 08 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 278 |[278| 320 |320| 266 |266| 158 |154 ? ? ? ?
2 POS 12 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 260 [260| 166 |162| 200 |208 ? ?
2 POS 13 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 266 |266| 160 |154 ? ? ? ?
2 POS_16 163 |165| 320 |[320| 250 | 250 ? ? 278 |306| 320 [320| 266 |[260| 160 |160| 200 | 200 ? ?
2 POS_18 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 260 |[260| 160 |160| 206 |206 ? ?
2 POS_19 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 260 |266| 160 |160 ? ?
2 POS_25 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 260 |[266| 164 |160| 200 |200 ? ?
2 POS_26 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 266 |266| 166 |160 ? ? ? ?
2 POS_28 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 266 |266| 160 |160 ? ? ? ?
2 POS 29 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |[350| 278 |[286| 320 |320| 260 [260| 164 |160| 196 |202 ? ?
2 POS_30 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 266 |[266| 154 |160| 196 |202 ? ?
2 POS 31 163 |165| 320 ([320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 |320| 260 [268| 158 |164| 196 |202 ? ?
2 POS_32 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 278 |[288| 320 |320| 266 |266| 164 |164| 196 |202| 270 |272
3 CHG 07 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350 ? ? 320 (320 262 |266| 166 |166| 200 |[202| 250 |250
3 CHG 10 163 |165| 320 |[320| 250 |250| 350 |350| 280 |[292| 320 |320| 258 |[266| 166 |160| 200 |202 ? ?
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3 CHG 13 163 165 320 320 250 250 350 350 ? ? 320 320 262 266 160 160 200 202 ? ?
3 CHG 14 163 165 320 320 250 250 350 350 288 292 320 320 260 266 160 160 200 202 250 250
3 CHG_15 161 163 320 320 250 250 350 350 289 289 320 320 258 260 166 160 200 202 ? ?
3 CHG 16 161 163 320 320 250 250 350 350 280 289 320 320 258 262 160 160 200 202 250 250
3 CHG 18 161 163 320 320 250 250 350 350 289 292 320 320 258 262 166 160 200 202 ? ?
3 CHG 20 163 165 320 320 250 250 350 350 289 306 320 320 262 262 170 164 200 202 ? ?
3 CHG 22 161 163 320 320 250 250 350 350 280 292 320 320 266 266 164 160 200 202 250 250
3 CHG 23 163 165 320 320 250 250 350 350 280 292 320 320 260 260 164 160 200 202 250 250
3 CHG 24 163 165 320 320 250 250 350 350 ? ? 320 320 266 266 164 164 200 202 250 250
3 CHG 25 163 165 320 320 250 250 350 350 280 280 320 320 262 266 ? ? 200 202 250 250
3 CHG 28 161 163 320 320 250 250 350 350 ? ? 320 320 262 266 174 164 200 202 ? ?
3 CHG 29 163 165 320 320 250 250 350 350 280 280 320 320 260 266 164 160 200 202 ? ?
3 CHG 30 163 165 320 320 250 250 350 350 289 289 320 320 260 262 166 162 200 202 ? ?
3 CHG 32 163 165 320 320 250 250 350 350 280 290 320 320 258 262 164 160 200 202 ? ?
Apéndice 1. Continuacao
Populagdo | Individuo SadH11 SadH12 SadH13 SadH14 SadH15 SadH16 SadH17 SadH18 SadH19 SadH20
1 CAN_03 314 322 144 144 234 206 244 260 ? ? 330 334 168 168 270 270 180 174 168 164
1 CAN_04 322 322 142 142 228 228 244 260 218 218 330 330 160 160 262 262 174 174 160 160
1 CAN_07 314 322 142 142 228 228 260 260 218 218 330 338 170 160 262 262 180 174 164 150
1 CAN_09 314 322 142 142 228 228 260 260 218 218 330 338 174 160 262 262 180 174 164 150
1 CAN_11 322 322 ? ? 208 208 244 260 236 218 330 334 160 160 262 262 180 174 164 160
1 CAN_13 324 324 142 152 ? ? 244 260 ? ? 330 330 168 168 262 262 180 174 164 160
1 CAN_15 320 324 ? ? 226 224 240 260 222 222 330 334 168 168 262 262 174 174 164 140
1 CAN_18 322 322 142 152 228 228 242 248 232 218 330 334 166 170 262 262 174 174 150 160
1 CAN_21 322 322 144 144 232 208 242 254 236 232 330 334 168 168 262 266 174 174 164 150
1 CAN_22 322 322 154 154 226 208 260 260 232 232 330 334 166 168 262 262 180 174 164 164
1 CAN_24 314 314 154 154 224 224 250 260 236 218 330 330 160 160 262 262 180 174 164 150
1 CAN_26 314 322 142 142 226 226 246 250 218 218 330 342 166 166 262 266 180 174 ? ?
1 CAN_28 314 322 142 142 226 226 248 260 232 232 330 334 168 160 262 262 180 180 164 164
1 CAN_29 314 322 162 162 224 226 250 252 218 218 330 334 ? ? 262 262 180 174 164 164
1 CAN_31 314 322 142 144 228 226 264 266 ? ? 330 334 160 160 262 262 180 174 160 150
1 CAM_32 314 322 142 142 226 226 246 260 232 218 330 334 172 160 262 262 180 174 160 150
2 POS 03 320 318 138 148 208 232 244 248 214 230 334 334 170 170 260 260 174 174 150 150
2 POS 04 320 320 138 138 208 220 250 248 214 224 334 334 170 170 260 260 174 174 150 150
2 POS 06 320 320 138 148 228 232 250 250 214 230 338 340 170 170 260 260 174 174 150 148
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2 POS_08 320 [322 138 148 | 232 256 | 246 | 250| 214 |224| 338 |338| 170 170 260 | 260 180 180 | 150 150
2 POS_12 322 322 138 138 | 208 |232| 246 [250| 214 |214| 338 |[340| 170 170 260 | 260 174 174 150 150
2 POS_13 322 332 138 148 | 232 232 | 248 [260| 230 [230| 338 |340| 170 170 260 | 260 174 174 150 150
2 POS_16 320 |320| 140 148 | 256 | 256 | 244 |260| 214 |224| 338 |[338| 170 170 260 |262 174 174 150 150
2 POS_18 322 322 138 148 | 208 |208| 244 [260| 224 |224| 338 |[340| 170 170 260 | 260 174 174 ? ?
2 POS_19 322 324 138 148 | 208 |232| 246 [248| 214 |230| 334 |342 170 170 260 |262 180 180 ? ?
2 POS_25 320 |320 ? ? 208 232 | 248 |250| 224 |230| 336 |336]| 170 170 260 | 260 174 174 ? ?
2 POS_26 320 |320| 138 148 | 208 |220| 248 [248] 230 |230| 332 336| 170 170 260 |262 174 174 ? ?
2 POS_28 322 324 138 138 | 232 232 | 244 |244| 230 |230] 336 |336| 170 170 260 | 260 174 174 150 150
2 POS_29 320 324 140 148 | 208 |208| 244 |260| 224 |230| 336 |[336| 170 170 260 | 260 174 174 150 148
2 POS_30 320 326 138 148 | 232 232 | 246 |260| 224 |230| 336 |336| 170 170 260 | 260 174 174 150 148
2 POS_31 324 326 138 148 | 220 |220| 246 |260] 230 |230| 334 ([334]| 170 170 260 | 260 174 174 150 150
2 POS_32 320 |324| 138 148 | 232 256 | 246 [ 258 | 230 [230| 334 |334| 170 170 260 | 260 180 180 ? ?
3 CHG_07 320 |320 ? ? 224 230 250 |250| 218 [218| 330 [334| 170 170 260 | 260 174 174 ? ?
3 CHG_10 320 |326 ? ? 230 230 250 |250| 218 [242| 336 [336| 170 170 260 | 262 174 174 ? ?
3 CHG_13 320 |326 ? ? 230 230 250 |250| 218 [218| 330 [334| 170 170 260 | 262 174 174 ? ?
3 CHG_14 320 |320 ? ? 230 |230| 254 |254| 218 [218| 330 [336| 170 170 260 |262 174 174 ? ?
3 CHG_15 326 | 326 ? ? 232 232 | 242 (242 | 218 |242| 330 |336| 170 170 ? ? 174 174 | 148 148
3 CHG_16 320 |320 ? ? 230 230 242 244 | 218 [218| 330 [334| 170 170 260 | 262 174 174 | 148 148
3 CHG_18 320 |320 ? ? 222 234 | 254 [254| 218 |218| 330 |330| 170 170 260 |262 174 174 | 148 148
3 CHG_20 320 |320 ? ? 230 |236| 252 |252| 218 |[218| 330 |330| 170 170 | 262 | 262 174 174 ? ?
3 CHG_22 320 | 326 ? ? 230 |230| 242 |242| 218 |[242| 336 |336| 170 170 | 260 | 262 174 174 ? ?
3 CHG_23 326 | 326 ? ? 222 230 | 242 |[244| 218 |218| 330 |336| 170 170 | 260 | 262 174 174 ? ?
3 CHG_24 326 | 326 ? ? 230 | 230 ? ? 218 |242| 336 ([336| 170 170 | 260 | 262 174 174 | 148 148
3 CHG_25 322 | 326 ? ? 230 230 244 |244| 218 [218| 330 |336]| 170 170 262 | 262 174 174 ? ?
3 CHG_28 322 | 322 ? ? 216|230 254 |244| 218 [218| 330 [334] 170 170 260 | 260 174 174 148 148
3 CHG_29 322 322 ? ? 230 |230| 244 |244| 218 [242| 330 |336] 170 170 262 |262 174 174 148 148
3 CHG_30 320 |320 ? ? 232 232 ? ? 218 |242| 330 ([330] 170 170 260 | 260 174 174 148 146
3 CHG_32 322 | 322 ? ? 230 230 254 |254| 218 [242| 336 [336]| 170 170 262 |262 174 174 148 148
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