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RESUMO

SANTANA A. R. TRANSFERIBILIDADE E DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA
MULTIPLEX DE GENOTIPAGEM DE MARCADORES MICROSSATELITES
PARA Pterodon emarginatus Vogel (FABACEAE). 2014. 61 f. Dissertagcdo (Mestrado
em Genética e Biologia Molecular), Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
de Goiés.

Os marcadores microssatélites sdo amplamente utilizados para acessar a variabilidade
genética em populacGes naturais. Estes marcadores podem ser desenvolvidos a partir de
bibliotecas derivadas de Sequéncias Expressas Transcritas (ESTS) ou gendmicas. Uma
alternativa possivel e econémica para a obtencdo destes marcadores para espécies que
ainda ndo os possuem, é a transferibilidade a partir de primers desenhados para espécies
evolutivamente proximas. A espécie Pterodon emarginatus Vogel (sucupira) pertence a
familia Fabaceae e apresenta grande potencial de uso medicinal e madeireiro, o que faz
dela alvo da exploracdo extrativista. Assim, estudos que contribuam com o seu melhor uso
e conservagdo sdo necessarios, dentre eles os genético-populacionais. Diante disso, o
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de amplificacdo cruzada de primers
desenvolvidos para a espécie Phaseolus vulgaris para P. emarginatus e analisar o
polimorfismo dos locos transferidos a partir de sistema multiplex de genotipagem em trés
populacbes desta espécie. Para tanto, foram avaliados 539 primers desenvolvidos para
Phaseolus vulgaris, sendo 345 derivados de bibliotecas de ESTs e 194 genémicos. Os
testes de amplificacdo foram realizados utilizando trés individuos, enquanto a avalia¢éo
inicial do polimorfismo com oito. Por fim, os parametros genéticos de diversidade foram
estimados utilizando 88 plantas, provenientes de trés populagdes naturais de P.
emarginatus. Os primers que apresentaram produtos de amplificacdo visualizados em gel
de agarose foram, posteriormente, avaliados em gel de acrilamida 6% corado com nitrato
de prata. Os locos polimorficos foram sintetizados com fluorescéncia para a avaliacdo e
genotipagem via eletroforese capilar, no analisador automatico de DNA ABI3500. Os
locos transferidos para P. emarginatus foram 23 (4%) sendo 7 polimoérficos. Dos
polimorficos, 6 apresentaram bons perfis de eletroferogramas. Estes 6 locos foram
avaliados nas populacfes juntamente com trés locos genémicos polimoérficos previamente
padronizados para sucupira, totalizando nove locos adequados para genotipagem. Foi
possivel o desenvolvimento de dois sistemas multiplex, um composto de 5 primers e outro
por 4. O numero de alelos por loco variou de dois a 13, com uma média de cinco alelos por
loco. Os valores médios de He e Ho para o conjunto das populagdes foram de 0,563 e
0,463 respectivamente. O valor de f ndo foi significativo para o total das populacdes e igual
a 0,144. Os valores de Fst e Fyr foram significativos e iguais a 0,06 e 0,195
respectivamente. Os marcadores microssatélites transferidos e polimérficos para P.
emarginatus apresentaram bom polimorfismo e podem ser utilizados em estudos genético-
populacionais mais aprofundados com a espécie.

Palavras-chave: amplificacdo cruzada, Cerrado, sucupira, diversidade genética, SSRs.



ABSTRACT

SANTANA A. R. TRANSFERABILITY AND DEVELOPMENT OF MULTIPLEX
SYSTEM OF GENOTYPING MICROSATELLITE MARKERS FOR Pterodon
emarginatus VOGEL (FABACEAE). 2014. 61 f. Dissertation (Master in Genetics and
Molecular Biology), Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Goias.

Microsatellite markers are widely used to assess the genetic variability in natural
populations. These markers can be developed from derived Expressed sequence tag (ESTS)
or genomic libraries. A feasible and economical alternative for obtaining of these markers
for species that do not already have them is the transferability from primers designed for
species evolutionarily close. The species Pterodon emarginatus VVogel (sucupira) belongs
to the Fabaceae family and shows great potential for use timber and medicinal, which
makes them a target of exploitation. Thus, studies that contribute to their use and
conservation are needed, including the genetic population. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the potential for cross-amplification primers developed for the species
Phaseolus vulgaris to P. emarginatus and to analyze the polymorphism of the loci
transferred from multiplex genotyping in three populations of this species. For this, were
evaluated 539 primers developed for Phaseolus vulgaris, with 345 derived from ESTs
libraries and 194 genomics. Amplification tests were performed using three individuals,
while the assessment initial of the polymorphism with eight. Finally, genetic diversity
parameters were estimated using 88 plants from three natural populations of P.
emarginatus. Primers that showed amplification products visualized on agarose gel were
then evaluated in 6% acrylamide gel stained with silver nitrate. Polymorphic loci were
synthesized with fluorescence for evaluation and genotyping by capillary electrophoresis in
ABI3500 automatic DNA analyzer. The loci were transferred to P. emarginatus 23 (4 %)
being 7 polymorphic. Polymorphic, 6 electropherograms profiles. These 6 loci were
evaluated in populations along with three polymorphic genomic loci previously
standardized sucupira, totaling nine loci suitable for genotyping. It was possible to develop
two multiplex systems, a compound of 5primers and another for 4. The number of alleles
per locus ranged from two to 13, with an average of five alleles per loci. The mean values
of He and Ho for both populations were 0,563 and 0,463 respectively. The value of f was
not significant for the total population and equal to 0,144. The values Fir and Fsr were
significant and equal to 0,06 and 0,195 respectively. Microsatellite markers transferred and
polymorphic for P. emarginatus showed polymorphism and can be used in studies genetic
population more depth to the species.

Keywords: cross-amplification, Cerrado, sucupira, genetic diversity, SSRs.
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1 INTRODUCAO

Os marcadores moleculares microssatélites sdo uma das ferramentas mais utilizadas
para o conhecimento da variabilidade genética das espécies, por serem capazes de
diferenciar e caracterizar geneticamente os individuos, mostrando-se eficientes nos estudos
de genética de populacdes (Ribeiro et al., 2013; Collevatti et al., 2013; Soares et al., 2012;
Telles et al., 2013).

Estes marcadores exibem um alto potencial de polimorfismo, apresentam-se
seletivamente neutros e possuem um padrdo de heranca co-dominante, assim, podem
apresentar um bom conteudo informativo. Além disso, as sequéncias microssatélites sdo
distribuidas de forma abundante e uniforme no genoma, o que é muito importante para
acessar a variabilidade genética intra e interpopulacional (Ferreira & Grattapaglia, 1988;
Powell, et al., 1996; Brondani et al., 2007).

Atualmente existem marcadores microssatélites desenvolvidos para algumas
espécies nativas, como as do Cerrado, por exemplo (Telles et al., 2011; Menezes et al.,
2012; Soares et al., 2012; Telles et al., 2013). A disponibilizacdo destes marcadores para as
espécies nativas € importante para que se possa avaliar a distribuicdo da diversidade
genética das populacdes, e dessa forma, contribuir para estudos que visam o uso racional e
sustentavel destas espécies.

Para a adequacdo de marcadores microssatélites para uma dada espécie, além de
poder realizar o desenvolvimento, também existe a possibilidade de trasferibilidade destes
marcadores a partir de uma espécie proxima filogeneticamente (mesmo género ou mesma
familia) (Barbara et al., 2007). Ha relatos na literatura de diversos estudos que obtiveram
sucesso na transferibilidade de marcadores microssatélites para plantas nativas (Zucchi et
al., 2002; Ciamp et al., 2008; Garcia et al., 2011; Soares et al., 2013).

A espécie Pterodon emarginatus VVogel, popularmente conhecida como sucupira, é
uma arvore nativa do Cerrado pertencente a familia Fabaceae. As sementes de P.
emarginatus sdo dispersas por anemocoria (Barroso et al., 1999), as flores sdo polinizadas
por abelhas (Almeida et al., 2003) e possui um sistema misto de reprodugédo (Rocha, 2008).

Os frutos de P. emarginatus sdo popularmente comercializados e utilizados por
possuirem propriedades farmacéuticas (Moraes et al., 2012; Alves et al., 2013) e sua
madeira é empregada principalmente para obras, como construcdes pesadas por apresentar

extrema dureza. Além disso, a arvore pode ser usada na arborizacao paisagistica, e também



11

é uma espécie muito Util em reflorestamentos de areas degradadas pela sua tolerancia a luz
solar e tolerancia a baixa fertilidade do solo (Lorenzi, 2002).

Até o presente momento ainda ndo estdo disponiveis marcadores microssatélites
para P. emarginatus. Considerando que a espécie Phaseolus vulgaris pertence a mesma
familia de P. emarginatus e que possui um grande nimero de marcadores microssatélites
disponiveis, testar o potencial de transferibilidade destes marcadores se torna uma boa
opcao para a adequacdo de marcadores microssatélites em P. emarginatus com o intuito de

realizar estudos genéticos-populacionais com esta espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microssatélites

O DNA satélite foi descoberto em 1960, quando ao submeter o0 DNA a um
gradiente de ultracentrifugagdo utilizando cloreto de césio, foram observados a formagéo
de uma banda principal e bandas com densidades de flutuacdo distintas compostas por
DNAs com sequéncias altamente repetitivas, que foram denominados de DNAs satélites
(100pb a 500pb) (Ellegren, 2004). Em 1985, Alec. J. Jeffreys e seus colaboradores
encontraram regides menores contendo sequéncias de DNA repetitivo, a qual chamou de
minissatélites (VNTRs - Variable Number Tandem Repeat), que consistem de repeticoes
de 10 a 100 pares de bases. Determinaram também que o nimero de repeticdes de um dado
minissatélite diferia entre individuos, e isso o levou ao desenvolvimento posterior da
técnica de DNA-fingerprinting. No fim dos anos 80 foram isoladas regiGes compostas de
repeticdes de 1 a 6 pares de bases e chamaram essas repeticdes de microssatélites
(Microssatélites - Simple Sequence Repeats) (Ellegren, 2004).

Os microssatélites estdo presentes no DNA de procariotos e, de forma bem mais
abundante, em eucariotos (Marcotte et al., 1999). Sdo conhecido por diversos nomes como
SSRs (Simple Sequence Repeats), STRs (Short Tandem Repeats), STMSs (Sequence
Tagged Microssatelite Site) e SSLPs (Simple Sequence Lenght Polymorphism) (Caixeta et
al., 2009).

Foram descritos por Litt & Luty (1989) e Tautz (1989), definidos como repeticdes
de motivos em tandem, sendo que cada motivo é composto por uma variacdo de 1 a 6
nucleotideos. Os motivos podem ser repetidos de 5 a 50 vezes, podendo repetir centenas de
vezes em alguns casos (Chin et al., 1996; Ellegren, 2004). Os motivos compostos por um
nucleotideo sdo chamados de mononucleotideos, como (G)n, onde n é o nimero de
repeticbes. Os motivos compostos por dois nucleotideos sdo denominados de
dinucleotideos, como (GA)n, seguido pelos trinucleotideos (GAT)n, tetranucleotideos
(GATA)N, pentanucleotideos (GATAC)n e hexanucleotideos (GATACA)n (Tautz, 1989).

Os microssatélites também podem ser classificados como perfeitos, em que ndo ha
a presenca de outras bases nas repeticdes (GAGAGAGAGAGA); imperfeitos, nos quais ha

outras bases que ndo sejam as dos motivos dentro das repeticdes (GAGATGAGAGA) e
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compostos, quando 0 microssatélite é composto por 2 tipos de motivos distintos
(GAGAGATGTGTG) (Oliveira et al., 2006).

Os microssatélites estdo presentes em regides ESTs (Expressed Sequence Targed) e
gendmicas, porém com ocorréncias em niveis diferentes. Em eucariotos, sdo mais
abundantes em regiGes genémicas, exceto para os trinucleotideos e os hexanucleotideos
(Ellegren, 2004). Em plantas as repeticGes dinucleotidicas mais frequentes sdo (AT)n,
sequidas de (GA)n e (AC)n. Entre as repeticOes trinucleotidicas, (AAT)n e (AAC)n séo
mais frequentes e entre as tetranucleotidicas sdo (AATT)n e (AAAT)n (Ciampi, 2007).

O que antes era considerado como DNA evolutivamente neutro, ou DNA “lixo”
hoje se sabe que em humanos, os microssatélites apresentam diversas fungdes no
organismo. As regides microssatélites sdo importantes para a organizacdo da cromatina;
para a regulacdo de processos metabolicos como replicacdo, ciclo celular e recombinacgéo e
regulacdo da atividade génica (traducéo e transcricdo) (Sawaya et al., 2013).

Dados revisados por Buschiazzo & Gemmell (2006) sugerem duas hipéteses para
explicar o surgimento dos microssatélites. A primeira demonstra que 0s microssatélites
originaram espontaneamente através da duplicacdo de poucas bases por substituicdes ou
insercdes formando inicialmente um proto-microssatélite (Messier et al., 1996). A outra
hipotese sugere que sequéncias microssatélites sdo levadas por elementos transponiveis
(Wilder et al., 2001).

Uma vez que as duplicacfes em tandem sdo geradas, estas sequéncias curtas estdo
propensas ao deslizamento pela DNA polimerase (slippage) por erros do sistema de reparo
durante a replicacéo (Slipped Strand Mispairing e Mismatch repair — SSM), causando a
adicdo de bases duplicadas e a expansdo do comprimento do seguimento repetitivo (Figura
1) (Wierdl et al., 1997). A partir dai, 0 microssatélite segue um ciclo de vida, no qual, ap6s
seu nascimento, ele cresce e expande. Conforme o surgimento das interrupcdes de bases
nas repeticOes, devido a mutagdes, o microssatélites degenera e morre, com possibilidade
de renascer (Figura 2) (Buschiazzo & Gemmell, 2006).
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Figura 1: Deslizamento da DNA Polimerase (slippage) durante a replicacdo do DNA.
Slippage no fragmento sintese ocasionam o aumento deste. Slippage na fita molde

ocasionam a diminuicao do fragmento sintetizado (Fonte: Wilder, et al., 1997).

O slippage é apontado como o principal mecanismo que leva a variabilidade e a
alteragdo do comprimento nos microssatélites, através da diferenca no numero dos motivos
de repeticdo, gerando o polimorfismo. Entende-se como polimorfismo, a observagdo de
diferentes formas alélicas para um mesmo loco, sendo que os alelos devem ter frequéncia
igual ou superior a 1%(REF). As taxas de mutacdes podem variar entre 0s locos e entre
alelos de mesmo loco. O tamanho do alelo e o tipo do motivo possuem influéncia nas taxas
de adicéo e exclusdo de bases, onde alelos mais longos estdo mais propensos a contracéo e
exibem maiores niveis de polimorfismo, como também as repeti¢cbes de mononucleotideos
e dinucleotideos possuem maiores taxas de mutacao, seguida de tri e tetra (Weber, 1990;
Buschiazzo & Gemmell, 2006).

O tipo de reproducdo, a taxa metabdlica, o tempo de geracdo, tamanho do
organismo e adaptacdo seletiva sdo alguns dos fatores mais evidentes que podem
influenciar a dindmica de mutacdo de microssatélites em nivel de espécie (Buschiazzo &
Gemmell, 2006). Estudos indicam que as sequéncias das regides flanqueadoras e a
localizagdo no cromossomo também influenciam na taxa de mutagdo dos microssatélites
(Harr et al., 1998; Santibanez-Koref et al., 2001).
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Figura 2. (A) Esquema do ciclo de vida do microssatélite; (B - D) Varia¢des ao longo do
tempo (B) Comprimento médio do alelo; (C) Ocorréncia relativa de expansao da repeti¢éo
e eventos de contracdo; (D) pureza de repeticdo (proporgdo de repeticdes perfeitas); (E)
Dados sobrepostos em uma filogenia que permitem a observacao direta de um ciclo de vida
local (CSS: Sequéncias simples cripticas) (Fonte: adaptado de Buschiazzo & Gemmell,
2006).

Além do slippage, outros dois mecanismos foram relatados para explicar as altas
taxas de mutacdes nas regides microssatélites. O primeiro esta relacionado a elementos de
transposicdo, onde sequéncias repetitivas dispersas no genoma, se autorreplicam e se
reinserem em posi¢cOes aleatorias no genoma (Nadir et al., 1996). O Segundo mecanismo
esta relacionado com a ocorréncia de crossing-over desigual, neste mecanismo, através de

erros no emparelhamento entre cromossomos homdlogos causados pela grande quantidade



16

de repeticdes, fazem com que as crométides sejam erradamente emparelhadas, o que causa
alteracbes no numero de repeticdes de microssatélites em cada cromossomo (Ellegren,
2004; Oliveira et al., 2006).

Para melhor compreender o comportamento mutacional dos microssatélites, trés
modelos foram inicialmente adotados. De acordo com o Infinite Allele Model (IAM),
proposto por Kimura & Crow (1964), cada mutagdo gera um novo alelo a uma taxa de
mutagdo p. O K-Allele Model (KAM), proposto por Crow & Kimura (1970), assume que
existe um determinado numero (K) de alelos possiveis na populacdo e a mutagdo em cada
um dos K-1 alelos ocorre com a probabilidade pu/(K-1). O modelo de mutacdo Stepwise
Mutation Model (SMM) proposto por Kimura & Ohta (1978), considera que a mutacéo é
responsavel pelo aumento ou diminuicdo de uma Unica unidade de repeticdo ao alelo
original, com igual e constante probabilidade 1, assim os alelos de tamanho mais proximo
seriam mais relacionados do que alelos distantes entre si (Hartl & Clark, 2010).

Posteriormente, foi proposto o0 modelo Two Phase Model (TPM) (Di Rienzo et al.,
(1994), o qual assume que uma porcentagem das mutacGes dos microssatélites ocorrem
seguindo 0 SMM e outra menor o IAM. Estes modelos sugerem que a mutacdo nos
microssatélites sdo devido a um Unico motivo no nimero de repeticdes, porém outras
mutacBes podem ocorrer através da insercdo ou delecdo de mais de um motivo, o que é
explicado pelo modelo Generalized Stepwise Model (GSM). Apesar dos varios modelos
mutacionais para 0s microssatélites pressupostos, estudos apontam que o TPM e 0 GSM
sdo os mais realistas (Ellegren, 2000; Schlotterer, 2000).

Os marcadores microssatélites sdo excelentes em discriminar os individuos e
possuem uma ampla aplicacdo em diversas areas, como no melhoramento genético para o
mapeamento de caracteristicas genéticas desejadas, estudos de associacdo e selecdo
assistida (Salazar et al., 2013; Du et al., 2013; Guo et al., 2013), na medicina e genética
forense, sendo a ferramenta de ponta utilizada pelo FBI (Federal Bureau of Investigation) e
como padrdo internacional em genética e investigacdo forense (Butler, 2006; Hares, 2012);
utilizada em estudos de diversidade genética, fluxo génico e estrutura genética e permite
também examinar os organismos em diferentes escalas espaciais e temporais (Collevatti et
al., 2013; Last et al., 2013; Diniz-Filho et al., 2013).

A confiabilidade em usar os marcadores microssatélites é devida a diversas
caracteristicas. S80 codominantes, permitindo a distingdo entre homozigotos e

heterozigotos; sdo multialélicos com potencial alto de polimorfismo, exibindo vérias
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formas alélicas para um mesmo loco, o que possibilita a discriminacéo de individuos; séo
amplamente distribuidos pelo genoma; sdo amplificados via PCR (Polymerase Chain
Reaction), o que permite a amplificacdo com reduzidas quantidades de DNA; sao
altamente reprodutiveis, dessa forma, podem ser compartilhados entre laboratdrios para a
realizacdo de diversos estudos. Além dessas caracteristicas os marcadores microssatélites
possuem potencial de transferibilidade, o que possibilita a amplificacgdo em espécies
relacionadas (Ferreira & Grattapaglia, 1988; Powell et al., 1996; Barbara et al., 2007).

2.1.1 Desenvolvimento e transferibilidade de marcadores microssatélites

As sequéncias de DNA que flanqueiam as regides microssatélites sdo altamente
conservadas, 0 que permite o desenvolvimento de primers especificos para a amplificacdo
dos locos. A obtencao destes primers, ou marcadores microssatélites, para a espécie que se
deseja estudar consiste primeiramente na identificacdo das sequéncias repetitivas, que pode
ser por meio de bibliotecas gendmicas classicas, bibliotecas de cDNA (DNA
Complementar), bibliotecas enriquecidas para sequéncias microssatélites e a partir de
sequéncias depositadas em bancos de dados como o GenBank (Zane et al., 2002; Gao et
al., 2003).

Entende-se por biblioteca gendémica, uma colecdo de clones que representam a
totalidade do genoma de um organismo. E bibliotecas de cDNA, o conjunto de clones das
sequéncias codificadoras que estdo sendo expressas pela célula naquele momento, obtido
através da clonagem de moléculas cdpias de MRNA, este tipo de biblioteca é usado quando
0 intuito é gerar ESTs (Expressed Sequence Tags) (Zane et al., 2002).

O método de bibliotecas genémicas enriquecidas para microssatélites consiste na
fragmentacdo do DNA com enzimas de restricdo e cada fragmentado € ligado com
adaptadores especificos. Os fragmentos sdao amplificados e purificados. O enriquecimento
das regibes contendo os microssatélites é realizado através da hibridizacdo dos fragmentos
com uma sonda marcada com biotina. Esta proteina, por afinidade, se liga a estreptavidina
contida em esferas paramagnéticas, assim os fragmentos sdo selecionados e submetidos a
lavagem para a remocao do DNA ligado. O DNA é suspenso em um tampéo e amplificado.
Em seguida, é clonado em vetores como BACs, PACs, e YACs, extraido e sequenciado. A
partir das sequéncias sdo identificadas as regifes microssatélites de interesse, com a

utilizacdo de programas de busca de regiGes microssatélites como [IMEXx-Web.
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Posteriormente é feito o desenvolvimento dos primers que flanqueiam essas regiGes, por
programas como o Primer3 (Paetkau, 1999).

A biblioteca genémica cléssica se diferencia da enriquecida por ndo haver a selecédo
prévia das regides microssatélites com biotina e estreptavidina ou por hibridizacdo em
membrana de nylon, resultando no sequenciamento de regides repetitivas e nédo repetitivas
0 que torna mais complexa a busca dos microssatélites. Esse método usa a técnica de
“shotgun”, na qual o0 DNA é fragmentado em pequenos pedacos, pela quebra mecénica
(por sonicacgdo ou nebulizagéo), estes fragmentos sédo selecionados pelo tamanho em gel de
agarose, inseridos em vetores de clonagem. As bibliotecas de cDNA se diferenciam por
usar 0 mRNA extraido, e posteriormente é convertido em DNA complementar com 0 uso
da transcriptase reversa (Zane et al., 2002).

Quando ja se tem as sequéncias do organismo de interesse depositadas em bancos
de dados (GenBank), o desenvolvimento dos marcadores microssatélites tem menor custo,
uma vez que as sequéncias ja estdo prontas. Contudo, para espécies nativas existem poucas
ou nenhumas sequéncias disponiveis e apropriadas (Varshney et al., 2005).

Outra forma de disponibilizar estes marcadores para espécies que ainda nao
possuem, é utilizar marcadores que ja estdo disponiveis para espécies relacionadas
filogeneticamente. Esse procedimento € chamado de transferibilidade. Em outras palavras
pode-se definir como a amplificacdo de locos microssatélites desenvolvidos para uma
espécie em outra espécie, seguida da avaliacdo do polimorfismo. Para espécies que ja
possuem uma grande quantidade de primers microssatélites disponiveis e ja desenhados, a
transferibilidade desses primers em espécies relacionadas, se torna uma alternativa ao
desenvolvimento. Esse procedimento se baseia em varios testes de amplificacdo do DNA
por PCR, alterando as temperaturas de anelamento dos primers e se preciso a concentracao
dos reagentes usados na amplificacdo, até a obtencdo de amplificacdes satisfatorias.

Além de disponibilizar ferramentas moleculares para estudos genéticos-
populacionais, a transferibilidade também pode ser usada para estudar padrdes de evolucao
das regides microssatélites em determinados géneros ou familias, por exemplo (Karaca et
al., 2012).

Existem varios exemplos de transferibilidade de marcadores microssatélites para
estudos de genética de populacdes de plantas nativas. Foi avaliada a transferibilidade de
marcadores desenvolvidos para Eucalyptus spp (Eucalipto) em Eugenia dysenterica

(cagaita) no trabalho de Zucchi et al., (2002), marcadores desenvolvidos para Hymenaea
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courbaril (jatobd) amplificados em Hymenaea stigonocarpa (jatoba-do-Cerrado) no
trabalho de Ciamp et al., (2008). Marcadores microssatélites desenvolvidos para Phaseolus
vulgaris (feijdo comum) foram testados em varias leguminosas (Medicago sativa,
Phaseolus lunatus, Phaseolus coccineus, Phaseolus acutifolius, Vigna mungo, Vigna
angularis, Vigna unguiculata, Glycine max, Arachis hypogaea, Dipteryx alata) no estudo
de Garcia et al., (2011). Foram transferidos marcadores de Anacardium occidentale (caju)
em A. humile (cajuzinho-do-Cerrado) no trabalho de Cota et al., (2012) e Soares et al.,
(2013). Para a espécie Pterodon emarginatus (sucupira) foi testado a amplificacdo cruzada
de primers microssatélites desenvolvidos para Dipteryx alata (baru) nos trabalhos de
Batista et al. (2009) e de Soares et al. (2012).

O potencial de transferibilidade estd relacionado com o grupo taxondmico e
depende de vérios fatores. O sucesso é maior em espécies que possuem longo tempo de
geragdo, em espécies que sdo alégamas ou com sistema de reproducdo misto, e quando o
genoma da espécie alvo € menor que o da fonte. Quanto maior o grau de parentesco entre
as duas espécies relacionadas, maior o percentual de marcadores transferidos (Barbara et
al., 2007).

Maior sucesso de transferibilidade é verificado em aves, mamiferos e répteis. Em
plantas € maior em dicotileddnias do que em monocotiledénias (Barbar et al., 2007). Em
espécies de mesmo género em monocotileddneas, o porcentual de transferibilidade é em
média 40%, e em dicotiledbneas, 60%. Entre espécies de genéros diferentes e mesma
familia, o porcentual de transferibilidade em monocotileddnias € quase nulo e em
dicotileddneas é em média 10% (Barbara et al., 2007).

O potencial de transferibilidade também € maior quando sdo testados marcadores
de regides génicas ou ESTSs, pois sdo localizadas em regides expressas (éxons) e por sua
vez, possuem um alto grau de conservacao evolutiva, portanto estas regides apresentem
menos polimorfismos que em regides genémicas (Barbard,et al., 2007).

A transferibilidade de marcadores microssatélites entre espécies préximas
evolutivamente favorece a obtencdo rapida dessa ferramenta e permite 0 acesso a
diversidade da espécie que se deseja estudar o que pode auxiliar no estabelecimento de
estratégias eficientes para a sua conservagdo. Contudo, para isso é preciso que marcadores
microssatélites pertencentes a espécie proxima filogeneticamete estejam disponiveis e se
possivel desenhados, pois assim se torna uma alternativa econdmica e rapida para

disponibilizar marcadores para a espécie desejada.
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2.1.2 Desenvolvimento de sistemas multiplex de genotipagem de microssatélites

Tradicionalmente a genotipagem de marcadores microssatélites € realizada pela
analise da eletroforese em geéis de agarose e poliacrilamida. Com os avangos da automacao
e dos reagentes para analise molecular, a genotipagem evoluiu para a eletroforese capilar
de forma semi-automatizada. Este tipo de genotipagem nos Gltimos anos tem sido acessivel
pela diminuicdo dos custos dos equipamentos analisadores automaticos de DNA (Brondani
etal., 2007; Guichoux et al., 2011).

Visando a rapidez e a redugdo no numero de anlises, tém sido desenvolvidos
sistemas de genotipagem multiloco ou multiplex (Guichoux et al., 2011). Este sistema se
baseia na deteccdo simultanea de varios locos em uma mesma corrida de eletroforese. Os
locos podem ser amplificados em uma Unica reacdo de PCR, ou podem ser amplificados
separadamente para serem carregados em um mesmo gel. Tradicionalmente, a
genotipagem via sistema multiplex é realizada em gel de acrilamida por colorimetria com
nitrato de prata e tém evoluido para a forma semi-automatizada por eletroforese capilar
(Brondani et al., 2007).

Na genotipagem automatizada, um dos pares de primers que amplificam o
microssatélite ¢ marcado com fluoréforo no terminal 5° e a deteccdo ¢ feita por meio da
excitacdo dos fluoréforos por um feixe de raios de laser e imediata captura de sinais
gerados em um aparelho analisador automatico de DNA. O grande interesse dessa
tecnologia se deve a inlmeras vantagens: reduz o tempo para genotipar um grande nimero
de individuos; produz dados mais precisos por meio da adi¢cdo de um marcador interno
junto a cada amostra a ser genotipada, como também permite a separacdo de amplicons
similares com alto grau de resolucdo; aquisicdo e armazenamento de dados
computadorizados reduzindo a manipulacdo manual da informacdo; possibilidade de
exportacdo direta dos dados para programas de andlise genética e compartilhamento do
sistema para outros laboratorios, permitindo a padronizacdo dos locos do genoma
amostrado e a comparacdo dos resultados (Brondani et al., 2007).

Os locos combinados em um mesmo sistema multiplex de genotipagem semi-
automatizada devem obedecer aos seguintes criterios, quando amplificados separamente e
carregados em um mesmo gel: ndo devem apresentar amplificacdes inespecificas; os locos
que amplifiquem fragmentos com a mesma faixa de tamanho devem ser marcados com

diferentes fluor6foros e os locos marcados com o mesmo fluor6foro devem amplificar
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produtos de PCR com faixas de tamanhos que diferem de no minimo 20 pares de bases.
Estas estratégias minimizam a possibilidade de ocorrer sobreposi¢do dos alelos, como
também aumenta o potencial de multiplexacdo minimizando os gastos com reagentes e 0

tempo necessario para o preparo das reac6es (Guichoux et al., 2011).

2.2 A espécie Pterodon emarginatus Vogel (sucupira)

A familia Fabaceae ou Leguminosae é a terceira maior familia das angiospermas
com 727 géneros e 19.325 espécies, dividida em 3 subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae). A variacdo no nome € devido a coexisténcia
atual de mais de um sistema de classificacdo (Souza, 2008). Compreende espécies de
grande importancia ou potencial econdmico, como exemplo, na producgdo de alimentos
como a soja (Glycine max) e o feijdo (Phaseolus vulgaris); madeireiro como o jatoba
(Hymenaea spp) e angelim (Hymenolobium spp); ornamental como o flamboyant (Delonix
regia) e Calliandra tweedii (caliandra) e potencial farmacéutico como Styphnodendron
adstringens Mart. (barbatimdo), Anadenanthera falcata (Benth.) Speg. (angico-do-
Cerrado) e a sucupira (Pterodon emarginatus) (Lorenzi, 2008). E a terceira maior familia
das angiospermas, em riqueza de espécies, superada pelas familias Orchidaceae
(orquideas) e Asteraceae (margaridas, girassois) e considerada a segunda maior familia
botanica em importancia econémica, ficando atrds da Poaceae (Bruneau et al., 2000;
Wojciechowski et al., 2004).

O género Pterodon Vog. (familia Fabaceae, subfamilia Faboidae, tribo
Dipteryxeae) compreende seis espécies: Pterodon apparicioi Pedersoli, P. macrophyllus
Klotzsch, P. abruptus (Moric.) Benth., P. pubescens (Benth.) Benth., P. polygalaeflorus
(Benth.) Benth. e P. emarginatus VVog. (International Plant Names Index, 2005).

A espécie P. emarginatus, conhecida popularmente como sucupira, foi descrita por
Vogel em 1837. Sua descricdo foi baseada em um material coletado préximo ao Rio das
Velhas em Minas Gerais e sugeriu que a espécie seja arborea; folhas com sete foliolos,
glabros, ovato-oblongos, com apice emarginado, ndo mencionando a cor da flor (Rocha,
2006).

No livro “Legumes da Bahia” publicado por Lewis em 1987, apresentou P.
pubescens e P. polygalaeflorus como sindnimos de P. emarginatus. Apos esta publicacgdo,

apesar de ndo se tratar de uma reviséo do género, houve uma confusdo em relacdo a como
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0s autores vém se referindo a esses nomes em suas publicagfes. Ora se referem como trés
txons distintos, ora como dois, ora como somente um (Rocha, 2006).

Lewis (1987) descreveu a espécie P. emarginatus como dimorfica com dois tipos
de populagdes. Uma com individuos de flores que variam do rosa claro (quase branco) ao
rosa escuro, folhas pubescentes e apice dos foliolos levemente retos, e, outras popula¢bes
com individuos de flores roxas/violetas, folhas glabras e apice dos foliolos fortemente
emarginado.

De acordo com Lorenzi & Matos (2002) e Carvalho (2004), P. emarginatus seria
sindbnimo de P. pubensces. No entanto, de acordo com a Lista de Espécies da Flora do
Brasil, P. emarginatus é considerada sindbnimo de P. polygalaeflorus (Benth).

Assim, Rocha (2006) realizou um de dados morfologicos e moleculares utilizando
marcadores RAPD com o intuito de procurar a real sinonimia de P. emarginatus. Concluiu
que P. polygalaeflorus (Benth) Benth. é sinbnimo de P. emarginatus Vog. e corresponde a
morfo roxa. Diante disso, P. pubescens deve ser mantida como espécie distinta
correspondendo a morfo rosea, 0 que contrasta com a classificacdo de Lorenzi (2002),
onde a classificacdo morfoldgica descrita correspondente a P. polygalaeflorus (Benth.)
deveria ser a mesma de P. emarginatus, e a classificagdo correspondente a P. emarginatus
deveria ser de P. pubescens.

Assim, considerando Rocha (2006), P. emarginatus pode ser classificada como
uma arvore que atinge de 8 a 18 m de altura com 40 a 60 cm de didmetro, tronco revestido
por casca lisa branco-amarelada, folhas compostas pinadas de 12-18 cm com foliolos
alternos e opostos, flores de cor violeta que florescem durante os meses de agosto a
outubro; fruto tipo legume drupaceo e lenhoso de 6,5 a 7,5 cm de comprimento, o qual
amadurece a partir de julho (Figuras 3 e 4). A area de ocorréncia € no Cerrado e na
transicdo para floresta semidecidua, helidfita, seletiva xerofita com distribuicdo nos estados

de Goiéas, Distrito Federal, Tocantins, Piaui, Bahia e regido noroeste de Minas Gerais.
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Figura 3: Pterodon emarginatus Vogel com frutos na populagdo de Pirenopolis (GO)
(Foto: Ariane Rolins de Santana, Julho de 2013).

Figura 4: Pterodon emarginatus VVogel com flores na populacdo de Pirendpolis (GO)
(Foto: Ariane Rolins de Santana, Julho de 2013).

As sementes de P. emarginatus sdo dispersas por anemocoria (Barroso et al., 1999)
e suas flores sdo polinizadas por abelhas (Almeida et al., 2003). As flores sé&o
morfologicamente hermafroditas, porém nem todas sdo funcionalmente hermafroditas, pois
de acordo com o observado por Rocha (2006) as flores com estames curtos e estigma
muito acima ou abaixo das anteras quase ndo produzem polen fértil e seriam mais

femininas do que masculinas, e as flores que apresentam estames longos e curvos seriam as
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responsaveis pela formacdo de polen fértil e portanto, ou hermafroditas ou masculinas.
Dessa forma foi sugerido que P. emarginatus é uma planta com sistema misto de
reproducdo. A analise citogenética realizada por Dutra et al. (2012) confirmou com o
numero de cromossomos de P.emarginatus, 2n = 16.

A planta possui um grande potencial econdmico no ramo farmacéutico e
madeireiro. Os seus frutos sdo popularmente comercializados e utilizados por possuirem
propriedades antirreumaticas, analgésicas, anti-inflamatorias e antimicrobianas, sendo que
diversos estudos quimicos e farmacoldgicos vem sendo realizados, corroborando seus
varios efeitos farmacoldgicos (Coelho et al., 2005; Santos et al., 2010; Galceran et. al
2011; Moraes et al., 2012; Alves et al., 2013). Um estudo realizado por Hansen et al.,
(2012) revelou também atividade antitumoral de extratos isolados de P. emarginatus.

Devido a madeira apresentar extrema dureza ela é empregada principalmente para
obras, como constru¢des pesadas, pontes, vigas, carrogarias, postes etc. A arvore também
possui caracteristicas ornamentais para ser usada na arborizacdo paisagistica, e também é
uma espécie muito Gtil em reflorestamentos de areas degradadas pela sua tolerancia a luz
solar e tolerancia a baixa fertilidade do solo (Lorenzi, 2002).

Como P. emarginatus é uma planta com um bom potencial de utilizacdo, isso faz
dela alvo da exploracdo extrativista. Assim, estudos que contribuam com o seu melhor uso
e conservacdo sao necessarios, dentre eles os genético-populacionais. Para isso é preciso
que ferramentas moleculares estejam disponiveis para esta espécie. Devido a espécie
Phaseolus vulgaris pertencer a mesma familia de P. emarginatus, e por possuir um grande
namero de marcadores microssatélites disponiveis e desenhados (Garcia et al., 2011), a
transferibilidade destes marcadores se torna uma boa opc¢éo para disponibilizar marcadores

microssatélites para P. emarginatus.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Transferir marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie Phaseolus
vulgaris para Pterodon emarginatus com o intuito de disponibilizar um painel de

marcadores polimorficos para esta espécie.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial de amplificacdo cruzada dos primers desenvolvidos para

Phaseolus vulgaris em P. emarginatus;

e Auvaliar o polimorfismo dos locos transferidos;

e Desenvolver sistemas multiplex para genotipagem dos marcadores microssatélites

transferidos em analisador automatico de DNA;

e Auvaliar a variabilidade genética de trés populacdes de P. emarginatus naturais do
Cerrado, utilizando os locos polimérficos transferidos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta do material bioldgico e obtencdo do DNA

Para realizar os testes iniciais de amplificacdo cruzada dos marcadores
microssatélites foram coletadas folhas de trés arvores de Pterodon emarginatus localizadas
préximas ao Campus I, da Universidade Federal de Goias em Goiania. Posteriormente, a
amostragem foi ampliada para 88 individuos de P. emarginatus, divididos em trés
populacbes naturais, sendo 23 individuos de uma populacdo da Estacdo Ecoldgica de
Aguas Emendadas na cidade de Planaltina (DF), 29 localizados proximos a cidade de
Portelandia (GO) e 36 préximos a cidade de Pirendpolis (GO), conforme apresentado na

tabela 1. Os pontos de coleta estdo representados no mapa na figura 5.

Tabela 1: Ndmero de individuos da espécie Pterodon emarginatus amostrados por
localidade, coordenadas geograficas (latitude e longitude) referentes aos locais de coleta e

data da coleta.

Localidade Cddigo N“me,”’ de Latitude Longitude Data da
Individuos coleta
Estagdo Ecoldgica de o ar! " o 20" "

Aguas Emendadas (DF) PEMAGEDF 23 S 15°35'04,7 W 47° 39' 59,7 12/09/2009
Portelandia (GO) PEMPOTGO 29 S17°21'8,4" W 52°36'34,5"  16/10/2012
Pirendpolis (GO) PEMPIRGO 36 S 15°44' 534" W 48°57'19,02"  31/07/2013

Total - 88 - - -

As areas de coleta das trés populacdes foram em bioma de Cerrado, sendo que a
Estacio Ecolégica de Aguas Emendadas é uma unidade de conservagdo que vem sendo
objeto de vérias pesquisas cientificas resultando num rico acervo de conhecimento sobre o
Cerrado brasileiro na regido do Distrito Federal.

As folhas foram encaminhadas ao Laboratorio de Genética & Biodiversidade da
Universidade Federal de Goias (LGBio/UFG) para armazenamento, extracdo do DNA
genbmico e realizacdo das andlises. Para a extracdo do DNA gendmico a partir do tecido
foliar foi utilizado o protocolo CTAB 2% (Cation de Brometo de Hexadecil Trimetil
Amonia) descrito em Ferreira & Grattapaglia (1998). Nesse protocolo a extragdo passa por
cinco etapas principais. Primeiro, o tecido é submetido a maceragdo mecéanica para romper
as paredes e membranas celulares. Segundo, o tecido macerado € ressuspendido na solugédo

de CTAB 2%, um tamp&o detergente e antioxidante que visa a solubilizagdo de membranas
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lipoprotéicas, desnaturacdo de proteinas e protecdo do DNA da acdo de enzimas de
degradacdo. Terceiro, a suspensdo € submetida a extracdo com cloroférmio-alcool-
isoamilico, resultando numa fase organica inferior, e numa fase aquosa superior, onde sdo
retidos o DNA, RNA e alguns polissacarideos. Na quarta etapa, 0o DNA € precipitado com
isopropanol. Na quinta, utiliza-se um tamp&o Tris-EDTA contendo RNAse para degradar
0 RNA, restando apenas o DNA gendmico.

Figura 5: Mapa do Brasil mostrando as areas de Cerrado em cinza e mapa de Goiés e
Distrito Federal indicando os pontos de coleta das trés populacdes de Pterodon
emarginatus (Fonte: Software DIVA-GIS, 2014).

Visando avaliar a integridade e a concentracdo do DNA, foi realizada a eletroforese
horizontal de 5 pL da solugdo de DNA de cada amostra com 4ul de tampdo de
carregamento em gel de agarose 1% corado com Brometo de Etideo e imerso em tampao
TBE 1X (0,89M Tris, 0,89M acido bdrico; 0,02M EDTA, pHS,0). Os padrdes de massa
molecular da eletroforese foram A 10ng/ pL, 50ng/ uL e 100ng/ pL. Foi utilizado o

fotodocumentador LPIX da Loccus Biotecnologia® para capturar a imagem do gel. Para a
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quantificagdo foi realizada a comparacdo visual do DNA com os padroes de massa
molecular. O DNA foi diluido a uma concentracdo de 2,5ng/ uL que é considerada

adequada para a amplificacdo de regides microssatélites.
4.2 Amplificacdo cruzada e selecao de locos microssatélites polimorficos

Foram utilizados 539 primers microssatélites desenvolvidos para Phaseolus
vulgaris, sendo 345 génicos (derivados de bibliotecas de ESTs) e 194 gendOmicas para
testar a amplificacdo no DNA de Pterodon emarginatus. Estes primers foram cedidos por
pesquisadores da Embrapa Arroz e Feijdo (GO) para a realizacdo do trabalho. Os primers
génicos (provenientes de regides ESTs — Expressed Sequence Tags) foram desenvolvidos e
publicados por Garcia et al., (2011) e os primers genémicos foram desenvolvidos por
Muller et al., (2013).

As reacdes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas no termociclador da
Applied Biosystems® (Califérnia, EUA). Para tanto foi montado um coquetel, com
volume final de 15 pL por reagdo, contendo 12,5 ng de DNA, 0,9 UM de cada primer, 5 U
de Tag DNA Polymerase (Phoneutria, Belo Horizonte, BR), 2,5 uM de cada dNTP,
25mg/ml de BSA, tamp&o 10X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, pH 8,3) e
o volume final foi completado utilizando &gua ultra pura. Os ciclos de amplificagdo
ocorreram em 3 etapas: (1) desnaturagdo inicial da dupla fita de DNA a 94°C/5min; (2°%)
realizacdo de 30 ciclos, sendo que cada ciclo compreendeu respectivamente, a
desnaturacdo do DNA a 95°C/5seg, o anelamento dos primers a fita molde a 48°-
60°C/1min e a extensdo da fita a 72°/30seg; (3*) extensdo final a 72°/45min.

As reagoes de PCR foram inicialmente conduzidas, com uma amostra de DNA de
trés individuos, utilizando as temperaturas de anelamento dos primers previamente
padronizadas para P. vulgaris. A partir do produto amplificado obtido as temperaturas
foram sendo ajustadas, aumentando-as ou diminuindo-as, a fim de obter um produto de
amplificacdo com resolucao adequada. Para verificar a amplificacao, o produto de PCR fo1
submetido a eletroforese em gel de agarose 3% corado com Brometo de Etideo e imerso
em tampao TBE 1X (0,89M Tris, 0,89M &cido borico; 0,02M EDTA, pH 8,0). Foi
utilizado como padrdao molecular o marcador de 100pb.

Os primers que apresentaram um bom padrao de amplifica¢ao visualizado no gel de
agarose foram avaliados em eletroforese vertical em gel desnaturante de poliacrilamida

6%, para visualizar com melhor resolu¢do os fragmentos amplificados. A coloragdo do gel



29

foi realizada com nitrato de prata conforme o protocolo descrito por Creste et al., (2001).
Neste gel foram utilizados os marcadores de padroes moleculares de 10pb e 50pb
(Invitrogen®) para estimar o tamanho dos alelos. Ap6s a secagem das placas contendo 0s
geéis corados, elas foram colocadas sobre luz branca para a verificacdo dos tamanhos
aproximados dos alelos de cada loco. Os primes com bom perfil de bandas em gel de
poliacrilamida 6% foram avaliados quanto ao polimorfismo em 8 individuos de P.
emarginatus, retirados da populacdo de Portelandia-GO (PEMPOTGO).

Os locos polimorficos foram selecionados para serem avaliados nas populagdes de
P emarginatus. Foi avaliado também, o polimorfismo de 9 locos microssatélites
desenvolvidos para Dipteryx alata (Fabaceae) por Soares et al., (2012) e um loco de
Phaseolus vulgaris desenvolvido por Blair et al., (2003) e transferido para D. alata
(Garcia et al., 2007) que tiveram bom padrio de amplificacdo em P. emarginatus no

trabalho monografico de Batista (2010).

4.2.1 Desenvolvimento do sistema multiplex de genotipagem de microssatélites

Os locos que apresentaram polimorfismo com uma amostra de oito individuos de
P. emarginatus tiveram os primers Forward resintetizados incorporando os fluor6foros 6-
FAM (azul), HEX (verde) ou NED (amarelo) na extremidade 5°, para a realizacdo da
genotipagem em analisador automatico de DNA (modelo ABI3500 - Applied Biosystems).

A amplitude alélica dos locos foi considerada para definir a cor fluorescente de
cada primer, de forma que, locos com amplitudes alélicas sobrepostas foram marcados
com cores diferentes e locos com amplitudes alélicas ndo sobrepostas foram marcados com
cores iguais, a fim de ampliar o nimero de locos em cada sistema multiplex.

As reagdes de PCR para cada primer foram realizadas separadamente, e apos a
verificacdo da amplificagdo em gel de agarose 3%, foi realizada a mistura dos produtos de
PCR de acordo com o sistema multiplex. Como os primers amplificam produtos com
diferentes intensidades de bandas, a partir da andlise do gel de agarose, foi ajustado o
volume de cada produto para a montagem do sistema multiplex de genotipagem.

Para a genotipagem em analisador automatico de DNA, foi preparado para cada
individuo uma solucdo contendo 1 pL da mistura dos produtos de PCR; 8,75 pL de

formamida e 0,25 pL de marcador interno fluorescente de tamanho conhecido (size
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standard) ROX500™. As amostras foram desnaturadas a 95°C por 3min e submetidas &
eletroforese capilar.

Os tamanhos dos alelos em pares de bases foram estimados por meio da
fluorescéncia emitida, no programa Genescan. Os valores definidos pelo Genescan foram
importados para o programa GeneMaper, onde o geno6tipo de cada individuo foi definido.
Feitos os ajustes, o sistema multiplex foi utilizado para a genotipagem dos 88 individuos,
provenientes de trés populacdes de P. emarginatus coletadas.

Para a confirmacdo dos alelos e gendtipos, foi realizada uma “escada alélica”, a
partir da realizacdo de uma nova eletroforese capilar, com o nimero minimo de individuos

(em duplicata) que contivesse todos os alelos de um dado loco.

4.3 Caracterizacao dos locos microssatélites transferidos para Pterodon emarginatus

O programa Micro-checker (Van Oosterhout et al., 2004) foi utilizado para detectar
a evidéncia de possiveis “erros de genotipagem”. Este programa consiste numa aplicacdo
desenvolvida para procurar alelos nulos, bandas stutter, e alelos drop-out, que ocorrem
durante a PCR e que podem afetar a definicdo dos gendtipos.

Com o auxilio do programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2002) foram estimados o
namero de alelos por loco, as frequéncias alélicas, a heterozigosidade esperada pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg (He), a heterozigosidade observada (Ho) e o indice de
fixacdo intrapopulacional (f). A Heterozigosidade esperada se refere ao numero de
heterozigotos esperados considerando que os locos estejam em Equilibrio de Hardy
Weinberg. Pelo programa, € obtida utilizando-se o seguinte estimador conforme Nei
(1973):

' (I-AZPEJ
H ==Y|2n~—"—=~

= (2n-1)

no qual n é o nimero de individuos, r € o nimero de locos, k € o0 nimero de alelos no loco i
e pij é a frequiéncia do j-ésimo alelo do i-ésimo loco. Quanto maior a equidistribui¢do das
frequéncias alélicas, maior sera o valor de He, sendo que para um loco com dois alelos este
valor maximo é de 0,5 (Vencovsky, et al., 2007). A Heterozigosidade observada (Ho) foi
obtida pela formula proposta por Weir (1966):
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. (He—Ho)
He

O indice de endogamia (f) se refere a medida de excesso ou deficiéncia de

sendo assim, Ho = (-He x f) + He

homozigotos ou heterozigotos em cada loco e generalizando na populacdo. Assim, para
verificar se existe diferenca entre os valores de heterozigosidade esperada e observada nos
locos foi avaliada a significancia do indice de endogamia (f). O FSTAT utiliza a correcao
de Bonferroni para ajustar o nivel de significancia 5% em funcdo do nimero de testes a
serem realizados. Assim cada valor de (p) gerado é comparado com o nivel de
significancia corrigido. O valor de (p) corresponde a probabilidade associada a observacéo
de valores tdo ou mais extremos do que os que foram observados. Dessa forma, se o valor
de (p) for menor ou igual ao nivel de significancia corrigido, o indice de endogamia (f) sera
significativo, sendo, indices positivos, indica excesso de homozigotos e indices negativos,
excesso de heterozigotos. Se o valor de (p) for maior que o nivel de significancia corrigido
o indice de endogamia n&o sera significativo, indicando que ndo existem diferengas entre
as frequéncias de He e Ho e por sua vez corrobora que o loco estd em Equilibrio de Hardy
Weinberg.

A diversidade genética méaxima (Hmax) refere ao valor maximo teoricamente
esperado para a heterozigosidade esperada (He), considerando o nimero de alelos
observados na analise. A Hmax para cada loco foi estimada segundo a formula: Hmax =
(A-1) /A, onde, A corresponde ao nimero de alelos verificados no loco (Hartl & Clark,
2010).

Pelo FSTAT também foi avaliado se os locos estdo em desequilibrio de ligacdo. O
desequilibrio de ligacdo indica a associacdo ndo aleatoria ou preferencial entre alelos de
diferentes locos em uma mesma populacdo, resultando em desvios das frequéncias
gaméticas em relacdo as esperadas pela condi¢cdo de equilibrio de ligacdo. Pode ocorrer
entre alelos de dois ou mais locos que estéo fisicamente ligados, ou seja, proximos em um
mesmo cromossomo, e pode ocorrer também entre alelos de dois ou mais locos néo
fisicamente ligados, ou seja, distantes no mMesmMoO Cromossomo Ou em Cromossomos
diferentes. Os locos apenas estardo associados de forma ndo-aleatdria se o valor calculado
para o desequilibrio de ligacdo for estatisticamente significativo (Weir, 1996; Hedrick,
2010).

Foram estimados também no programa FSTAT, os valores das estatisticas F

desenvolvidos por Wright (1965), método baseado na anélise de varidncia das frequéncias



32

génicas. Este método mede a correlacdo entre frequéncias alélicas em diferentes niveis
hierarquicos populacionais através de trés indices: Fr, Fis e Fst. O F7 se refere ao indice
de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto de populacdes (devido ao sistema
reprodutivo e subdivisdo). O Fis (Fis = f) equivale ao indice de fixagdo ou coeficiente de
endogamia intrapopulacional (devido ao sistema reprodutivo) e o Fsr se refere ao indice de
fixacdo ou coeficiente de endogamia entre populacfes (devido a subdivisdo). O programa
calcula estas estatisticas a partir dos estimadores “f”, “F” e “6”, propostos por Weir &
Cockerham (1984), aos quais sao analogos aos indices de Wright (1965).

Com o auxilio do programa GDA (Genetic Data Analysis) (Lewis & Zaykin, 2002)
foi verificado a presenca de alelos privados em cada populacéo.

O programa Identity (1.0) (Wagner e Sefc, 1999) foi utilizado para se estimar a
Probabilidade de Exclusdo de Paternidade (Q) e a Probabilidade de Identidade (PI). A
Probabilidade de Excluséo de Paternidade (Q), se refere a probabilidade de se excluir uma
falsa paternidade. De acordo com Mommens et al. (1998), um bom microssatélite para
analise de vinculo genético é aquele que apresenta altos valores de probabilidade de
exclusdo de paternidade, sendo que Q maiores que 50% sdo considerados satisfatorios, e
que uma 6tima probabilidade de exclusdo de paternidade é de 0,99. Esta probabilidade foi
calculada conforme sugerido por Evett & Weir (1998) que pode ser estimada por:

Q. =>.p.A-p, )§ —%ZZ pZpZ(4-3p, —3p,), generalizando para todos os locos,

u Vv=u

tem-se: Q=1-] [1-Q,).

Onde py se refere as frequiéncias alélicas do loco u na populacdo e Q a probabilidade de
que pelo menos um loco do sistema permita a exclusao de um dos provaveis pais.

A Probabilidade de Identidade é a probabilidade de dois individuos escolhidos
aleatoriamente em uma populacdo terem gendtipos idénticos. Sendo assim, bons
marcadores devem apresentar valores de Pl quase nula, para demonstrar que sao 6timos
para discriminar os individuos. A PI foi calculada segundo Paetkau et al. (1998) em que:

ol n(2aZ —a, )-2n?(a, +2a,)+n(9a, +2)-6
(n—-1)n-2)n-3)

Onde n é o numero de amostras, a; € dado por: Z p} , em que p; é a frequiéncia do j-ésimo
i

alelo calculado por loco e multiplicada para todos os locos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplificacdo cruzada e avaliacao do polimorfismo dos locos

Dos 539 locos de Phaseolus vulgaris avaliados quanto ao potencial de amplificagéo
utilizando trés individuos de Pterodon emarginatus, 62 apresentaram um bom padrdo de
amplificacdo e 477 ndo amplificaram ou foram inespecificos em gel de agarose 3%. Dos
62 que apresentaram amplificacdo satisfatoria 16 sdo gendmicos e 46 provenientes de
bibliotecas ESTs (Figura 6).

539 primers

N

345 ESTs 194 gendémicos

l |

46 (Bomperfilde 4+ 16 (Bom perfil de

bandas na agarose) bandas na agarose) =62
19 (Bom perfil de + 4 (Bom perfil de
bandas na bandas na =23
acrilamida) acrilamida) (4% transferidos)
5 E,STsj + 2 gendmicos =7 polimérficos
(Polimérficos) (Polimérficos)

Figura 6: Resumo dos resultados parciais e final da transferibilidade de marcadores
microssatélites de Phaseolus vulgaris, provenientes de bibliotecas de EST e gendmica, e

namero de locos polimorficos em Pterodon emarginatus.

Os locos com bom padrdo de amplificacdo neste primeiro teste, quando avaliados
no gel de poliacrilamida 6%, 23 deles apresentaram um bom padrdo de bandas, sendo 4
gendmicos e 19 ESTs. Dessa forma, tem-se como resultado final que, dos 539 locos
testados, 23 foram transferidos, o que equivale a 4% de transferibilidade. Este € um

resultado inferior ao esperado para a transferibilidade entre géneros diferentes e mesma
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familia em dicotiledénias, 10% (Barbara et al., 2007). Estes 23 locos foram utilizados para
a avaliacdo do polimorfismo em oito individuos de P. emarginatus.

Desse total, sete locos apresentaram polimorfismo e 16 foram monomdrficos. Dos
sete locos polimorficos, cinco foram ESTs (PVESTBR67; PVESTBR090; PVESTBR199;
PVESTBR247 E PVESTBR268) e dois foram gendmicos (PVCOMP17 e PVHEXA4)
(Figura 7).

LOCOS ESTs
PVESTBR90

i PVESTBR247 PVES*BR199
. Sl ewve—gv - o WA

- o PVESTBR268
< — -
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o
- e = 3" |8 1
250pb = —

LOCOS GENOMICOS
250pb - PVCC,)I\MP17

PVHEXA4

e Nt - —

220pb

Nt N N

Figura 7: Perfis de amplificacdo dos locos ESTs polimorficos em Pterodon emarginatus
obtidos pelos iniciades PVESTBR90, PVESTBR67, PVESTBR247, PVEST268 e
PVESTBR199, e perfis de amplificacdo dos locos gendmicos obtidos pelos iniciadores
PVCOMP17 e PVHEXAA4, visualizados em gel de poliacrilamida 6%.
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Alguns estudos tém demonstrado sucesso na transferibilidade de marcadores
microssatélites para arvores nativas do Cerrado entre espécies pertencentes a géneros
diferentes e a mesma familia. Zucchi et al. (2002) testaram a amplificacdo de 356 pares de
primers gendmicos desenvolvidos para Eucalyptus spp. em Eugenia dysenterica (cagaita)
e obtiveram 10 (2,8%) destes marcadores transferidos. Garcia et al. (2011) avaliaram a
amplificacdo cruzada entre espécies da familia Fabaceae, a partir de 167 primers, sendo
(65 primers génicos e 102 primers genémicos), desenvolvidos para Phaseolus vulgaris
(feijao-comum), 10 (6%) foram transferidos para Dipteryx alata (baru), sendo 6 génicos e
4 gendmicos. Os valores de porcentagem de transferibilidade obtidos nestes estudos se
aproximam a porcentagem obtida pelo presente trabalho (4%).

Garcia et al. (2011), também avaliaram estes marcadores de P. vulgaris em plantas
cultivadas da familia Fabaceae (Glycine max, Arachis hypogaea, Medicago sativa e 3
espécies do género Viga). O maior indice de transferibilidade foi para Vigna unguiculata
(feijao frade) com 30% (35 génicos e 15 gendmicos), e 0 menor para Arachis hypogaea
(amendoim) com 1,8% (4 génicos e 1 gendmico).

De forma semelhante ao resultado do presente estudo, o trabalho de Garcia et al.
(2011) mostra que o numero de marcadores génicos transferidos é maior que o nimero de
marcadores gendmicos. Este é um resultado esperado, pois as regides génicas possuem um
maior sucesso de transferibilidade do que regides genémicas, devido a maior conservacao
evolutiva destas regies (Varshney et al., 2005).

De acordo com a maioria dos trabalhos revisados, foram demonstrados grandes
sucessos de transferibilidade entre espécies com maior relacdo filogenética (mesma
familia, por exemplo). Entre as plantas cultivadas da familia Myrtaceae, de 23 marcadores
microssatélites desenvolvidos para Psidium guajava L. (goiaba), 78,2% foram transferidos
para Eucalyptus citriodora (eucalipto cidrd); 60,80% foram transferidos para Eucalyptus
camaldulensis (eucalipto); 73,9% para Callistemon lanceolatus (escova de garrafa) e
73,9% para Syzygium aromaticum (cravo da india) (Rai, et al. 2013).

Grandes sucessos de transferibilidade sdo observados também entre plantas
cultivadas da familia Moraceae, para as quais de 188 marcadores microssatélites
desenvolvidos para Morus spp (amora), 45,2% foram transferidos para Ficus benghalensis
(figueira); 45,7% foram transferidos para Ficus carica (figueira-comum) e 71,8% para
Artocarpus heterophyllus (jaca) (Mathithumilan et al. 2013). Altas porcentagens de
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transferibilidade também sdo observadas entre plantas cultivadas da familia Laminaceae
(69,9%) (Karaca, et al. 2012) e Rosaceae (61,2% em média) (Fan, et al. 2013).

Para que a transferibilidade de marcadores microssatélites seja bem-sucedida, as
sequéncias das regides de anelamento dos primers devem ser conservadas entre os taxons,
ou seja, devem ser homologas. Assim 0s maiores e menores sucessos de transferibilide de
marcadores microssatélites estdo relacionados com a homologia do DNA entre as espécies
estudadas, dessa forma, quanto maior a homologia, maior a conservacdo dos
microssatélites e das regifes flanqueadoras e maior é a possibilidade de transferibilidade
dos marcadores (Varshney et al., 2005).

Espera-se que quanto menor a distancia evolutiva entre as espécies maior seja o
numero de marcadores microssatélites transferidos, devido a maior homologia do genoma.
Assim, a transferibilidade de marcadores microssatélites entre espécies que pertencem ao
mesmo género geralmente é maior do que a transferibilide entre espécies de géneros
diferentes (Barbaré et al., 2007).

Estudos tém demonstrado grande sucesso na transferibilidade de marcadores
microssatélites para arvores nativas do Cerrado entre espécies pertencentes ao mesmo
género. No estudo de Ciamp et al. (2008), a partir de 9 marcadores microssatélites
desenvolvidos para Hymenaea courbaril (jatoba), 77,7% destes marcadores foram
transferidos para Hymenaea stigonocarpa (jatoba do Cerrado). No estudo de Soares et al.
(2012), a partir de 14 marcadores desenvolvidos para Anacardium occidentale (caju),
85,7% destes marcadores foram transferidos para Anacardium humile (cajuzinho do
Cerrado).

No presente estudo foi avaliado também o polimorfismo de 10 locos que
apresentaram sucesso na amplificacdo cruzada em P. emarginatus conforme descrito por
Batista (2009). Destes, trés apresentaram polimorfismo em P. emarginatus (BM164,
Da E12 e Da E61). Assim, o numero total de primers microssatélites marcados com

fluorescéncia para a genotipagem em analisador automatico de DNA foram 10.
5.1.1 Sistema multiplex de genotipagem para Pterodon emarginatus
Foi possivel desenvolver dois sistemas multiplex de genotipagem, cada um com

cinco primers (Tabela 2). Ao testar a amplificacdo com os primers resintetizados

fluorescentes em 4 individuos de sucupira, foi necessario fazer um novo ajuste das
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temperaturas de anelamento e ajustes na quantidade de reagentes no mix de PCR (Anexo
1). O loco PVESTBRO090 apresentou um perfil de eletroferograma insatisfatorio, com
excesso de stutters e picos de absorbancia baixos, sendo descartado das analises com as
populacgdes, restando assim, um sistema multiplex com 4 primers e outro com cinco

primers, totalizando nove locos com bons perfis de eletetroferograma (Figura 8).

Multiplex 1
BM164

i /JX\J\A

al 160 al 162

N

al 260 al 270

PVESTBR67

1200

PVESTBR199

600

al336 al340
PVCOMP17
1200 /\
S s e o5 /.\\-J \/\ /\\/\ s
al 239 al 243
Multiplex 2
DaE61
3000
al236 al 240
Dal2
= ,J\/\»\ AA/\\
: al 210 al216
PVESTBR247
600
al 344 al 366

PVESTBR268

1000

PVHEXA4 al 308 al 320

Y |

T al219 al227

Figura 8: Perfis dos eletroferogramas apresentados pelos 9 locos polimorficos transferidos
para Pterodon emarginatus organizados em multiplex. Eixo vertical indica o nivel de

absorbancia da fluorescéncia e o eixo horizontal os nomes dos alelos.
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Tabela 2: Sistemas multiplex de genotipagem de marcadores microssatélites para Pterodon emarginatus. Estdo descritos o nome do par de

primers, a sequéncia dos primers, com o respectivo tipo de marcacao fluorescente no primer forward (F), o0 motivo da repeticédo (detectado em

Phaseolus vulgaris), (VAA) variacdo da amplitude alélica; (Ta) temperatura de anelamento ajustada e quantidade do produto da reacdo de

amplificacdo de cada primer colocada no sistema multiplex.

Primer Sequéncia com a marcacio (5’ — 3’) Motivo VAA Ia Quant; de
(°C) reacdo
F: - CCACCACAAGGAGAAGCAAC
BM164 (GT)9 (GA)21 160-168 58° 1ul
R: ACCATTCAGGCCGATACTCC
FHIl CACTGAGGTTTTCCTCTGCTTT
PVESTBR067 (CT)8 254-290 54° 2ul
R: TGTTGAAGGCAAAACATGAAAC
_ F: NED- AAAGACGATGCAGTTGGAAAGT
Multiplex1  PVESTBR199 (GCG)7 336-340 50° 3ul
R: GTTATTGTGTTCTCATCCGCAA
F: HEX-ACAAGGGGTCTGCAGTTTCTT (TAA)4 (TAA)4 (TAA)A (TAA)A (TAA)A
PVCOMP 17 235-247 52° 3ul
R: GATTCCTCCACGTTAGAGTTGG (TAA) (TAA)A (ATA)A (TAA)4
F: HEX-CTAACGACACTGCTGGAAACAG
PVESTBR090* AGA(7) A(13) 301-310 520 descartado
R: CATATCAGCACTTTTGGCAGAC
F: NED-TACCACCTACCCCAATCCAA
Da_E61 ATAA(26) 236-244 60° 1ul
- R: TGCATGCCCAATCATTTCTA
F: - CCTTCTATGCGCTCTCTGCT
Da _E12 (ATTTTT)18 200-224 60° 1ul
- R: TACTTCAACGCCAGCTTCCT
_ F: Il AGATGCAGAACAGATGCTTCAA
Multiplex 2 PVESTBR268 (CCA)6 282-320 58° 1ul
R: TGAAAGGGTCTTCTTGTTCCAT
F: NED-GGAGTCTTTTCTTTGGATGTGG
PVESTBR 247 (AY7 (AY7 (A)6 (A)7 344-366 58° 2ul
R: AGGTTGAAGCTCCCTCTCTCTT
F: HEX-TGCTTCCCATAAAGAAAGGAAA
PVHEXA 4 (AAAGAA)5 219-227 50° 4ul

R: TTCGTCTTGTTGAATGACCTTG

*Excluido das analises por apresentar perfil de eletroferograma insatisfatério durante os testes de eletroforese capilar.
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5.2 Caracterizacdo dos locos microssatélites transferidos para Pterodon emarginatus

Os gendtipos dados para cada individuo, em cada loco, estdo representados no
Apéndice 2. Os nove locos microssatélites analisados nas populagcfes apresentaram entre
dois (PVESTBR199 e PVHEXAA4) a 13 alelos (PVESTBR67) cada, com uma média de
cinco alelos por loco (Tabela 3).

Como os microssatélites sdo potencialmente multialélicos, séo verificados um
grande numero de alelos em outros estudos com plantas nativas (Zucchi et al., 2002;
Pereira et al., 2008) como também verifica-se uma média de nimero de alelos similar ao
presente estudo (Cota et al., 201; Soares et al., 2012. Soares et al., 2013)

Tabela 3: Caracterizacdo dos locos para trés populagcfes naturais de Pterodon emarginatus
avaliadas com nove locos microssatélites. Em que, n: nimero de individuos amostrados;
Na: nimero de alelos por loco; Hméax: heterozigosidade méxima; He: heterozigosidade
esperada pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg; Ho: heterozigosidade observada; f: indice
de fixacdo intrapopulacional; Q: probabilidade de exclusdo de paternidade; PI:
probabilidade de identidade.

Loco n Nap Hmax He Ho f Q Pl
BM164 88 4 0,750 0,350 0,262 0,252* 0,183 0,452
PVCOMP17 88 7 0,857 0,697 0,454 0,348* 0,474 0,131
PVESTBR199 85 2 0,500 0,478 0,400 0,164 0,181 0,388
PVESTBBR67 88 13 0,923 0,882 0,818 0,073 0,753 0,027
Da E12 76 5 0800 0,607 0,526 0,133 0,323 0,238
Da E61 88 4 0,750 0520 0,114 0,781* 0,233 0,329
PVESTBR247 88 3 0,666 0,513 0,580 -0,13 0,227 0,336
PVESTBR268 88 4 0,750 0,584 0,602 -0,031 0,350 0,219
PVHEXA4 86 2 0,500 0,438 0,407 0,07 0,170 0,414
Média 86 5 0,800 0,563 0,463 0,179* 0,9811122 1,497759 X 10°®

*Valor de f'significativo, p < 0,00556

Os niveis de polimorfismo dos marcadores microssatélites estdo relacionados com a
natureza génica ou genémica, os tipos de motivos de repeticdo destas regides (mono, di, tri,
tetra, penta ou hexa), 0 nimero de repeticdes dos motivos e interrupcdes nas repeticoes
(Ellegren, 2004). No presente estudo o loco PVESTBR67 foi 0 que apresentou 0 maior
namero de alelos (13). Por ser um loco EST, grande polimorfismo, ndo era esperado,

contudo € um marcador microssatélite com motivo dinucleotidico sem interrupgdes na
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repeticdo. Para os locos mono e dinucleotideos, espera-se maior polimorfismo, pois estes
tipos de motivos, por serem menores, estdo mais sujeitos ao slippage e com isso a
mutacdes mais frequentes (Ellegren, 2004), o que pode explicar o grande numero de alelos
encontrado para este loco.

O segundo loco com maior nimero de alelos foi o PVCOMP17, um trinucleotideo
com 7 alelos, assim, maior polimorfismo era esperado por ser um loco genémico. Como €
composto por regides de trinucleotideos, parece estar livre das restricdes de ocorréncia de
mutacgdes, como ocorre nas regides génicas, o que pode explicar o grande numero de alelos
encontrado (Ellegren, 2004).

Para locos mononucleotideos espera-se que apresentem o maior polimorfismo,
contudo, o Unico loco mononucleotideo desse estudo (PVESTBR247) apresentou somente
3 alelos. Este loco € mononucleotideo com muitas interrupcdes, o que pode explicar o
baixo nimero de alelos apresentado, pois, interrup¢des na regido repetitiva podem tornar o
slippage menos frequente e diminuir as mutagdes (Jin et al., 1996).

Os locos PVESTBR199, um trinucleotideo, e PVHEXA 4, um hexanucleotideo,
apresentaram o menor numero de alelos (ambos 2 alelos). No caso do loco PVESTBR199,
por ser um loco génico e trinucleotidio era esperado que apresentasse pouco polimorfismo.
Pouco polimorfismo espera-se também para locos hexanucleotideos, que além de poderem
estar dentro de genes, possuem um grande tamanho de motivo, o que faz com que eles
estejam menos sujeitos ao slippage do que regibes com motivos menores. No caso do loco
PVHEXAA4, por ser um loco genémico, o pouco polimorfismo deve estar relacionado ao
tamanho do motivo. Além disto, € um loco que possui baixo nimero de repeticGes de
motivos (5 repeti¢des) em relacdo a todos os outros locos. Microssatélites com um menor
namero de repeticdes independentemente do motivo sdo menos mutaveis devido a menor
probabilidade de slippage (Wierdl et al., 1997).

Vale ressaltar que, ndo necessariamente, os motivos destes locos desenvolvidos
para o feijdo, sejam as mesmas em sucupira, assim, seria necessario sequenciar os locos de
sucupira para comprovar 0s motivos de repeticdese e o efeito no polimorfismo apresentado
em sucupira.

A analise da qualidade da genotipagem pelo programa Micro-cheker apontou
possiveis “erros de genotipagem” para os locos BM164, PVCOMP17 e Da_E61. Nestes
trés locos foi detectado excesso de homozigotos, sendo sugerida a presenca de alelos nulos,

ou seja, alelos que ndo séo amplificados na PCR pela mutacdo na regido onde o primer
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anela, assim o gendtipo que era para ser heterozigoto, mostra-se como homozigoto
(Chakraborty et al., 1997).

N&o foi verificado desequilibrio de ligacdo entre os pares dos locos avaliados.
Dessa forma é possivel inferir que todos os pares de locos estdo em equilibrio de ligacéo,
indicando que ndo ha redundancia nas informacgdes geradas por cada loco, o que é de
grande importancia para os estudos de genética de populac¢@es (Hartl & Clark, 2010).

O valor da diversidade genética média de todos os locos, avaliada pela estimativa
da heterozigosidade esperada pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (He = 0,563), representa
70% da heterozigosidade maxima esperada para este conjunto de locos (Hméx = 0,800)
(tabela 3). Esta representacdo de diversidade genética média dos locos com relagdo a
diversidade méaxima comparando com outras Fabaceas nativas, € maior que a de Dipteryx
alata (60%) Rodrigues et al., (2013), e menor que a de Dimorphandra mollis (79%)
(Souza et al., 2012) e Dalbergia nigra (81%) (Barreto et al., 2010).

A maior diversidade foi apresentada pelo loco PVESTBR67, sendo observado o
valor de He igual a 0,882 e maior nimero de alelos (13) representando 95% da sua
heterozigosidade maxima (Hméax= 0,923) (Tabela 3). A menor diversidade foi apresentada
pelo loco BM164, sendo verificado o valor de He igual a 0,350, representando 47% de sua
heterozigosidade méxima (Hmax = 0,750), o que pode ser devido a presenca de alelos nulos
que foi encontrada para este loco, indicando excesso de homozigotos. Um loco com
muitos alelos ndo necessariamente € um loco com maior diversidade, pois os valores de
diversidade genética sdo influenciados pela relacdo entre o numero de alelos e a
distribuicdo de suas frequéncias relativas (\Vencovsky et al., 2007).

A heterozigosidade observada apresentou média de 0,463 variando entre
0,262(BM164) e 0,818 (PVESTBR67). Foi observada diferenca significativa entre os
valores de heterozigozidade esperada e observada para os locos BM164, COMP17 e
DaE61 (p < 0,00556 ou aproximado), o que resultou em um valor de f significativo para o
total de populacdes, indicando desvios ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a
presenca de endogamia, que pode ter sido causada pelos alelos nulos que foram detectados
para estes trés locos.

Ao avaliar qualidade dos marcadores em analises de vinculos genéticos e de
discriminacdo individual, a probabilidade de exclusdo combinada foi igual a 0,9811122.
Este valor pode ser considerado moderado a alto, significando que a bateria dos locos

microssatélites transferidos possuem uma boa probabilidade para excluir uma falsa
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paternidade (Evett & Weir, 1998). A probabilidade de identidade combinada foi igual a
1,497759 X 10°, ou seja, praticamente nula, isso indica que o conjunto dos locos
microssatélites polimorficos transferidos sdo adequados para discriminar os individuos
(Paetkau et al., 1995).

Os nove locos polimorficos permitiram observar 36 alelos em 23 individuos da
populacdo PEMAGEDF, 33 alelos em 29 individuos da populacdo PEMPOTGO e 37
alelos em 36 individuos da populacdo PEMPIRGO (Tabela 4). Estes valores sugerem que a
amostragem de cerca de 30 individuos por populacdo é razoavel, considerando o0 nimero
de alelos detectados com esta bateria de locos. Ou seja, esta amostragem oferece um bom
balancgo entre as amostragens genéticas e de individuos por populag&o.

As frequéncias alélicas dos locos nas populacdes estdo representadas graficamente
na figura 9, onde é possivel observar uma diferenca aparente na abundancia dos alelos nas
diferentes populagdes.

Foram verificados alelos raros nas trés populacfes, considerando o critério de alelo
raro como aquele cuja frequéncia na populacdo deve ser inferior a 5% (Raposo et al.,
2007). Na populacdo PEMAGEDF foram verificados 5 alelos raros; na populacdo
PEMPOTGO, 6, e na popula¢do PEMPIRGO, 11.



Tabela 4: Caracterizacdo genética dos 9 locos microssatélites em 3 populagdes de Pterodon emarginatus, sendo n: nimero de individuos
amostrados; Na: numero de alelos por loco; Ap: nimero de alelos privados; Hmax. heterozigosidade méxima; He: heterozigosidade esperada
pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg; Ho: heterozigosidade observada; f : indice de fixacdo intrapopulacional; PEMAGEDF: Estacdo Ecoldgica
de Aguas Emendadas, Planaltina-DF; PEMPOTGO: Portelandia-GO; PEMPIRGO: Piren6polis-GO.

PEMAGEDF PEMPOTGO PEMPIRGO

Loco n Na Ap Hmax He Ho f n Na Ap Hméax He Ho f n Na Ap Hmax He Ho f
BM164 23 2 0 0500 0,043 0,043 0,000 29 3 0 0666 0494 0449 0,092 36 4 1 0,750 0,329 0,250 0,239
PVCOMP17 23 6 0 0833 0,766 0522 0319 29 6 0 0833 0549 0414 0246 36 5 0 0800 0,736 0,445 0,396*
PVESTBR199 20 2 0 0500 0361 0,250 0,307 29 2 0 0500 0473 0,310 0344 36 2 0 0500 0506 0,555 -0,097
PVESTBBR67 23 10 O 0,900 0,874 0,783 0,104 29 9 2 0888 0868 0897 -0033 36 10 1 090 0,830 0,778 0,063
Da_E12 22 5 1 0800 0628 0,773 -0,231 29 4 0 0,750 0561 0,345 0,385 25 4 0 0,750 0,653 0,520 0,204
Da_E61 23 4 1 0,750 0,567 0,087 0,847 29 2 0 0500 0,244 0,138 0434 36 3 0 0666 0551 0,111 0,798*
PVESTBR247 23 3 0 0666 0520 0435 0,163 29 2 0 0500 0458 0551 -0,204 36 3 0 0666 0556 0,694 -0,248
PVESTBR268 23 3 0 0666 0491 0521 -0,062 29 4 0 0750 0579 0,620 -0,071 36 4 0 0750 0,612 0,639 -0,044
PVHEXA4 23 2 0 0500 0462 0521 -0,128 27 2 0 0500 0509 0519 -0,020 36 2 0 0500 0,301 0,250 0,169
Média 22 4 - 0,750 0524 0437 0,165 29 4 - 0,750 0526 0,471 0104 35 4 - 0,750 0,564 0,471 0,164

*Valor de f'significativo considerando a corre¢do de Bonferroni, p< 0,00185.
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Figura 9: Frequéncias alélicas para nove locos microssatélites avaliados em trés populagdes

de Pterodon emarginatus.
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Quanto maior a amostragem da populacdo maior a possibilidade de se encontrar alelos
raros. A presenca de alelos raros nas populagdes pode indicar que estes alelos estdo sendo
perdidos com o decorrer das geracdes devido a deriva, ou seja, alelos que antes eram
frequentes passam a ser raros devido a fatores antropogénicos, ou até mesmo a contribuicdo
geneética dos individuos que participam efetivamente da reproducéo, pois mesmo em grandes
populacdes, nem todos os individuos contribuem para a variabilidade genética pelo fato de
alguns ainda serem jovens e outros ja terem ultrapassado a idade reprodutiva (Tarnowski,
2010).

Além dos alelos raros, foram detectados seis alelos privados, ou seja, alelos
especificos de uma Unica populacdo, sendo encontrados dois em cada populacdo (Tabela 4).
Os alelos privados podem indicar restri¢cdo ao fluxo génico, e com isso, diferenciacéo entre as
populagdes (Botrel et al., 2006). No entanto, a maior parte do conjunto de alelos verificados
no presente estudo € compartilhada entre as trés populacdes de sucupira, como também 0s
numeros de alelos privados ndo sdo expressivos e sdo raros o que indica que podem ser
facilmente perdidos com o decorrer das geracoes.

Zucchi (2003) também encontrou alelos privados em Eugenia dysenterica, contudo
em um valor expressivo. O conhecimento da existéncia das diferencas na distribuicdo dos
alelos e da presenca de alelos privados e raros nas populacdes tém implicacGes na tomada de
decisBes para a conservacdo genética das espécies, na coleta de germoplasma ou na
conservacao in situ, pois, sendo as populagdes diferentes entre si, cada um tem o seu valor em
termos de conservacdo do conjunto da variabilidade genética da espécie (Perecin &
Kageyama, 2002).

Os valores de heterozigosidade esperada para cada uma das populacoes,
PEMAGEDF, PEMPOTGO e PEMPIRGO foi de 0,524, 0,526 e 0,564 respectivamente. A
Heterozigosidade observada foi de 0,437, 0,471 e 0,471 respectivamente (Tabela 4). Observa-
se que os valores de He se aproximaram relativamente aos valores de Ho em cada uma das
trés populacgdes e que estes valores entre as trés as populaces também sdo muito semelhantes
(Tabela 4).

Ao avaliar as populacfes separadamente, o valor de f ndo foi significativo para quase
todos os locos, pois o valor de p para a maioria foi maior que o nivel de significancia
corrigido por Bonferroni 0,00185, assim cada populacdo apresentou um valor de f néo
significativo, o que significa que ndo ha diferenca significativa entre os valores de

heterozigosidade esperada e observada, indicando que as frequéncias genotipicas estdo
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seguindo as proporcdes esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg. O valor de Fs foi
igual a 0,144 e nao significativo (intervalo de confianca de 99%, com 10000 randomizacdes),
corroborando a aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

A estimativa do indice Fsr foi igual a 0,06, significando que aproximadamente 6% da
variagdo genética encontram-se entre as populacdes e 94% desta variagcdo ocorrem dentro das
populagdes. O indice de fixacdo para o conjunto das populagdes (Fit) no presente estudo foi
igual a 0,195 e significativo, corroborando com a presenca endogamia para 0 conjunto das
populagdes.

Este € um estudo preliminar sobre a variabilidade genética das populacbes de P.
emarginatus. Dessa forma, o sistema multiplex de genotipagem de marcadores
microssatélites disponibilizado se mostrou eficaz para a realizacdo destes estudos, contudo ha
a necessidade de ampliar o tamanho amostral para discutir a situacdo da espécie na natureza e

na inferéncia sobre a atuagdo de processos microevolutivos.
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6 CONCLUSAO

e Os marcadores microssatélites desenvolvidos para Phaseolus vulgaris, apresentaram

boa amplificacdo cruzada em Pterodon emarginatus.

e Foi possivel ajustar 9 locos microssatélites com bom padrdo de amplificacdo e niveis
de polimorfismos Uteis para estudos genético-populacionais para a espécie Pterodon

emarginatus;

e Foram estabelecidos dois sistemas multiplex de genotipagem para analise semi-
automatizada em analisador automatico de DNA, 0 que proporcionou uma maior

precisdo e agilidade no processo de tomada dos genotipos;

e O estudo preliminar com os locos transferidos em trés populagdes de P. emarginatus
mostrou alta variabilidade genética nas popula¢des avaliadas indicando a necessidade

de se expandir o estudo para um maior nimero de populacdes.
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APENDICES

Apéndice 1

Padronizacao do mix de PCR para os 9 locos microssatélites transferidos para Pterodon

emarginatus

Tabela 1: Mix de PCR padronizado para os primers microssatélites transferidos em Pterodon
emarginatus marcados com fluorescéncia BM164, PVESTBR199, PVCOMP17, Da E61,
Da E12, PVESTBR268, PVESTBR247, demonstrando 0s reagentes utilizados, suas

concentragdes e volumes para um sistema de 10 pl.

Reagentes Concentragéo inicial Qtd/individuo
H,O0 mQ: - 0,65ul
DNA 2,5ng/uL 3ul
Primer F 0,9uM 1,5ul
Primer R 0,9uM 1,5ul
Tp ¢/ MgCl, 10X 1ul
BSA 25mg/ml 1,3ul
dNTP’s 2,5uM 0,9
Taq pol 5U 0,15ul
TOTAL - 10ul

Tabela 2: Mix de PCR padronizado para os primers microssatélites transferidos em Pterodon
emarginatus marcados com fluorescéncia PVHEXA 17 e PVESTBR199, demonstrando 0s

reagentes utilizados, suas concentragdes e volumes para um sistema de 10 pl.

Reagentes Concentragdo inicial Qtd/individuo

H,O mQ: - Opl
DNA 2,5ng/uL 3ul
Primer F 0,9uM 2ul
Primer R 0,9uM 2ul

Tp ¢/ MgCl, 10X 0,95ul
BSA 25mg/ml 1ul
dNTP’s 2,5UM 0,9

Taq pol 5U 0,15ul

TOTAL - 10pl




Apéndice 2

Gendtipos obtidos pelos 9 locos microsatélites transferidos para Pterodon emarginatus

Tabela 1: Gendtipos obtidos pelos 9 locos transferidos para Pterodon emarginatus

BM164 PVCOMP17 PVESTBR199 PVESTBR67 Da E12 Da E61 PVESTBR247 PVESTBR268 PVHEXA4
Populagdo Individuo alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo?2
PEMAGEDF 1 162 162 235 247 336 340 268 278 210 216 238 238 366 366 282 308 219 227
PEMAGEDF 2 162 162 235 245 ? ? 260 270 206 210 238 238 344 366 288 308 227 227
PEMAGEDF 3 162 162 239 247 340 340 274 282 210 216 238 238 344 366 308 308 219 227
PEMAGEDF 4 162 162 239 241 336 340 268 268 210 216 240 240 366 366 308 308 219 219
PEMAGEDF 5 162 162 235 239 340 340 272 272 210 216 238 238 344 366 282 308 219 227
PEMAGEDF 6 162 162 239 243 340 340 260 272 210 216 240 240 344 344 288 308 219 227
PEMAGEDF 7 162 162 241 241 336 340 254 278 216 224 238 238 366 366 282 308 227 227
PEMAGEDF 8 162 162 235 245 ? ? 260 270 206 210 238 238 344 366 288 308 227 227
PEMAGEDF 9 162 162 241 243 336 336 272 282 210 210 240 240 348 366 308 308 219 227
PEMAGEDF 10 162 162 241 241 340 340 268 282 210 216 238 238 344 344 288 308 227 227
PEMAGEDF 11 162 162 241 241 340 340 268 270 216 216 238 238 344 366 288 308 219 227
PEMAGEDF 12 162 162 241 241 336 340 268 272 210 216 236 236 366 366 308 308 219 227
PEMAGEDF 13 162 162 243 243 340 340 274 274 210 210 238 238 366 366 308 308 219 227
PEMAGEDF 14 162 162 241 241 340 340 278 280 ? ? 240 240 366 366 282 288 227 227
PEMAGEDF 15 162 162 243 243 336 336 280 282 206 210 240 240 366 366 288 308 227 227
PEMAGEDF 16 162 162 239 243 340 340 260 282 210 216 238 238 344 344 308 308 219 227
PEMAGEDF 17 162 162 235 241 336 340 272 272 200 216 240 240 344 366 288 308 227 227
PEMAGEDF 18 162 162 243 243 340 340 268 272 210 216 238 244 366 366 308 308 227 227
PEMAGEDF 19 162 162 241 243 340 340 268 282 210 216 236 240 366 366 308 308 227 227
PEMAGEDF 20 162 162 241 241 ? ? 272 278 216 216 238 238 344 366 288 288 219 219
PEMAGEDF 21 162 164 239 239 340 340 272 272 210 216 240 240 344 366 308 308 219 227
Continua...
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Continuacéo...

BM164 PVCOMP17 PVESTBR199 PVESTBR67 Da E12 Da E61 PVESTBR247 PVESTBR268 PVHEXA4
Populagdo Individuo alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo?2
PEMAGEDF 22 162 162 241 241 340 340 268 280 216 216 238 238 344 344 308 308 219 227
PEMAGEDF 23 162 162 239 243 340 340 262 282 206 216 238 238 348 366 288 308 219 227
PEMPOTGO 1 160 160 241 241 336 336 254 272 216 216 240 240 366 366 308 308 219 227
PEMPOTGO 2 160 162 241 243 340 340 254 260 216 216 238 240 344 344 308 308 219 219
PEMPOTGO 3 160 164 241 241 336 340 272 280 210 210 238 240 366 366 308 308 219 227
PEMPOTGO 4 162 162 239 239 336 340 268 272 210 216 238 238 366 366 308 308 219 227
PEMPOTGO 5 160 162 237 245 340 340 260 272 216 216 238 238 366 366 288 320 219 227
PEMPOTGO 6 162 162 241 243 340 340 270 290 210 210 238 240 366 366 320 320 219 227
PEMPOTGO 7 160 162 241 241 336 340 254 260 210 210 238 238 344 366 308 320 227 227
PEMPOTGO 8 160 162 241 241 336 340 254 260 210 210 238 238 344 366 308 320 227 227
PEMPOTGO 9 160 162 241 241 340 340 254 278 216 216 238 238 344 366 308 320 219 227
PEMPOTGO 10 162 162 241 245 336 340 278 278 216 216 238 238 344 366 308 320 219 227
PEMPOTGO 11 162 162 241 243 340 340 272 280 216 216 238 238 344 366 308 308 219 227
PEMPOTGO 12 160 162 241 241 340 340 254 278 216 216 238 238 344 344 308 320 219 219
PEMPOTGO 13 160 162 241 241 340 340 268 272 210 210 238 238 344 366 308 320 ? ?
PEMPOTGO 14 162 162 241 241 340 340 254 268 216 216 238 238 366 366 308 320 219 219
PEMPOTGO 15 160 162 241 243 336 340 268 280 216 216 238 238 344 366 308 308 219 227
PEMPOTGO 16 160 160 241 241 336 336 268 272 210 216 238 238 366 366 288 320 ? ?
PEMPOTGO 17 162 162 241 247 340 340 260 278 210 210 238 238 344 366 308 308 219 227
PEMPOTGO 18 162 162 241 241 336 340 272 272 216 216 238 238 344 366 308 308 219 219
PEMPOTGO 19 162 162 241 241 336 340 278 284 206 216 238 238 344 366 282 308 219 227
PEMPOTGO 20 162 162 241 241 340 340 260 272 210 210 238 238 344 366 308 308 219 219
PEMPOTGO 21 160 164 241 241 336 336 272 280 210 216 238 238 366 366 282 320 219 227
PEMPOTGO 22 162 162 243 243 340 340 270 280 210 216 240 240 344 366 288 308 227 227
PEMPOTGO 23 160 160 241 241 336 336 268 272 210 216 238 238 344 366 288 308 219 227
PEMPOTGO 24 160 162 241 243 340 340 270 272 210 216 238 240 366 366 282 308 219 227
Continua ...
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BM164 PVCOMP17 PVESTBR199 PVESTBR67 Da E12 Da E61 PVESTBR247 PVESTBR268 PVHEXA4
Populagdo Individuo alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelo1l alelo 2
PEMPOTGO 25 160 162 243 243 336 340 254 270 210 210 238 238 344 366 308 320 227 227
PEMPOTGO 26 162 162 241 247 340 340 268 278 216 224 238 238 366 366 282 308 227 227
PEMPOTGO 27 162 162 241 247 340 340 268 270 210 224 238 238 344 366 282 308 227 227
PEMPOTGO 28 160 162 241 245 336 336 268 290 210 216 238 238 366 366 282 308 219 219
PEMPOTGO 29 162 162 237 247 336 336 268 268 210 210 238 238 344 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 1 162 162 241 241 336 340 268 282 ? ? 236 240 344 366 282 308 219 219
PEMPIRGO 2 162 162 241 241 336 340 274 282 210 216 238 238 344 366 308 308 219 219
PEMPIRGO 3 162 162 241 241 340 340 262 282 216 224 240 240 344 366 288 308 227 227
PEMPIRGO 4 162 162 239 243 336 340 268 274 ? ? 240 240 366 366 282 320 227 227
PEMPIRGO 5 162 162 235 239 336 340 254 268 216 224 240 240 344 348 288 308 227 227
PEMPIRGO 6 162 164 239 243 336 340 268 280 216 216 238 238 344 366 288 308 219 227
PEMPIRGO 7 162 162 241 241 336 340 274 282 ? ? 238 240 366 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 8 162 164 239 241 340 340 254 262 ? ? 236 236 348 366 288 308 227 227
PEMPIRGO 9 162 162 243 243 336 336 274 282 ? ? 238 238 344 366 282 308 219 227
PEMPIRGO 10 160 162 237 243 336 336 260 272 216 216 238 238 344 344 282 308 219 227
PEMPIRGO 11 162 162 243 243 336 336 280 282 210 216 240 240 344 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 12 162 162 237 241 340 340 268 268 210 216 240 240 344 344 282 288 219 227
PEMPIRGO 13 164 164 235 239 336 340 280 280 210 216 240 240 344 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 14 162 162 235 241 336 336 280 282 210 216 240 240 344 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 15 162 162 239 241 336 340 278 280 ? ? 240 240 344 366 288 320 227 227
PEMPIRGO 16 162 162 239 243 340 340 268 268 206 210 238 238 366 366 288 308 227 227
PEMPIRGO 17 164 168 243 243 336 340 260 278 216 216 238 238 344 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 18 162 164 239 239 336 340 280 280 ? ? 236 240 348 366 282 308 227 227
PEMPIRGO 19 162 164 235 243 336 340 280 282 210 210 240 240 366 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 20 162 162 241 241 336 336 268 280 210 210 240 240 344 366 282 282 227 227
PEMPIRGO 21 162 162 235 237 336 340 274 274 216 224 240 240 366 366 308 308 227 227
Continua ...
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BM164 PVCOMP17 PVESTBR199 PVESTBR67 Da E12 Da E61 PVESTBR247 PVESTBR268 PVHEXA4
Populagdo Individuo alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelol alelo2 alelo1l alelo 2

PEMPIRGO 22 162 162 241 241 340 340 268 280 210 210 238 238 344 366 282 288 219 227
PEMPIRGO 23 162 162 235 241 336 340 262 282 210 216 240 240 366 366 282 308 219 227
PEMPIRGO 24 162 162 241 241 336 340 272 280 210 210 238 238 344 366 288 308 227 227
PEMPIRGO 25 162 164 243 243 336 340 276 280 ? ? 238 238 344 366 282 288 227 227
PEMPIRGO 26 164 164 239 239 336 336 254 280 224 224 240 240 344 348 288 288 227 227
PEMPIRGO 27 162 162 243 243 336 340 280 282 ? ? 238 238 344 366 308 308 219 227
PEMPIRGO 28 162 162 241 241 336 340 274 280 216 224 238 238 366 366 308 308 227 227
PEMPIRGO 29 162 162 243 243 336 336 268 280 ? ? 240 240 344 344 282 308 227 227
PEMPIRGO 30 162 164 235 241 340 340 280 280 210 210 238 240 348 366 282 308 219 227
PEMPIRGO 31 162 162 241 241 336 340 282 282 216 216 240 240 344 366 282 308 227 227
PEMPIRGO 32 162 162 235 241 340 340 278 280 210 216 238 238 366 366 308 308 219 227
PEMPIRGO 33 162 162 235 235 336 340 272 282 ? ? 240 240 344 366 282 308 227 227
PEMPIRGO 34 162 164 241 241 336 336 280 280 216 216 240 240 344 366 288 308 227 227
PEMPIRGO 35 162 162 239 241 336 340 268 274 206 224 238 238 344 366 288 308 227 227
PEMPIRGO 36 162 162 241 241 340 340 274 282 216 216 240 240 344 366 288 308 227 227
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