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RESUMO

RIVAS, P.M.S. Efeito do aquecimento atmosférico e elevacdo de CO: sobre
parametros genéticos e biologicos da espécie forrageira tropical Stylosanthes
capitata (Vogel). 90p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Em cenarios de mudancas climaticas, é crucial a estimativa de parametros genéticos de espécies
de plantas economicamente importantes, com o objetivo de prever sua capacidade de resposta e
adaptabilidade. Nesta pesquisa avaliou-se o efeito do aumento da temperatura (+2 °C) e da
concentracdo atmosférica de CO, (600 ppm) sobre a producdo de sementes, germinacao,
diversidade genética, diferenciacdo genética e taxas de cruzamento da espécie Stylosanthes
capitata, uma leguminosa forrageira de importancia econdmica para agro-pecuaria brasileira.
Utilizou-se o sistema de simula¢do de mudancas climaticas Trop-T-FACE (Temperature Free
Air Controlled Enhancementand Free Air Carbon Dioxide Enrichment) no campus da USP/RP,
com 4 repeticBes cada. Apos semeadura e crescimento incial, as plantas foram submetidas a
quatro tratamentos: [C] controle; [eCO,] aumento da concentracdo de CO, atmosférico em 600
ppm; [eT] aumento da temperatura em 2°C e [eCO.+eT] sua combinacdo. No final do ciclo de
reproducdo, dez plantas adultas (matrizes) de cada tratamento foram coletadas e as sementes
retiradas de suas inflorescéncias. Avaliou-se a porcentagem de vagens vazias, porcentagem de
sementes inviaveis, nimero de sementes produzidas por inflorescéncia, o peso de 100 sementes
(mg), a a germinabilidade (%) e o indice de velocidade de germinacgdo (IVG). Para as analises
genéticas, o DNA total foi extraido de amostras de tecido foliar (plantas matrizes) e de
cotilédones frescos (progénies). Realizou-se a amplificacdo das familias para 7 loci SSR
polimdrficos. A eletroforese e genotipagem foi realizada pel o sistema de eletroforese capilar
GelBot. As andlises foram realizadas nos softwares GenAlex, GenePop, GDA e MLTR.
Diferencas entre tratamentos foram avaliadas pela ANOVA Fatorial 2x2 (p<0.05). As sementes
dos tratamentos eT e eCO,+eT produziram um maior numero de sementes por inflorescéncia
(p<0,05). Matrizes oriundas do tratamento eT apresentaram menor propor¢do de sementes
inviaveis (p<0,05). Germinabilidade e velocidade de erminagdo foram semelhantes em todos 0s
tratamentos (p>0,05). A maioria dos indices de diversidade genética e de fixagdo foram
semelhantes entre geracfes e tratamentos. Mas nas parcelas com aquecimento (eT) a
heterozigosidade esperada foi reduzida (p<0,05), sugerindo um aumento nos homozigotos
nessas populagdes. Os tratamentos em plantas parentais ndo influenciaram as taxas de
cruzamento de focos maltiplos de S. capitata (C = 48,9%, eC = 54,4%, eT = 60,8%, eCO2 + eT
= 47,1%, p> 0,05), mostrando resiliéncia em seu sistema de cruzamento misto em as condigdes
experimentais estudadas. O comportamento do polinizador, o nimero de flores por planta que
promove a autogamia, bem como a possivel degeneragdo dos graos de pdlen nos tratamentos de
aquecimento, podem contribuir para os resultados observados. Esta pesquisa apresenta
resultados inovadores Uteis para orientar estratégias de preservacdo e melhoramento de
germoplasma de S. capitata frente ao cenario iminente de mudanas climaticas.

Palavras chave: Mudancas climaticas, Stylosanthes, genética de populacdes vegetais, sistemas
de cruzamento, diversidade genética, germinacéo.



ABSTRACT

RIVAS, P.M.S. RIVAS, P.M.S. Effect of atmospheric warming and CO: increase
on genetic and biological parameters of tropical forage species Stylosanthes
capitata (Vogel). 90p. PhD Thesis - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

In climate change scenarios is crucial the estimation of genetic parameters of economically
important plant species aiming to predict their responsiveness and adaptability. This research
evaluated the effects of temperature increase (+2 ° C) and atmospheric CO, concentration (600
ppm) on seed production, germination, genetic diversity, genetic differentiation and crossing
rates of Stylosanthes capitata, a legume forage plant with economic importance for Brazilian
agriculture. Trop-T-FACE (Temperature Free Air Controlled Enhancementand Free Air
Carbon Dioxide Enrichment) climate change simulation system was used at the USP / RP
campus, with 4 repetitions each. After sowing and initial growth, the plants were submitted to
four treatments: [C] control; [eCO;] increase of atmospheric CO; concentration to 600 ppm;
[eT] temperature rise by 2 ° C and [eCO; + eT] their combination. At the end of the breeding
cycle, a total of ten adult plants (matrices) from each treatment (n=40) were collected and the
seeds removed from their inflorescences. The percentage of empty pods, percentage of
unfeasible seeds, number of seeds produced by inflorescence, weight of 100 seeds (mg),
germinability (%) and germination speed index (IVG) were evaluated. For family’s
amplification, 16 progenies from each matrix plant were germinated in vitro (n=640). Total
DNA was extracted from samples of leaf tissue (parent plants) and fresh cotyledons (progenies).
Families were amplified to 7 polymorphic SSR loci. Electrophoresis and genotyping was
performed by the GelBot capillary electrophoresis system. The analyzes were performed using
GenAlex, GenePop, GDA and MLTR software. Differences between treatments were evaluated
by 2x2 factorial ANOVA (p<0,05). Seeds of eT and eCO; + eT treatments produced a higher
number of seeds by inflorescence (p<0,05). Matrices from the eT treatment presented lower
proportion of unviable seeds (p<0,05). Germinability and germination velocity were similar in
all treatments (p>0.05). Most genetic diversity and fixation indices were similar across
generations and treatments. But in the warmed plots (eT) the expected heterozygosity was
reduced (p<0,05), suggesting an increase in homozygotes in these populations. Treatments on
parental plants did not influence the multiple focus crossing rates of S. capitata (C = 48,9%, eC
= 54,4%, eT = 60,8%, eCO, + eT = 47.1%, p > 0,05), showing resilience in its mixed crossing
system under the studied experimental conditions. Pollinator behavior, the number of flowers
per plant that promotes autogamy, as well as the possible degeneration of pollen grains in
heating treatments, may contribute to the observed results. This research presents innovative
results useful to guide strategies of preservation and improvement of S. capitata germplasm
against the imminent scenario of climate change.

Keywords: Climate changes, Stylosanthes, plant population genetics, breeding systems, genetic
diversity, germination.
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1. FUNDAMENTAGAO TEORICA
1.1 A problematica das mudancas climéticas

O sistema climatico global ¢ uma rede complexa e dindmica, cuja homeostase
foi responsével pela evolucdo das espécies que povoaram a terra (Marengo e Souza Jr,
2018). A influéncia humana, na histéria evolutiva da Terra, por milénios nédo afetou a
dindmica natural do sistema climatico global. Registros retirados de nucleos de gelo da
estacdo de Vostok (Antartica) evidenciam que a concentragdo atmosférica de CO2 nos
ultimos 420.000 anos esteve dentro de uma faixa operacional normal (de 180 a 280
partes por milh&o por volume) variando ciclicamente ao longo das eras glaciais (Steffen
et al., 2006).

Entretanto, em finais do seculo XIX, quando teve inicio a revolucédo industrial -
fruto do desenvolvimento social, econémico e tecnoldgico da humanidade - a atmosfera
terrestre passou a se modificar com magnitude tdo grande quanto a variacdo total
observada nas eras glaciais anteriores (Steffen et al., 2006). Os ultimos 50 anos foram
os de maior transformacdo da relagdo humana com a natureza desde o inicio da histéria
da humanidade. A nova concentracdo de CO, atmosférica parece ter sido atingida a uma
taxa de 10 a 100 vezes mais rapido do que em qualquer outro momento dos 420.000
anos anteriores do planeta e estdo, portanto, muito fora do que ocorreria de forma

natural no Sistema Terrestre (Falkowski et al., 2000).

A enorme quantidade de carbono estocada em florestas e na forma de
combustiveis fosseis passou a ser utilizada para obtencdo de energia, resultando em uma
emissdo desenfreada e crescente de CO2 e gases como metano, 0zonio e oxido nitroso
(gases de efeito estufa) para a atmosfera, atingindo seus niveis mais altos nos Gltimos
400 milénios (Crutzen, 2016). Moléculas destes gases absorvem a radiacdo
infravermelha emitida pela superficie terrestre, impedindo a dissipacdo do calor da
Terra para 0 espago, comprometendo assim a manutencdo do equilibrio energético do
planeta (Maslin, 2008). Desta forma, o excesso de calor ndo dissipado resulta no
aquecimento da temperatura média na superficie terrestre. Estima-se que até 2050, a
temperatura média global deve aumentar de 1,3 a 2°C (IPCC, 2013), porém o
aquecimento da superficie terrestre devera ser superior a esta média, dependendo dos
cenarios de emissbes antrdpicas dos gases de efeito estufa (GEE) (IPCC, 2013; IPCC
2014).



Segundo o Painel Intergovernamental das Mudangas Climaticas (2014), a
temperatura média da terra deve aumentar de 1,3 a 1,8°C até 2050. As estimativas para
0 COz atmosférico apontam que concentracdo deste gas estara acima de 600 ppm para o
ano de 2050, podendo ultrapassar os 800 ppm e chegar a 1000 ppm até o final deste
século (Long et al., 2004; IPCC, 2013; IPCC, 2014).

Novos recordes de temperatura global sdo registrados h& quatro anos
consecutivos (de 2015 a 2018) pela Administracdo Nacional Oceénica e Atmosférica da
NASA (Figura 1) (NOAA, 2016). Eventos como secas, alagamentos, ondas de calor,
desertificacdo, queimadas, alteraces pluviométricas e furacdes tém se tornado mais

freqlentes em varias regides do globo (Wu et al., 2011; Diffenbaugh et al., 2011).
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Figura 1. Média da temperatura terrestre e oceanica registrada em Setembro de 2019. Retirado
de: NOAA. (Imagem retirada de: https://www.ncdc.noaa.gov/temp-and-precip/global-maps/)

O aumento na probabilidade de ocorréncia de eventos climaticos extremos sem
precedentes, em diversos pontos do planeta, pode causar danos inestimaveis a
diversidade e riqueza de espécies, de ecossistemas, assim como do capital humano
econémico e social (Beniston e Stephenson, 2004; Erfranian et al., 2017). O iminente
cenario das mudancas climaticas é uma das maiores preocupacdes da comunidade
cientifica na atualidade. Mas a urgéncia e universalidade do tema, que envolve também

consequéncias sociais, politicas e econdmicas a niveis globais, vem desencadeando
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interesse e participacdo de ativistas da nova geracao, na intencdo de promover medidas

e alternativas sustentéveis para o futuro do planeta (O"Brien et al., 2018).

Outra problemaética que circunda o cenario das mudancas climaticas é o da
seguranca alimentar (Godfray e Garnett, 2014). Segundo previsdes do painel
Internacional de Mudancas Climaticas, o continente sul-americano sofrera mudancas
nos padrdes de temperatura e de pluviosidade, que afetard principalmente a industria
agro-pecudria (IPCC, 2003; Barros e Albernaz, 2014). Estima-se uma redugdo
significativa na produtividade agricola nas regifes tropicais, principalmente devido ao
aumento da temperatura induzido pelo desmatamento, associado a declinio na
precipitacdo média ou na frequencia das chuvas (Adams et al., 1998; Marengo et al.,
2009; Lawrence e Vandecar, 2015). Durante os ultimos trés séculos, a populacdo
humana aumentou para mais de 6 bilhdes e espera-se que chegue a 10 bilhdes no fim
deste século (Crutzen, 2016). O aumento da populacdo global e em um iminente cenario
de mudancas climaticas reflete um risco potencial de reducdo na disponibilidade de
alimentos em certas areas do globo a nivel global, principalmente nos paises

exportadores de commodities (Wheeler e Von Braun, 2013).

As leguminosas constituem o segundo maior grupo vegetal de importancia
agricola, levando em conta a area colhida e producéo total mundial, perdendo somente
para os cereais (Gepts et al., 2005). Vérias espécies da familia das leguminosas foram as
primeiras a serem domesticadas visando sua utilizacdo na alimentacdo humana devido
ao grande interesse em consumir suas vagens e frutos, tais como feijdo, ervilha, grao-de-
bico, soja, amendoim, entre outras. (Molares e Radio, 2012). Segundo projecdes, 0
Brasil podera experimentar perda substancial no rendimento de plantacGes de trigo e
soja sofrerdo reducdo de 15-50% e 6-61%, respectivamente, dependendo do cenario e
do tipo de estresse experienciado pelas plantacdes (Siqueira et al., 1994; Marengo et al.,
2009). Por isso, é fundamental investimentos em pesquisas e a¢fes que promovam 0
entendimento, criagdo e manutencdo de sistemas mais resilientes as mudancas
climaticas, pois cabe a prépria humanidade superar os desafios causados por escolhas
insustentaveis, revertendo os quadros e caminhando rumo a um futuro que preze pela a

preservacao do sistema global de apoio a vida terrestre (Wheeler e Von Braun, 2013).



1.2 Efeito das mudancas climaticas na biologia vegetal

Plantas de metabolismo C3 (como as leguminosas tropicais) demonstraram uma
melhor capacidade de reagir e aclimatar-se ao aumento de temperatura previsto,
resultando em maiores taxas de fotossintese, o que resultaria em um aumento no
rendimento das culturas nas regides tropicais, dependendo do (Martinez et al., 2015;
Way e Yamori, 2014).

Sabe-se que a temperatura é o fator abidtico que determina transicGes
importantes em dois principais estagios do ciclo de vida das plantas: na reproducéo e na
germinacdo (Huang et al., 2017). Nos ultimos anos, diversos estudos vém
comprovando o efeito do aquecimento na fenologia das espécies vegetais, apontando
para uma antecipacgdo do florescimento (Rosenzweig et al., 2008; Fitter e Fitter, 2002),
aumento na abundancia e distribuicdo de flores (Schauber et al., 2002, Hegland et al.,
2009), reducdo no volume de néctar produzido (Jakobsen e Kristjansson, 1994; Takkis
et al., 2005) e a alteracBes no tempo e intensidade da floracédo, variando conforme o tipo
de espécie (Petanidou e Smets, 1996; Saavedra et al., 2003). De forma geral, 0 aumento
do esforco reprodutivo induzido pela temperatura, resulta no aumento da abundéncia de
flores e nas taxas de visitacdo, como consequencia, alteram também o comportamento e
composicao da comunidade de polinizadores, resultando, muitas vezes em maiores taxas
de cruzamento e producdo de sementes (Hegland et al., 2009). Elevadas temperaturas
também induzem alteracGes no habito de vida, na atividade de forrageamento, tamanho
do corpo, maturidade, tempo de vida de polinizadores (Bosch et al., 2000; Radmacher e
Strohm, 2011), assim como na sua distribuicdo espacial (Giannini et al., 2017) e

limitacdo génica entre diferentes paisagens (Jaffé et al., 2019).

Por outro lado, os efeitos fisiologicos da elevacdo de CO2 na fisiologia vegetal
sdo bem estudados e bem estabelecidos na literatura. De forma geral, o incremento de
CO. aumenta a fixacdo de Carbono em plantas de metabolismo C3, resultando em um
aumento da aquisicdo de carbono fotossintético (Bishop et al., 2014), que por
consequéncia aumenta a producédo de agucares, estimulando o crescimento e rendimento
das plantas (Martinez et al., 2015). Como consequéncia destas alteracfes primarias,
parametros morfoldgicos (ccomo area foliar, peso de sementes) e fenoldgicos (como
tempo de florescimento) podem ser modificados com o incremento de CO2 (Springer e
Ward, 2007). As respostas ao incremento de CO, e de temperatura demonstram ser

muito peculiares, pois cada espécie reage de uma forma muito especifica aos diferentes



tipos de estresse aplicados e estudados (Jablonksi et al., 2002; Springer e Ward, 2007).
Por exemplo, o incremento de CO: acelerou o tempo de florescimento em arroz
(Seneweera et al., 1994) mais o retardou em sorgo (Ellis et al., 1995), enquanto que em
Avena sativa (aveia) ndo se observou nenhuma mudanca significativa neste parametro
(Sebg e Mortensen, 1996).

Desta forma, fica evidente que, os impactos fisiologicos e fenoldgicos das
mudancas climaticas podem resultar ou ndo em consequencias negativas diretas para as
populacdes de plantas com flores (Hatfield e Pruger, 2015). Mas com certeza, afetardo
um processo minuciosamente selecionado pela evolucao: a especificidade da interagdo
planta-polinizador. Desencontros temporais (fenoldgicos) e espaciais (distribucionais)
podem alterar a disponibilidade e a efeiciencia destes parceiros mutualistas.
Dependendo das mudancas fenoldgicas, de 17 a 50% dos polinizadores podem sofrer
pertubagdes/quebras/rompimentos no suprimento de alimento devido a “desencontros”
temporais/espaciais com as espécies vegetais, resultando em mudangas nos padrdes de
reproducédo, a diversidade e consequentemente, no potencial evolutivo da populagéo
(Hegland et al., 2009).

Junto a maior possibilidade de desencontros entre flores-polinizadores, adiciona-
se 0 declinio ja observado nas populacBes de insetos polinizadores, relatado a nivel
global (Pereira et al., 2010; Potts et al., 2010; Giannini et al., 2012; Saraiva et al., 2012;
Kennedy et al., 2013; De Palma et al., 2016; Wein et al., 2017), um cenario ainda mais
preocupante, pois mais de 80% das angiospermas dependem dos animais para a
polinizagdo (Ollerton et al., 2011; Hallman et al., 2017) e a reducdo dos servigos
ecossitemicos realizados por estes animais acarretard graves implicacdes para a

sobrevivéncia das populagdes vegetais e produtividade de cultivos.

Por isso, uma grande complexidade nos sistemas de cruzamento vegetais foi
selecionada evolutivamente, uma vez que os fatores externos ambientais a que s&o
expostas ndo sdo controlaveis (Holsinger, 1996). O sistema de reproducdo de uma
espécie vegetal determina como a informacgdo genética se organiza ao longo das
geracOes (espacial e temporalmente) (Alfenas, 2006). A recombinacdo dos genes entre
os individuos da populagdo parental passara a compor 0 mosaico genético da
descendéncia, determinando o potencial adaptativo e evolutivo daquela populagéo
(Wright, 1921). Existe imensa diversidade nos sistemas reprodutivos das especies

vegetais. A reproducdo pode ser assexuada (apomixia e estaquia), sexuada (alogamia,



autogamia) ou mista. A principal vantagem da reproducdo sexuada € que, durante a
meiose para formagdo dos gametas, ocorre a recombinacdo génica, um processo
extremamente importante para a variabilidade genética da prole, uma vez que possibilita
a ocorréncia de novas combinagdes génicas, gerando novos genotipos (Silverton e
Charlesworth, 2001).

Espécies de sistema de cruzamento misto apresentam diferentes graus de auto-
fecundacdo ou fecundacéo cruzada, o que Ihes confere um alto grau de adaptabilidade as
circunstancias e eventos ambientais, pois podem usar mais de uma estratégia
reprodutiva para assegurar a sobrevivéncia da descendéncia (Goodwillie et al., 2005).
Muitas espécies possuem mecanismos evolutivos que evitam a autopolinizacdo, tais
como: auto-incompatibilidade, a heterostilia ou heteromorfismo floral (diferencgas
espaciais e temporais na abertura e morfologia das mesmas) (Nazareno e Reis, 2012).
Também existe a possibilidade de que a varia¢do ocorra independente de biologia floral,
mas sim, de acordo com a disponibilidade e o comportamento dos polinizadores,
favorecendo a autopolinizacdo ou a polinizacdo cruzada em cada contexto especifico
(Holsinger, 1991; Goodwillie et al., 2005).

Em uma populacdo estavel, cada adulto deve ser substituido por no minimo
outro adulto. A estratégia das plantas para esta sucessdo é produzir um grande nimero
de descendentes para assegurar que parte deles atinja a maturidade (Fenner et al., 2005).
As sementes desempenham um papel critico na ecologia e na dindmica das populacfes
vegetais, dada sua importancia para a distribuicdo espacial da espécie, para o
estabelecimento de novos habitats, para a determinagdo da diversidade genética da
comunidade e persisténcia da populagdo mesmo em condi¢cBes abidticas

temporariamente desfavoraveis (Fenner et al., 2005, Huang et al., 2016).

O ambiente ao que a planta-mae foi submetida durante o estdgio de
desenvolvimento ontogenético das sementes é capaz de afetar ndo somente a
composicdo bioquimica da semente (como o conteddo de amido, de nitrogénio, de
proteinas e horménios) (Fenner, 1991; Galloway, 2001; Donohue, 2009; Liu et al.,
2011), mas também a germinacdo (Mousseau e Fox, 1998) (Donohue et al., 2010; Marty
e Bassirirad, 2014). Dentre o ciclo de vida das plantas, a germinagdo das sementes
constitui um dos processos mais criticos e pode ser definida como o crescimento inicial
do embrido ap6s um periodo de dorméncia, onde o seu metabolismo encontrava-se

inativo (Ferreira e Borghetti, 2004). De acordo a revisdo de Hampton e colaboradors



(2013) ha um consenso da literatura sobre a reducdo na germinacdo de sementes
induzida pelo aumento da temperatura. J&, o incremento de CO parece estimular a
massa de sementes, principalmente em leguminosas (C3), sem necessariamente alterar o
conteudo de nitrogénio da semente (Hirosaka et al, 2010; Hampton et al., 2013). Este
efeito é resultado da degeneracdo de estruturas intra e extracelulares como, por
exemplo, alteraces na membrana celular, reducdo na atividade enzimatica, disfun¢des

mitocondriais (Hampton et al., 2013).

1.3 O género Stylosanthes e a espécie Stylosanthes capitata

O género Stylosanthes é um importante género de leguminosas forrageiras nas
Américas, principalmente das regides tropical e subtropical. O género foi inicialmente
descrito por Swartz em 1788, com as espécies (S. hamata (L.) Taubert e S. viscosa Sw),
que haviam sido previamente descritas por Linnaeus em 1753, antes mesmo que O
género fosse nomeado. A primeira revisdo critica do género foi feita por Vogel quase

um século depois, em 1838 (Mannetje, 1984).

O género Stylosanthes engloba 48 espécies, das quais quase 40 sdo endémicas do
continente Americano (Williams et al., 1984; Lewis et al., 2005; Costa, 2006). Acredita-
se que o centro de origem deste género seja na América Central e do Sul (Stace e Edye,
1984). As espécies de Stylosanthes apresentam distribuicdo natural em regibes
temperadas, tropicais e subtropicais das Ameéricas (Brasil, Venezuela, Colémbia, Peru e
Mexico), também no Sudeste Asiatico (Norte da Australia, Tailandia e India) e zona
tropical Africana (Stace e Edye, 1984; Williams et al., 1984; Costa e Schultze-Kraft,
1993). Devido a sua importancia econémica para producdo animal, por volta dos anos
60-70 o germoplasma de espécies deste género foi coletado e armazenado em bancos de
germoplasma na Australia e nas Américas (Coradin e Schultze-Kraft, 1990; Edye e
Mass, 1997).

De 25 a 30 espécies deste género ocorrem no Brasil, que é considerado um dos
principais centros de origem de Stylosanthes, gracas ao alto endemismo e elevada
diversidade de espécies, que ocorrem em quase todas as regides do pais (Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste) (Branddo e Costa, 1979; Lewis et al., 2005; Costa e
Valls, 2013; Santos-Garcia et al., 2011). Dez espécies do género Stylosanthes sao
consideradas de importancia econdmica, destacando-se a Stylosanthes capitata VVogel,
nosso objeto de estudo (Calles e Schultze-Kraft, 2016). Stylosanthes capitata é uma



espécie nativa brasileira, mas ndo endémica do Brasil, sendo encontrada também na
Venezuela (Figura 2, Costa e Schultze-Kraft, 1990). No Brasil, j& foram descritas
ocorréncias desta espécie em quase todas as regies: Centro-Oeste (MT, GO, DF, MS),
Norte (RR, PA), Nordeste (MA, PI, CE, RN, PB, PE, BA, SE) e Sudeste (MG, SP)
(Costa, 2006; Fortuna-Perez et al., 2011; Silva Medeiros et al., 2014).
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Figura 2. Distribuicdo Natural de S. capitata, evidenciando a ocorréncia natural da espécie nas
Regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil e no Nordeste da Venezuela (Imagem
retirada de Costa e Schultze-Kraft, 1990).

S. capitata apresenta ocorréncia natural em condicfes semi-aridas, secas (em
areas que passam por cerca de cinco meses de seca) e com menor freqiéncia em regides
tropicais umidas (Costa e Schultze-Kraft, 1990). Adapta-se bem a solos areno-argilosos,
argilosos ou argilo-pedregosos, com pH variando de 4,0 a 6,0 (solos &cidos) (Costa e
Schultze-Kraft, 1990; Costa et al., 2008; Fortuna-Perez et al., 2011; Costa e Valls,
2013).

Morfologicamente, S. capitata é uma planta subarbustiva, perene, com caule
cilindrico difuso e piloso. As folhas sdo compostas por trés foliolos eliptico-obovados,
de coloracdo verde escuro, com filotaxia alternada e pilosidade em ambas as faces
(adaxial e abaxial) (Figura 3A, Costa et al., 2008; Fortuna-Perez, 2011). Os ramos
maduros apresentam inflorescéncias formadas por bracteas modificadas em espigas

terminais (Figura 3B). As flores sdo pequenas (1 cm), pediceladas, com colora amarela



(que varia de 8,5 a 14,5 mm de extensdo) formadas por 5 pétalas, dais quais 2 formam a
estrutura da quilha falcada, que abriga em se interior as anteras e estilete (Figura 4A),
hemafroditas, com dez estames dimorfos (cinco maiores e cinco menores) e um estilete
filiforme, de ovario bi-ovulado (Costa, 2006, Tozzi, 2016).

Figura 3. Detalhes 'das estruturas foliares elipticas e trifolioladas (A) e das bracteas que
compOem a estrutura das inflorescéncias (B) de Stylosanthes capitata. Adaptado de Silva
Medeiros et al., (2014) com a incluséo de fotos autorais. (Fotos autorais realizadas em campo
Experimental, USP-RP).



Os frutos sdo do tipo lomento, com 1 ou 2 articulos (Figura 4B). As sementes
(de 1-2 mm) sdo largo-oblongas elipticas ou ovoides, com coloracdo variada: desde
preta, marrom lisa a bege pintalgada (Figura 4C) (Costa, 2006; Tozzi, 2016).

Figura 4. Detalhes das estruturas morfologicas das flores, frutos e sementes da espécie
Stylosanthes capitata Vogel. A) Flor papilionacea, com corola amarela, guias de néctar e
estrutura da quilha. Em destaque as estruturas reprodutivas, estames dimorfos e gineceu. B)
Vagens bi-lobuladas com eixo rudimentar piloso C) Aspecto da semente madura de S. capitata.
(Fotos autorais do Laboratério de Genética Vegetal adaptadas com figuras de Medeiros et al.,
2014 e Pereira-Noronha, 1982).

Como tipicas flores de papilionaceas, as flores de Stylosanthes apresentam a
estrutura da quilha, duas pétalas formam uma espécie de plataforma que permite o
pouso das abelhas, mas também favorece o depésito de pdlen no corpo dos



polinizadores (Ramalho e Rosa, 2010). Flores de quilha da familia Fabaceae sdo
classicamente conhecidas por serem polinizadas por abelhas grandes (Frankie et al.,
1983). Em regibes costeiras do Brasil é frequente a visitacdo de flores de Stylosanthes
por abelhas do género Xylocopa e também de Psaenythia (Silberbauer-Gottsberger e
Gottsberger, 1988; Viana et al., 2002).

Abelhas do género Exomalopsis e Megachile também sdo apontadas como
potenciais polinizadoras do género Stylosanthes (Ramalho e Rosa, 2010). Entretanto,
dados prévios de nosso grupo de pesquisa evidenciaram que em campo experimental
houve uma elevada taxa de visitacdo de S. capitata por Apis mellifera e Paratrigona
lineata (Figura 5), que se destacaram por serem polizadoras efetivas, dada a presenca de
grdos de polen na regido de sua corbicula e na area torcica (Teixeira et al., 2015; Maluf
et al.,, 2018). Outras possiveis polinizadoras de S. capitata seriam espécies de

Augochlorini, Exomalopsis e Megachilidae.

Figura 5. Flores de Stylosanthes capitata e em destaque, a flor sendo visitada pela abelha
Paratrigona lineata em campo experimental. (Fotos autorais realizadas por Maluf, em campo
Experimental, USP-RP).

Em Stylosanthes, o florescimento é considerado longo, ocorrendo de novembro a
junho, mas caracterizado por um breve periodo de abertura floral diario, que para a
espécie S. capitata é de aproximadamente 4h por dia (Costa et al., 2008; Maluf et al.,
2018). Ramalho e Rosa (2010) observaram que, para a espécie S. viscosa o dimorfismo
das anteras era essencial para 0 mecanismo de exposicdo do polen e € comum para

outras espécies do género Stylosanthes.

Antes de a flor abrir, os estames maiores (do verticilo externo, com anteras

elipticas) estdo posicionados acima dos estames menores (do verticilo interno, com



anteras arredondadas). Com abertura da flor e acionamento da quilha, os estames
menores acabam atuando como um émbolo, para que o pélen saia das anteras elipticas
(destaque da Figura 4A). Este processo pode favorecer tanto a poliniza¢do cruzada,
como a autopolinizacdo, ja que a auto-polinizacdo pode ser facilitada pelo
comportamento de forrageamento das abelhas, que visitam varias flores de uma mesma
planta. Assim, a maior parte das espécies do género Stylosanthes sp. apresentam um
sistema de cruzamento misto (Stace, 1982). Miles (1983) relata as espécies Augochlora

sp., Exomalopsis penelope e Trigona sp., como seus polinizadores mais frequentes.

Nas inflorescéncias de Stylosanthes sp. existem flores e frutos em diferentes
estagios de desenvolvimento, de forma que o amadurecimento das sementes muitas
vezes ocorre paralelamente ao processo de florescimento (Ramalho e Rosa, 2010). O
florescimento costuma iniciar em maio e a frutificacdo a partir de junho, cerca de 9 a 12

semanas apoés a antese da primeira flor (De Castro et al., 1994; Machado et al., 2010).

As sementes do género Stylosanthes sdo recalcitrantes, com tegumento rigido e
duro, mas como elevada resisténcia a desidratacdo (Américo et al., 2015). Para a quebra
da dorméncia das sementes em condi¢des naturais, é necessario passar pelo trato gastro-
intestinal dos animais (Alencar et al., 2009; Deminicis et al., 2006; Brasil, 2009). Apo6s
quebra da dorméncia do tegumento, as sementes se estabelecem e com o periodo de
chuva nos estégios iniciais de desenvolvimento, associado a uma redugdo no pastoreio
na area ja garantem o estabelecimento das novas plantulas no pasto (Andrade et al.,
2010).

1.4 Importancia ecoldgica e econdmica de Stylosanthes capitata

No Brasil ocorrem cerca de 220 géneros e 2.822 espécies de leguminosas, em
quase todos os seus biomas (amaz6nico, mata atlantica, cerrado, pantanal e pampas)
(Lima et al., 2013). A importancia das leguminosas nos biomas brasileiros, deve-se ao
seu papel essencial no equilibrio destes ecossistemas (Dutra et al., 2014). A associagao
de suas raizes com bactérias Rhizobium spp. lhes confere a capacidade de fixar
nitrogénio, processo que consiste na transformacdo do nitrogénio (N2) atmosférico em
amonia (NHs-), na presenca do complexo enzimético nitrogenase. A simbiose planta-
bactéria confere vantagem para ambas as espécies e € uma importante fonte de

nitrogénio biologico para os solos, sejam de ecossistemas naturais e ou de sistemas



agricolas, por isso, sdo capazes de colonizar solos marginalizados, pobres em nutrientes
(Thomas, 1995; Jarvis, 2000; Alves et al., 2006; Spehar e Trecenti, 2011).

Préticas agricolas sustentiveis sugerem a rotatividade de leguminosas nos
cultivos visando a fertilizacdo natural dos solos, aumentando os teores de nitrogénio
(adubacdo verde), sendo indicada para cobertura de solos de areas previamente
degradadas. Estas préaticas sdo altamente benéficas para a qualidade e produtividade do
solo e vém sendo largamente utilizadas em sistemas agro-ecoldgicos (Peoples et al,
2009). Este tipo de adubacdo natural € ainda mais vantajosa em um cenario de
aquecimento global, onde a utilizacdo de adubos nitrogenados contribui para 0 aumento
de gases de efeito estufa, devido a emissdo de Oxido nitroso (Hungria et al, 2006;
Rodrigues et al, 2017).

Espécies leguminosas nativas sdo apontadas como favoritas para utilizacdo em
pastagens tropicais em consorcio com gramineas, pois aléem de fornecerem elevado
contelldo protéico aos animais, incrementam a fertilidade do solo, mantendo a
produtividade dos pastos (Rodrigues et al, 2017). A degradacdo de pastagens é
caracterizada pela reducdo no vigor, na produtividade, qualidade e na capacidade
natural de recuperacdo do pasto e ocorre em cerca de 20% das pastagens a nivel
mundial, principalmente por préticas de manejo inadequadas, como superlotacdo do
pasto ou insuficiente tempo de recuperacdo apds pisoteio pelo rebanho (FAO, 2009;
Dias-Filho, 2014).

O Brasil € um dos principais produtores e exportadores de carne bovina,
correspondendo a mais de 15% da producdo mundial (FAO, 2015; Silva et al., 2018).
Aproximadamente 90% da carne animal brasileira é produzida em sistema de pastoreio
extensivo (Oliveira-Silva et al., 2017). Este sistema é o mais utilizado, dada a reducéo
no indice de doencas dos animais e seu baixo custo, pois a oferta de pastagem minimiza
0 custo fixo da racdo animal e ndo depende das oscilagdes do mercado de gréos e
cereais (Ferraz e Felicio, 2010; Jank et al., 2014; Dias-Filho, 2014). Nos ultimos anos,
observa-se uma redugdo gradual na utilizacdo de espécies nativas nas pastagens
brasileiras, destacando-se gramineas forrageiras originarias da Africa tropical e
subtropical (IBGE, 2007; Dias-Filho, 2014; Pedreira et al., 2015).

A espécie leguminosa nativa S. capitata, se destaca, pela boa adaptacdo a solos
acidos com baixos niveis de fosfato, por resistir a dessecacdo e a antracnose, 0 que

garante uma forragem de alta qualidade mesmo em condic¢fes de estresses abidticos




(Grof et al., 1979; Schultze-Kraft e Keller-Greins, 1994). S. capitata é utilizada junto a
espécie S. macrocephala no cultivar “Estilosantes Campo Grande” da Embrapa Gado de
Corte, desenvolvido em 1990 através de préaticas de melhoramento na Fazenda Maracuja
em Campo Grande (MS) (Embrapa, 2007). O cultivar é composto por 20% de sementes
de S. macrocephala e 80% por sementes de S. capitata (Andrade et al., 2010).

As vantagens das sementes deste cultivar incluem a alta resisténcia & antracnose
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides e a solos que naturalmente
apresentam baixa fertilidade (Embrapa, 2007). No ano 2004, apds quatro anos do
lancamento comercial do cultivar Campo grande, mais de 150 mil hectares do territorio
brasileiro j& havia sido plantado com a mistura de espécies de Stylosanthes,
principalmente na regido do Cerrado (Fernandes et al., 2005). Anualmente s&o
produzidos de 8 a 14 toneladas de forragem por hectare, com boa taxa de producédo de
sementes (de 200 a 400 kg por hectare), além do alto valor nutritivo encontrado nas
folhas e na planta inteira, garantindo elevado contetdo proteico para alimentacdo animal
(Verzignassi e Fernandes, 2002; Embrapa, 2007). Estudos in vitro evidenciam uma
digestibilidade entre 550 e 700 g/kg de matéria seca de Stylosanthes spp., sendo as
folhas a parte mais digerivel pelos ruminantes (EMBRAPA, 2007; Silva et al., 2013). A
Figura 6 apresenta o cultivar estilosantes campo grande (S. capitata e S. macrocephala)

cultivado em consorcio com Brachiaria decubens.

Figura 6. Pastagem em consorcio do cultivar Estilosantes Campo Grande e Brachiaria
decubens. A) Stylosanthes capitata, B) Stylosanthes macrocephala (Imagem retirada de
Machado et al., 2010).



O consorcio entre gramineas e leguminosas vem sendo bastante utilizado e
aceito nos sistemas agropecuarios, pois garante a disponibilidade de alimento do
rebanho no periodo de seca e melhora significativamente a qualidade do solo (Barcellos
et al., 2008). Andrade e colaboradores (2003) evidenciaram que a combinacdo da
leguminosa Stylosanthes guianenesis com o capim Panicum maximum (Capim
Mombaca) apresentou uma boa produtividade. Maiores teores de proteina na dieta
animal foram obtidos com duas espécies de Brachiaria utilizadas em consércio com 0
cultivar Estilosantes Campo Grande (Fernandes et al., 2005). Pinheiro e colaboradores
(2014), utilizando o cultivar Estilosantes Campo Grande, verificaram que a inclusédo de
leguminosas junto a gramineas reduz o uso de fertilizantes nitrogenados e também

contribui para melhor desempenho animal.

Entretanto, pesquisas recentes apontam que o uso da leguminosa acima de 40%
no consorcio com gramineas pode causar dano ao trato gastro-intestinal dos animais,
comprometendo ndo sé a digestdo, mas também a salde e qualidade do rebanho
(Andrade et al., 2010; Ubiali et al., 2013; Da Silva-Matos et al., 2013). Dados do Censo
Agropecuario (2017) evidenciam que quase 50% dos 150 milhdes de hectares do
territorio brasileiro utilizado em pastagens sdo areas de desmatamento (Oliveira et al.,
2004). A intensificacdo do desmatamento (principalmente nas regides de fronteira do
Cerrado e da Amazodnia) contribui para um grande desequilibrio energético e climatico
do planeta (Martinelli e Filoso, 2008, Nepstad et al., 2009, Martha et al., 2012). Além
de que, a substituicdo de areas nativas por areas de pastoreio extensivo é um dos
principais fatores que contribui para a infertilidade do solo, para a contaminagéo das
aguas dos lencdis freaticos, além de ser a principal fonte da emissdo de gases do efeito
estufa, principalmente o metano (Gouvello et al., 2011, Godfray et al., 2018). O
aumento de areas e da produtividade dos sistemas agro-pecuarios, principalmente em
paises em desenvolvimento como o Brasil, estd intimamente ligado ao crescimento
exponencial das popula¢6es humanas e do mercado que consome carne animal (FAO,
2009).

Em conjunto, os fatores supracitados (que constituem o atual modelo de
producdo de carne animal em nosso pais) revelam um cenario preocupante e delicado,
que necessita intervengfes sustentaveis e coerentes, para adogdo de estratégias que
viabilizem novos modelos de cultivo de pastagem, que melhorem a produtividade e

reduzam o avango do desmatamento de areas de florestas nativas.



2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESES
2.1 O Problema

As mudancas climaticas sdo um dos maiores fatores de perturbacdo antropica
Impostos aos ecossistemas da atualidade (Walther et al., 2002; Hegland et al., 2009).
AlteracGes nas concentragdes atmosféricas de CO», metano, ozonio e oxido nitroso
(gases do efeito estufa) contribuem para o aumento da temperatura méedia do planeta,
uma vez que moléculas destes gases absorvem a radiacdo infravermelha emitida pela
superficie terrestre, impedindo a dissipacdo do calor da Terra para o espago (Maslin,
2008). A potencializacdo do efeito estufa desestabiliza o equilibrio energético do
planeta e resulta em alteracGes sem precedentes no sistema climéatico global (IPCC,
2014).

O aumento da temperatura na superficie do planeta ndo é mais uma projecao
futurista, se ndo uma realidade. No ano de 2018, a temperatura média da superficie do
planeta foi pelo quarto ano consecutivo, um novo recorde global, de acordo com
andlises independentes da Administragdo Nacional Oceénica e Atmosférica da NASA
(NOAA, 2018). O Painel Intergovernamental das Mudancas Climéticas estimou que a
temperatura média da terra deve aumentar de 1,3 a 1,8°C até 2050. (IPCC, 2014). A
literatura ja relata risco iminente de perda de diversidade e riqueza de espécies, mesmo
no cenario mais otimista de emissdes de GEE (caso a temperatura média do planeta
aumente s6 em 1,5°C). Assim, todos 0s organismos estardo sujeitos aos mais diversos
tipos de estresses ambientais: como secas, ondas de calor, queimadas, enchentes, dentre
outros (Maslin, 2008).

Segundo previsGes do Painel Intergovernamental de Mudancas Climaéticas, 0
continente sul-americano (em especial) sofrerd grandes impactos no setor agro-pecuério
dado os possiveis efeitos das alteracdes climaticas globais sobre a producdo de gréos,
pastagens e cultivos (IPCC, 2013; ). Como muitas pastagens brasileiras séo cultivadas
em consorcio com espécies leguminosas forrageiras nativas, que constituem uma étima

fonte de nutrientes para 0 gado com baixo custo para 0s produtores.

2.2 Justificativa
As grandes oscilagfes climaticas que ocorrem desde as Ultimas décadas ja vém
causando mudangas na distribuicdo e abundancia de muitas espécies (Hegland et al.,

2009). Bens e servicos basicos fornecidos pelo sistema de suporte a vida planetaria



(suficiéncia e a qualidade dos alimentos, os recursos hidricos, a qualidade do ar e um
ambiente propicio a saude humana) estdo sendo afetados e colocados em risco pelo

atual cenario climético global.

Mesmo frente a todo esse cenario, ainda sdo poucos 0s estudos que buscam
entender as respostas dessas alteracbes no comportamento reprodutivo de espécies
vegetais tropicais de importancia econdmica (Ollerton et al., 2011; Hallman et al., 2017,
Scaven e Rafferty, 2013). Para a maioria das espécies tropicais, inclusive as de maior
potencial econdbmico (como é o caso de S. capitata) ndo existem dados cientificos
referentes a previsdo de respostas biologicas e genéticas em cenarios futuros de aumento
de temperatura e emissao de gases de efeito estufa. Desta forma, este trabalho é pioneiro
no pais na tentativa de preencher esta lacuna e, assim, fornecer informagdes necessarias

para subsidiar praticas de manejo de S. capitata em tais cenarios.

Como lider do mercado mundial de carne, o Brasil necessita de estudos que
compreendam o comportamento futuro de espécies importantes para a indudstria
agropecudria. A espécie leguminosa nativa Stylosanthes capitata VVogel é amplamente
utilizada em sistemas de pastoreio extensivo e se destaca pela alta qualidade proteica da
sua forragem e por se desenvolver bem em solos pobres (Santos et al., 2009; Santos-
Garcia et al., 2011). Por isso é fundamental o estudo do comportamento reprodutivo e
fisiologico destas espécies para entendimento de mecanismos adaptativos ou para
criacdo de estratégias de melhoramento, a fim de minimizar as perdas de diversidade,

resultantes de possiveis eventos climaticos extremos.

Neste cendrio de incertezas e riscos eminentes de extremos climaticos, espécies
de sistema de cruzamento misto apresentam uma vantagem evolutiva devido a
capacidade de adaptar-se conforme a presenca ou auséncia de polinizadores para sua
reproducdo. Populacdes com essa caracteristica podem variar desde altos niveis de
cruzamento a altos niveis de auto-fecundacdo (Brown, 1990). Entretanto, todas as
mudancas no padrdo de reproducdo das espécies vegetais terdo certamente grandes
impactos ecoldgicos, econdmicos e sociais, principalmente as espécies utilizadas em

cultivos e pastagens (Boote et al., 2005).

Os primeiros estudos dos sistemas de cruzamento em espécies vegetais
baseavam-se na observacdo de marcadores morfolégicos, assim como do

comportamento de seus polinizadores através de experimentos controlados de



polinizacdo (Faleiro, 2007). Somente no fim da década de 80, que os marcadores de
isoenzimas foram desenvolvidos e as analises passaram a usar marcadores genéticos, de
maior acurécia e confiabilidade e cujo padrdo de heranca é fécil de rastrear na prole
(Silverton e Charlesworth, 2001).

Dentre os marcadores moleculares, os marcadores do tipo microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeat) constituem um dos mais utilizados. Os microssatélites
ou SSR (Simple Sequence Repeat) séo repeticdes em tandem de pequenas sequéncias de
nucleotideos (de 1 a 6 pares de base), distribuidos aleatoriamente no genoma da maioria
dos organismos eucariotos (Tautz e Renz, 1984; Kalia et al., 2011; Gao et al, 2013). Séo
facilmente amplificados através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e vém sendo
amplamente utilizados na genotipagem de plantas nas Gltimas décadas (Saiki et al,
1988; O’Hanlon et al, 2000). Os marcadores microssatélite sdo Uteis estimar diversidade
genética, o fluxo de genes, as taxas de cruzamento e o grau de parentesco entre 0s
genotipos, para construcao de mapas de ligacdo e mapeamento de locus (Takesaki et al.,
1996; Guidugli et al., 2012; Feres et al., 2012; Vieira et al, 2016). Sistemas
automatizados de genotipagem de locos microssatélites, recentemente desenvolvidos,
permitem amplificar e detectar multiplos fragmentos, oferecem maior acurécia, menor
custo, menor tempo de analise e menor probabilidade de erros oriundos da analise

manual e visual (Ziegle et al., 1992; Rangel et al., 2005).

2.3 Perguntas
Os experimentos realizados neste trabalho visaram responder as seguintes
questdes, relacionadas aos efeitos das mudancas climaticas sobre a espécie S. capitata:
1) Os tratamentos com elevacdo da temperatura (+2°C), elevacdo de CO> (600
ppm) e de ambos exercerdo efeito significativo sobre os pardmetros biologicos (como
proporcdo de abortos, de sementes inviaveis, nUmero de sementes produzidas por
inflorescéncia, peso das sementes e coloracdo do tegumento das sementes) das sementes

de S. capitata produzidas sob estes estresses no ambiente parental?

2) Os tratamentos com elevacdo da temperatura (+2°C), da elevacdo de CO; e
suas interacOes afetardo as taxas de germinacdo e a qualidade das plantulas germinadas

de S. capitata?



3) O aumento da temperatura do ar atmosférico (+ 2 °C), das concentracdes de
CO- (600 ppm) e suas interacdes terdo efeito sobre os niveis de diversidade genética e
endogamia em individuos da espécie S. capitata crescidos nestas condi¢cdes ambientais?

4) O aumento da temperatura do ar atmosférico (+ 2 °C), das concentracdes de
CO2 (600 ppm) e suas interacOes terdo efeito sobre as taxas de cruzamento das

progénies da espécie S. capitata geradas nestas condi¢cbes ambientais?

2.4 Hipoteses

1) A exposicdo das plantas de S. capitata aos tratamentos de elevada
temperatura, elevado CO: e suas interacOes afetara positivamente a biomassa das
sementes e 0 nuimero de sementes por inflorescéncia, devido ao efeito destes
tratamentos na capacidade fotossintética da planta, e consequentemente, na realocacéo
de recursos para as sementes. Entretanto, estes tratamentos também elevardo as
proporcOes de abortos e de sementes invidveis, como resultado do aumento do esforco

reprodutivo.

2) Os tratamentos com elevacao da temperatura (+2°C) ou com elevacdo de CO>
ndo afetardo significativamente as taxas de germinacdo e a qualidade das plantulas
germinadas, uma vez que a espécie estudada € nativa da flora Brasileira e ocorre em

regides biogeogréaficas tropicais, possivelmente bem adaptada a temperaturas elevadas.

3) Como resultado do aumento das taxas de cruzamento nas parcelas com
aquecimento, se observara uma maior diversidade genética nestas parcelas, assim como
uma consequentemente reducdo na endogamia com possivel diferenciacdo genética
entre as subpopulacdes dos tratamentos aquecidos (eT, eC+eT) e os demais tratamentos
(Controle, eC).

4) O investimento reprodutivo induzido (como aumento no numero de flores e
antecipacdo da abertura floral) e na visitagdo de polinizadores na elevacdo da
temperatura (Teixeira et al., 2015; Alzate-Marin et al., 2017) resultara num aumento nas
taxas de polinizagdo cruzada e das progénies oriundas dos tratamentos eT e eCO2+eT,
guando comparadas ao tratamento Controle (C). Ja nas parcelas com incremento de CO;
a hipdtese € de que as taxas de cruzamento ndo sejam afetadas, uma vez que ndo induziu
alteracdes na abundancia e na fenologia das flores, como ja relatado por (Alzate-Marin
etal., 2017).



3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar os efeitos das mudancas climaticas em simulagdes futuras (aumento da

temperatura em + 2 °C, das concentragdes de CO. em 600ppm e das suas interaces),

em condicBes de campo, utilizando o sistema Trop-T-FACE sobre a biologia de

sementes, sobre a diversidade genética e taxas de cruzamento da espécie Stylosanthes

capitata VVogel, uma leguminosa forrageira de importancia econdmica.

3.2 Especificos

Avaliar os efeitos do aumento da temperatura em + 2 °C, das concentracdes de CO>
em 600ppm e das suas interacdes sobre parametros biolégicos (proporcdo de
abortos, de sementes invidveis, nimero de sementes produzidas por inflorescéncia,
peso das sementes e coloracdo do tegumento das sementes) de sementes da espécie

S. capitata crescidas no sistema Trop-T-FACE;

Avaliar os efeitos do aumento da temperatura do ar atmosférico (+ 2°C) sobre
germinacéo e qualidade das plantulas germinadas a partir de sementes da espécie S.

capitata crescidas no sistema Trop-T-FACE;

Analisar os efeitos do aumento da temperatura do ar atmosférico (+ 2°C) sobre o0s
niveis de diversidade genética e endogamia de adultos e progénies da espécie S.

capitata.

Analisar os efeitos do aumento da temperatura do ar atmosférico (+2°C) sobre as
taxas de cruzamento de uma populacdo de plantas da espécie S. capitata em

familias crescidas no sistema Trop-T-FACE;



4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudo e localizagio do campo experimental

O material vegetal utilizado neste estudo foi obtido do plantio de sementes
comerciais de Stylosanthes capitata em condi¢des de campo em uma area de 2500 m?
usando um sistema nomeado de Trop-T-FACE localizado na Universidade de S&o
Paulo, Campus de Ribeirdo Preto (21° 9' 42.56" S; 47° 50" 47.12" O). O municipio de
Ribeirdo Preto (650 km?) situa-se no noroeste do Estado de S&o Paulo a uma altitude de
546 m, entre as bacias do rio Pardo e Mogi Guagu. A regido apresenta clima com
sazonalidade acentuada, com verdo quente e chuvoso e inverno seco, com uma média
anual da temperatura e precipitacdo de 22,6 °C e 1.482 mm, respectivamente, € a
umidade relativa média é de 71,82% (Kotchetkoff-Henriques, 2003).

4.2 Descricdo do sistema Trop-T-FACE (Temperature free air controlled

enhancement and Free-air carbon dioxide enrichment)

As plantas e sementes deste estudo foram plantadas em condi¢cdes de campo
aberto, usando o sistema Temperature free air controlled enhancement e Free-air
carbon dioxide enrichment (Trop-T-FACE). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos e quatro repeticoes,
totalizando 16 parcelas experimentais (Figura 7A). As parcelas foram circulares, cada
uma com um didmetro de 2 m, e separadas por cerca de 10 m para minimizar a
contaminacdo cruzada de CO: (Figura 7B). Plantas com dois meses de idade foram
expostas a quatro tratamentos sob o sistema Trop-T-FACE (Figura 7), sendo eles: 1)
[C] Controle (temperatura e CO2 ambiental); 2) [eCOz] Elevado CO: (concentracdo de
CO; elevada a 600 pmol mol-1, 50% acima do [CO2] ambiental atual), que era
armazenado em tanque e fumigado em campo através de anéis (Figura 7B); 3) [eT]
Elevada temperatura (em +2°C acima da temperatura ambiental), realizado por
lampadas infravermelhas-IR modelo FTE-1000/1000W, 240 V (Figura 7B) como
descrito por Kimball e colaboradores (2008); 4) [eCO2+eT] interacdo entre elevado
CO2 (600 ppm) e elevada temperatura (+2 °C) e Os tratamentos foram aplicados antes e

durante o periodo de florescimento e frutificacdo da espécie Stylosanthes capitata.
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Figura 7. A) Esquema Experimental do Sistema Trop-T-FACE implantado na Universidade de
Sdo Paulo, Campus de Ribeirdo Preto pelo Projeto Tematico FAPESP 2008/58075-8. B)
Detalhe das parcelas experimentais cultivadas com Stylosanthes capitata e dos aparelhos
utilizados para o aquecimento.

O Trop-T-FACE foi uma nova combinacdo dos sistemas (free-air carbon
dioxide) e T-FACE (free-air temperature-controlled enhancement) estabelecido para
simular eventos climaticos futuros relacionados a elevagdo de CO2 (600 ppm) e de
temperatura (+2 °C). Uma descricdo mais detalhada do sistema Trop-T-FACE esta
disponivel em Martinez et al. (2014), Prado et al. (2016), Gonzalez-Meler et al. (2017),
Habermann et al. (2019).

O T-FACE permitiu manter a temperatura das parcelas aquecidas em +2 °C
acima da temperatura das parcelas controle (Kimball et al., 2008), e consistiu dos
seguintes componentes: uma unidade central de controle e armazenamento de dados, 8
unidades de distribuicdo e controle de energia nas parcelas experimentais cada um com
um dimero para ajuste automatico da voltagem (Kalglo, EUA), 6 aquecedores
infravermelhos de cerdmica modelo FTE-750-240 Salamander Ceramic Infrared
Heating Element (Mor Electric, USA) de 750W cada, instalados dentro de refletores de
aluminio modelo Salamander ALEX (Mor Electric, EUA), termémetros infravermelhos,

fonte de energia elétrica e computador para controle e armazenamento de dados.

A Figura 8 apresenta médias das temperaturas durante todo o periodo
experimental foi de (19.03 °C) no tratamento controle, (19.30 °C) no eC, (21.04 °C) nas
parcelas eT e de (21.30 °C) em eC+eC. A diferenca de temperatura entre eC e Controle



foi de 0.27°C e entre eT e Contrle de 2.01°C, comprovando a boa performance do
sistema de aquecimento. A diferenca da temperatura observada entre os tratamentos eC
e Controle pode estar relacionada ao fechamento estomatico das folhas induzidas pelo

eC+eT

elevado CO., como verificado por Haberman et al. (2019).
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Figura 8. Médias seguidas do erro padrdo das temperaturas do dossel nos tratamentos Controle
(C), elevado CO2 (eC), elevada temperatura (eT) e a combinacdo eC+eT durante o periodo
experimental de 24/04/2015 a 10/06/2015 (Imagem gerada pelo Software Excel).

Ja o sistema miniFACE foi uma modificacdo da fumigacdo de CO. puro
POPFACE descrita por Miglietta et al. (2001). Anéis de PVC de dois metros de
diametro com micro-orificios perfurados rodearam cada parcela através dos quais o0 CO>
foi liberado no dossel da planta. Localizado no centro de cada parcela, posicionou-se
um sensor modelo GMT222 (Vaisala, Helsinque, Finlandia) utilizado para avaliar a
[CO2]. Uma unidade de controle central regulava a quantidade de CO2 necessaria para
elevar o [CO2] ao ponto de ajuste de 600 ppm. Um tanque criogénico de 12 toneladas
com CO: liquido (-180 °C) e uma unidade de vaporizador forneciam o CO. gasoso.
Anéis ficticios de PVC sem furos também foram colocados em parcelas Controle. A
média diaria de [CO2] nas parcelas ambientais [CO2] foi de 395 + 15 ppm, enquanto a
fumigacdo FACE aumentou a média diurna [COz] para 595 + 20 ppm nas parcelas de
eC e eC + eT durante o experimento. Embora a fumigacdo de CO2 ndo ocorreu a noite, a
média noturna [CO2] foi de 455 + 19 ppm devido a respiracéo heterotrofica da planta e
do solo.

No centro do sistema Trop-T-FACE foi instalada uma estacdo microclimatica
automatica com sensores especificos conectados a um datalogger DL2e (Delta-T



Devices Ltd., Cambridge, Reino Unido). Assim, as variaveis microclimaticas (incluindo
temperatura do ar, radiacdo solar total e umidade relativa), bem como a temperatura do
solo (dados ndo mostrados) e o teor volumétrico de agua no solo (SWC, medidos de 0 a
10 cm de profundidade) em cada parcela foram monitoradas a cada hora durante todo o
experimento. Na Figura 9 esquematiza as variacdes da umidade do solo até um valor
maximo de 0,50 m®* m® e minimo de 0.32 m® m=, nos tratamentos com elevado CO
(eC) e eC+eT. No tratamento com elevada temperatura (eT), os valores maximos e

minimos da umidade do solo foram 0,48 m® m= e 0,25 m® m™, respectivamente.
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Figura 9. Variacdo da umidade do solo nos tratamentos Controle (C), elevado CO; (eC),
elevada temperatura (eT) e a combinacdo eC+eT durante o periodo experimental de 24/04/2015
a 10/06/2015 (Imagem gerada pelo Software Excel).
4.3 Coleta das plantas matrizes

As plantas matrizes foram previamente identificadas em campo experimental no
inicio dos tratamentos (Figura 10A). Foram coletadas um total de 10 plantas por
tratamento. A coleta foi realizada ao final do més de julho e inicio de agosto de 2015,
no periodo de 9-12 semanas apos a antese da primeira flor, conforme sugerido por De
Castro e colaboradores (1994). Neste periodo, as inflorescéncias encontravam-se
maduras com coloracdo amarelada, apresentando poucas folhas e caule esverdeado
(Figura 10B e C). Os tecidos foliares foram amostrados das plantas matrizes e
armazenados a -20°C até 0 momento da extracdo do DNA. Para obtencdo das progénies,
sementes foram retiradas manualmente das inflorescéncias de plantas matrizes

previamente identificadas (Figura 10C, D e E).
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Figura 10. A) Aspecto da planta matriz em campo. B) Aspecto de uma planta madura, no
momento de sua coleta em campo. C) Aspecto visual das inflorescéncias maduras. D) Vagens
extraidas das inflorescéncias maduras (aumento 4x). E) Semente retirada da vagem apos leve
escarificacdo de seu tegumento (aumento 4x). (Fotos: Laboratorio de Genética Vegetal —
USP/RP, 2015, 2016).

4.4 Anélises de sementes
4.4.1 Mortalidade, produtividade e peso de sementes

Para avaliar se os tratamentos influenciaram a producdo e mortalidade de
sementes, dez vagens de cada planta matriz (Figura 10D) foram retiradas manualmente.
Foram avaliados o nimero de sementes por inflorescéncia, 0 nimero de vagens vazias
(%) e o numero de sementes mortas (%). As sementes mortas foram substituidas por

sementes visualmente sadias e o peso de 100 sementes foi avaliado (mg).

4.4.2 Coloracao do tegumento das sementes

Cem sementes saudaveis de cada planta matriz (4 por repeticdo, 16 por
tratamento, totalizando 1.600 sementes por tratamento) foram analisadas visualmente
em lupa (Aumento 4x) e classificadas quanto a coloracdo do seu tegumento. Os dados
foram mensurados em nimero de sementes observadas por classe de coloragdo e 0s

resultados expressos em porcentagem (%) e frequéncia média.
4.4.3 Germinacao

Foi utilizada uma mistura de 100 sementes de trés plantas matrizes (coletadas de
cada parcela do campo experimental), totalizando 400 sementes por tratamento. Para 0s
testes de germinacdo in vitro, as sementes de aspecto sadio (Figura 10E) foram
dispostas sobre papel filtro em placas de Petri previamente autoclavadas (Figura 11A).



O papel filtro foi embebido com agua destilada estéril e umedecido novamente, sempre

que necessario ao longo do experimento (Figura 11B).
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Figura 11. A) Experimento de germinag&o in vitro da mistura de sementes de S. capitata de
plantas matrizes de cada uma das 16 parcelas. B) Detalhe das plantulas em processo de
germinacdo em placa de Petri. C) Semente de S. capitata no inicio da germinacgdo. (Fotos:
Laboratério de Genética Vegetal — USP/RP, 2015, 2016).

As sementes foram submetidas a foto-periodo de 12 horas, com temperatura
média de 27,4°C e umidade relativa de 45,7%, respectivamente, no Laboratério de
Genética Vegetal. Nestas condic¢des, a germinacédo foi avaliada diariamente durante sete
dias, obtendo-se dados percentuais relativos a contagem de sementes germinadas por
dia. A germinagdo das sementes foi avaliada conforme indicado nas Regras para
Anélise de Sementes (Brasil - MAPA, 2009).

Os parametros utilizados para avaliar a germinacdo foram: 1) O indice de
velocidade de germinacdo (IVG), calculado pela férmula de Maguire (1962) e expresso
em sementes germinadas por dia (sementes/dia); 2) A germinabilidade total (%),
indicada pelo nimero de sementes germinadas no Gltimo dia do experimento/total de
sementes* 100 (Ferreira e Borghetti, 2004).



4.4.4 Avaliacdo visual da qualidade das plantulas germinadas

Para esta avaliacdo, as plantulas foram contadas e classificadas como: 1) PN-
plantulas normais que apresentaram estruturas morfologicas bem desenvolvidas e outras
normais mais de menor tamanho e vigor e 2) PA - plantulas anormais que apresentavam
cauliculo retorcido, coloracdo dos cotilédones amarelada e com o tamanho do broto
significativamente menor que o observado em plantulas consideradas saudaveis (Figura
10). Os dados foram mensurados em numero de plantulas observadas por classe (PN,

PA e NG) e os resultados expressos em frequéncia.
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Figura 12. Morfologia das plantulas desenvolvidas ap6s germinagdo in vitro. A) Plantulas com
maior vigor. B) Plantulas normais de tamanho médio. C) Plantulas anormais (tamanho pequeno,
cor amarelada, cauliculo retorcido) (Fotos: Laboratério de Genética Vegetal — USP/RP, 2016).

4.5 Analises de diversidade genética e taxas de cruzamento
4.5.1 Obtencéo das familias, extracdo e quantificacdo do DNA

Para obtencdo das familias, 16 sementes de aspecto sadio (Figura 10E) foram
retiradas das inflorescéncias de 10 plantas matrizes (de cada tratamento), previamente
selecionadas em campo, mantendo sempre a informagdo das maes vs. progénies. As
sementes foram escarificadas manualmente com lixa fina (220 gr) e colocadas para

germinar em Placas de Petri (vide detalhes no item 4.4.2).

As plantulas crescidas sadias foram coletadas e armazenas a -20°C até a extracdo
do seu DNA. O DNA gendmico total foi extraido das folhas congeladas das plantas

matrizes adultas (n=40) e da populagdo das progénies a partir de amostras cotiledonares



frescas (n=640), utilizando o método descrito por Alzate-Marin et al. (2009). A
quantificacdo do DNA total extraido foi realizada em NanoDrop (ThermoScientific) e a
qualidade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2%, tal como

demonstrado na Figura 13.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% do DNA genémico extraido de algumas amostras
de plantulas obtidas apds germinacdo das sementes. (Foto: Laboratorio Genética Vegetal —
USP/RP, 2016).

4.5.2 Padronizacgdo dos marcadores microssatélites e amplificacdo das familias

As Reacbes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas em termociclador
(Eppendorf), nas seguintes condigdes: 2 pul de DNA gendmico, em um volume total de 5
pl de GoTaqColorless Master Mix, 5 pl de Nuclease-FreeWater (Promega) (TagDNA
polymerase fornecida em tampdo de reacdo [pH 8.5] 2x incolor, 400uL, dATP, 400uL
dGTP, 400uL dCTP, 400pL dTTP e 3mM MgCIy) e 1 pl de cada primer (SSR). Quinze
marcadores microssatélites (SSR) previamente desenvolvidos para S. capitata (Santos et
al., 2009; Santos-Garcia et al., 2011) foram testados e padronizados para obtencao das
melhores condic¢des de amplificacdo para as amostras da populacéo de plantas matrizes
(Alzate-Marin et al, 2019 - Artigo 1, em Anexos).

Para amplificacdo do DNA das familias foram escolhidos sete marcadores, que
apresentaram alelos polimdrficos e boa qualidade de amplificacdo das bandas, quando
corridos em géis de poliacrilamida, conforme ilustrado na Figura 14. Os loci foram
amplificados de acordo a seguinte programacdo: 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos, 30
ciclos a 94 °C por 1 minuto, temperaturas especificas entre 55-60 °C por 1 minuto, 72
°C por 1 minuto, 1 ciclo a 72 °C por 7 minutos. A Tabela 1 apresenta a descricdo e
temperaturas de anelamento dos sete marcadores selecionados.
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Figura 14. Gel de poliacrilamida 8% ndo desnaturante, mostrando os produtos de amplificagdo
do DNA de 5 individuos da espécie Stylosanthes capitata com 2 marcadores escolhidos para
estudos de diversidade genética e taxas de cruzamento.

Tabela 1. Sete loci microssatélite utilizados na amplificacdo das familias de S. capitata,
desenvolvidos por Santos et al. (2011).

Tamanho do Elemento

Loci Primer Forward e Reverse fragmento (pb) Repetitivo

5" AGCAGCATAGGGAATAAAAT 3°
SC18-01A2A 4. - A AAGGCCTAATCAACTGTG 3’ 232-238 (TC)5(AC)5

5 CTGACCCCACCTAATGAGAAA 3°
SO LTI (7 5> AGCAAAACAAAACAAACAACACTA 3’ Lo ey

5" TGGAGACAACACCCTTATG 3’

SCI8-0LEL2 & ATTCTATTACTCTTGCCTTTTCT 3° 270-305 (GA)S
5> CGGCAACTGGGAAAAATAA 3’ _ (CA)3CT(CA)
SC18-01E4 5> ATGGGTAATCACAAATCTTCAG 3’ 300-310 5

5 TCCAGCTAAAGGGCAACACA 3
5 CCACCGCACACCAGAGATT ¥

5> ATGCTGATTTTTGGCTCTTTT 3’
SC 18-01T G12A 5 CCCCTTTTGAACGGATTG 3° 240-260 (ATGGTA)5

5> GCATCATTTGCATTTGTTTT 3’
SC 18-01 H5 5’ CTATCACCTCTCCATACCTTATC 3’ 192-196 (TG)9

SC 18-01T G9 242-245 (GAA)7

4.5.3 Eletroforese capilar em Gelbot

As eletroforeses dos produtos da PCR das familias foram realizadas no sistema
automatizado de eletroforese capilar GelBot® (Loccus-BioOptic Inc.), utilizando
cartucho de alta resolucdo (capaz de separar fragmentos de 2 a 1000 pb). Para analise
dos dados obtidos, utilizou-se o software Q-Analyzer (BiOptic Inc.). A Figura 15
contém as imagens dos picos (A) e as respectivas bandas (B) apos eletroforese capilar
no sistema GelBot®, para dois marcadores. Os pares de primers A2A/E4, G9/F2,
G12/H5 e E12 foram avaliados.
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Figura 15. Picos de amplificacdo e imagem representativa dos géis dos produtos de PCR com
os marcadores A2A (Pico de 237pb ~ 240pb) e E4 (Pico de 300pb) apos eletroforese capilar no
sistema GelBot. Marcadores de tamanho molecular de 20pb e 1000pb. Amostras da matriz de S.
capitata em vermelho e de suas progénies em azul (Imagens geradas pelo Software GelBot).

4.6 Analises estatisticas
4.6.1 Teste de Normalidade, Teste T e Analise de VVariancia Fatorial 2x2

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk,
considerando p<0,05. Os parametros analisados nesta pesquisa tiveram distribuicéo
normal, de forma que a diferenca entre os grupos pode ser avaliada pelo teste Analise de
Variéncia Fatorial (paramétrico). O efeito dos tratamentos em cada um dos parametros
analisados foi testado pela Analise de Variancia Fatorial (Dois Fatores). O primeiro

fator foi a elevagéo de CO2 (eCO>) e 0 segundo a elevagéo de temperatura (eT), tendo



cada um deles dois niveis: (auséncia e presenca de eCO-, auséncia e presenca de eT), de
forma a configurar os 4 grupos experimentais (C: auséncia de eCO; e auséncia de eT,;
eCOz: presenca de eCO> e auséncia de eT; eT: auséncia de eCO> e presenca de eT,

eCO,+eT: presenca de eCO- e presenca de eT).

O teste t-Student foi utilizado para comparar as médias dos parametros de
diversidade genética entre as populagBes de matrizes e progénies, considerando p<0,05.
O teste do Qui-Quadrado de aderéncia foi utilizado para testar a hipotese de que, 0s
diferentes tratamentos exerceriam efeito sobre a distribuicdo do nimero de sementes nas
diferentes classes de coloracdo do tegumento. Considerou-se o valor de p<0,05 para
aceitacdo da hipotese alternativa (H1 = nimero absoluto de sementes observadas cada

classe e diferente do nimero de sementes esperadas nos tratamentos).

As analises estatisticas e os graficos foram realizados utilizando ferramentas dos

softwares Excel e GraphPadPrism v.8.0.
4.6.2 Diversidade genética, endogamia e equilibrio de Hardy-Weinberg

A variabilidade genética inter e intra-populacional em cada uma das espécies foi
determinada a partir do célculo das frequéncias alélicas e de indices de diversidade:
namero de alelos por loco (A), nimero de alelos efetivos (Ae), herozigosidade
observada (Ho) heterozigosidade esperada (He), calculados com o auxilio do software
GeneAlex v. 6.4.1 (Peakall e Smouse 2006). Os indices de heterozigosidade observada
e esperada foram comparadas segundo as proporcdes do equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), pelo teste do qui-quadrado de aderéncia para cada locus, pelo teste exato de

Fisher, com o software GenePop v.4.7 (Rousset, 2008).

Os parametros de Nei para o estudo da estrutura genética de um grupo
subdividido podem ser aplicados sem considerar o nimero de alelos por locus ou as
forcas evolutivas (Nei, 1973). O indice de diferenciacdo genética Fst (Nei, 1977) foi
calculado para verificar diferencas entre os tratamentos, seguido do teste exato de
Fisher, que comprova a significAncia dessa estruturagdo. Ambas as analises foram

realizadas pelo software GenePop v.4.7 (Rousset, 2008).
4.6.3 Parametros de taxas de cruzamento

O modelo proposto por Ritland e Jain (1981) é o mais utilizado para estimativas
das taxas de cruzamento em espécies de cruzamento misto, leva em conta as

autofecundacdes (S) e os cruzamentos aleatorios (t). As premissas estabelecidas por




estes autores sdo: 1) homogeneidade no conjunto de polen com todos os gendtipos
maternos; 2) auséncia de eventos de selecdo e/ou mutacdo entre momento reprodutivo e
0 momento da andlise dos dados; 3) segregacao independente dos alelos. Para testar a
premissa da segregacdo independente dos alelos foi realizado o teste de desequilibrio de
ligacdo para os locus escolhidos, utilizando o software FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002).
As probabilidades do teste foram obtidas apds 1680 permutacBes. Utilizou-se nivel
designificancia de p<0,05 para anélise das probabilidades.

O sistema de reproducao foi caracterizado pelos modelos misto de reproducéo
(Ritland e Jain, 1981) e cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989). Em espécies com
sistema misto de reproducdo, as estimativas das taxas de cruzamento séo calculadas
com base nos genoétipos multiloco, analisados em plantas matrizes e suas progénies
(Ritland e Jain, 1981). Nesta pesquisa estimaram-se: (1) taxa de cruzamentos multiloco
e uniloco, (2) taxa de cruzamento entre aparentados, (3) taxa de cruzamento multiloco
individual por planta matriz, (4) correlacdo de autofecundacdo, (5) correlacOes
multiloco e uniloco de paternidade. O erro padréo dos parametros foram estimados por
1000 reamostragens bootstrap, obtidas utilizando o programa MLTR (Ritland, 2002;
Ritland, 2004).



5. RESULTADOS

5.1 Efeito do aquecimento, da elevacdo de CO: e da sua interacdo na producéo,
coloracéo e germinacdo de sementes da espécie S. capitata

Numero de vagens vazias (abortos) e de sementes inviaveis. Ndo houve efeito
significativo dos tratamentos no parametro porcentagem de vagens vazias (p>0,05,
Tabela 2), porem a elevacdo da temperatura teve efeito significativo sobre a
porcentagem de sementes inviaveis (*p<0,05, Tabela 2).

Tabela 2. Sumério dos testes de ANOVA Fatorial para os pardmetros porcentagem de vagens
vazias e de sementes mortas nos diferentes tratamentos. Valores expressos em média, seguidos

de erro padrdo, F: valor da estatistica ANOVA, p: nivel de significancia, porcentagem de
variag&o.

Porcentagem de vagens vazias (%0)

Fatores Média+ EP  Valor de F-FANOVA % de variacdo
Controle (C) 9,75+1,35 - -
Elevado CO2 (eCO») 8,06 + 0,85 F=0,00; p=0,98 0,00
Elevada Temperatura (eT) 5,56 + 1,56 F=210;p=0,17 13,88
Interacéo (eCO,+eT) 7,31 +258 F=1,02;p=0,33 6,73
Porcentagem de sementes inviaveis (%)

Fatores Média+ EP  Valor de F-FANOVA % de variacdo
Controle (C) 15,62 + 3,32 - -
Elevado CO; (eCO,) 12,25 + 2,58 F=0,08,p=0,78 0,38
Elevada Temperatura (eT) 6,69 + 1,40 F=7,14; p=0,02* 34,66
Interacdo (eCO,+eT) 8,75+ 1,36 F=1,36; p=0,26 6,62

A porcentagem média de vagens vazias em plantas das parcelas controle foi a
maior, média de 9,75%. Cerca de 8,06% das plantas oriundas da parcela com eCO;
apresentaram vagens vazias. Nos tratamentos aquecidos houve uma pequena redugéo
significativa nesta porcentagem: sé 5,56% das plantas do tratamento eT tiveram abortos

e 7,31% das plantas do tratamento eCO,+eT.

No tratamento controle, uma média de 15,62% do total de sementes estavam
secas e mortas. No tratamento com elevacao de CO3, essa porcentagem foi similar, onde
sementes secas constituiam 12,25% do total de sementes. A porcentagem média de
sementes mortas reduziu para 8,75% nas parcelas com combinagéo de aquecimento e

elevacdo de COz (eCO2+eT). No entanto, a Unica reducédo estatisticamente significativa



(p<0,05, Tabela 2), foi observada no tratamento eT, onde observaram-se somente 6,69%

de sementes secas e mortas, ou seja, uma reducdo de 2.3x vezes em relacdo ao controle.

NuUmero de sementes por inflorescéncia (produtividade) e peso de sementes.
O tratamento com elevacdo de temperatura exerceu efeito significativo sobre o numero
médio de sementes por inflorescéncia (***p<0,001, Tabela 3), enquanto que os demais
tratamentos ndo afetaram significativamente este pardmetro. Nas familias submetidas as
condigdes ambientais Controle, o nimero médio de sementes por inflorescéncia foi de
14,12 = 1,24. Valores similares ao observado nas plantas de S. capitata submetidas a
elevacdo de CO», que foi de 15,05 + 0,46 sementes por inflorescéncia (Tabela 3).
Plantas submetidas ao tratamento com elevagdo de temperatura (eT) apresentaram uma
média de 20,62 + 1,18 sementes por inflorescéncia, valor estatisticamente maior que o
observado nos demais tratamentos (***p<0,001, Tabela 3) e elevacdo de temperatura
sendo responsavel por 68,10% da variagdo no nimero de sementes por inflorescéncia
observado. O nimero médio de sementes produzidas por inflorescéncia nas plantas das
parcelas com eCO.+eT foi ligeiramente maior (19,50 + 1,08) que o nimero médio
observado em plantas das parcelas C e eCO., entretanto este aumento nao foi

estatisticamente significativo.

Tabela 3. Sumario dos testes de ANOVA Fatorial para os parametros nimero de sementes por
inflorescéncia e peso de cem sementes (mg) nos diferentes tratamentos. Valores expressos em
média, seguidos de erro padrdo, F: valor da estatistica ANOVA, p: nivel de significancia,
porcentagem de variacéo.

Numero médio de sementes por inflorescéncia

Fatores Média+ EP  Valor de F-FANOVA % de variacdo
Controle (C) 14,12 + 1,24 - -
Elevado CO; (eCOy) 15,05 + 0,46 F=0,00; p=0,92 0,02
Elevada Temperatura (eT) 20,62 + 1,18 F=2771,p=0,00"" 68,10
Interacéo (eCO,+eT) 19,50 + 1,08 F=097;p=0,34 2,39

Peso de cem sementes sadias (mg)

Fatores Média + EP Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 230,47 + 14,57 - -
Elevado CO; (eCOy) 240,52 + 5,09 F =0,00; p = 0,95 0,03
Elevada Temperatura (eT) 230,62 + 9,03 F=1,19;p=0,30 8,26

Interacéo (eCOx+eT) 219,25+ 7,44 F=1,22;p=0,29 8,46




N&o houve efeito significativo dos tratamentos no peso médio de 100 sementes
(p>0,05, Tabela 3). Verifica-se que o peso médio de 100 sementes do tratamento
controle foi de 230,47 £ 14,57mg. Sementes oriundas do tratamento com elevacdo de
CO. apresentaram ligeiro aumento no peso médio de 100 sementes (240,52 + 5,09mg),
enquanto que a interacdo de eCO; e eT apresentou um menor peso medio de 100
sementes (219,25 + 7,44 mq) (Tabela 3).

Coloracéo do tegumento das sementes. As classes de coloragdo identificadas
apos analise visual em lupa foram: verde, bege lisa, bege rajada, marrom, marrom

rajada ou preta (Figura 16).

Bege Lisa »

Marrom Lisa
Figura 16. Diferentes tonalidades do tegumento das sementes de Stylosanthes capitata
utilizadas para classificacdo da coloracdo (Aumento de 4x). (Fotos: Laboratério de Genética
Vegetal — USP/RP, 2016).
Em todos os tratamentos, a coloragéo bege rajada foi a mais frequente (Figura 17).
Nos tratamentos aquecidos (eT= 5,94 £ 1,15% e eCO2+eT= 5,94 + 0,97%) evidencia-se
uma reducdo significativa da porcentagem de sementes de coloracdo marrom lisa
guando comparados ao C (24,25 + 4,15%) e eC (24,87 £ 3,64%) (**p<0,01, Figura 17).

Por outro lado, as parcelas aquecidas apresentaram maior porcentagem de
sementes de tegumento bege rugoso (eT= 69,37 + 5,21%; eCO>+eT= 66,70 + 5,21%),
guando comparadas com os tratamentos C (36,25 + 3,72%) e eCO; (34,06 + 6,53%)
(***p<0,001, Figura 17). Nas demais classes de coloracdo do tegumento, ndo foram

observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05, Figura 17).
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Figura 17. Porcentagem de sementes em cada classe de coloragdo do tegumento, em cada um
dos tratamentos. As colunas representam o valor percentual médio e as barras verticais mostram
o0 erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre
os tratamentos apos teste ANOVA-Fatorial. Legenda - P: Preta, MR: Marrom Rajada, ML.:
Marrom Lisa, BR: Bege Rajada, BL: Bege Lisa, V: Verde. (Imagem gerada pelo software

GraphPad Prism v7.0).

Verificou-se que as propor¢des observadas diferem estatisticamente (y2=854,80,
***n<0,001, Tabela 4) das proporc¢des esperadas em uma distribui¢cdo normal dentro das
classes de coloracdo, indicando que os tratamentos influenciaram a distribuicdo das
sementes dentro das diferentes classes de coloragéo.

Tabela 4. Namero absoluto de sementes de Stylosanthes capitata por classe de coloracdo do

tegumento nos diferentes tratamentos. Legenda - P: Preta, MR: Marrom Rajada, ML: Marrom
Lisa, BR: Bege Rajada, BL: Bege Lisa, V: Verde.

Classes de coloracédo do tegumento da semente

Tratamentos
P MR ML BR BL Vv
C 31 136 388 580 403 62
eCO2 56 139 398 545 419 43
eT 6 78 95 1110 283 28
eCO2+eT 9 117 95 1067 291 21
Total 35 383 535 2125 816 106

¥2 Calculado = 854,80, %2 Tabelado (u=0,05) = 25, ***p=0,0001

Germinabilidade e indice de velocidade de germinacdo. N&o houve efeito
significativo dos tratamentos nos parametros germinabilidade e velocidade de
germinacéo (p>0,05, Tabela 5). A germinabilidade de sementes produzidas nas parcelas

Controle foi de 89,11%, ligeiramente menor que a observada em sementes dos demais




tratamentos (entre 93-94%, Tabela 5). A velocidade de germinacdo também foi similar
entre 0s grupos experimentais, variou de 45,08 sementes/dia (nas sementes crescidas
nas parcelas controle), a 48,03 sementes/dia nas sementes dos tratamentos eCO,+eT,
sendo 52,82 sementes/dia nos tratamentos eT e média de 53,93 sementes/dia em eCO;
(Tabela 5).

Tabela 5. Suméario dos testes de ANOVA Fatorial para os pardmetros germinabilidade (%) e
indice de velocidade de germinacdo médio (IVG) de sementes da espécie S. capitata dos
diferentes grupos experimentais. Média seguida de erro padrédo (entre parénteses).

Germinabilidade total (%0)

Fatores Média £ EP Valor de F-FANOVA % de variagao
Controle (C) 89,11 + 3,52 - -
Elevado CO; (eCOy) 94,96 + 2,04 F=0,31; p=0,59 2,50
Elevada Temperatura (eT) 94,00+ 1,41 F=0,00; p=0,93 0,07
Interacdo (eCO,+eT) 93,17 +0,29 F=1,27,p=0,28 10,15
Indice velocidade de germinac&o (sementes/dia)

Fatores Média £ EP Valor de F-FANOVA % de variacao
Controle (C) 45,08 + 2,84 - -
Elevado CO; (eCOy) 53,93 + 5,27 F=0,01;,p=0,71 0,96
Elevada Temperatura (eT) 52,82 £ 5,16 F=012;p=0,73 0,83
Interacdo (eCO,+eT) 48,03 £ 2,06 F=240;p=0,15 16,33

A Figura 18 retrata as sementes dos diferentes grupos experimentais 24 horas
apos o inicio da germinacdo. No primeiro dia de experimento, a propulsdo radicular
ocorreu em 33,50% das sementes crescidas nas parcelas C, em 27,00% das sementes das
parcelas eC, em 53,50% das sementes eT e 50,50% das sementes eCO>+eT. 168 horas
apos o inicio do teste de germinacao.

A Figura 19 apresenta o aspecto visual das sementes no ultimo dia do
experimento (168 horas). Em todas as parcelas, a germinacao foi proxima ou superior a

90% do total de sementes.
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Figura 18. Aspecto das sementes dos diferentes tratamentos 24 horas ap6s o inicio do
experimento de germinacéo. (Fotos: Laboratorio de Genética Vegetal — USP/RP, 2016).
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Figura 19. Aspecto das plantulas dos diferentes tratamentos 168 horas (7 dias) apés o inicio do
experimento de germinacdo. Acima: Placas de Petri contendo plantulas germinadas. Abaixo:
sementes que ndo germinaram (Fotos: Laboratério de Genética Vegetal — USP/RP, 2016).




Avaliacdo visual da qualidade das plantulas germinadas. A elevagdo de
temperatura exerceu efeito significativo sobre a germinacdo normal de sementes
(**p<0,01, Tabela 6), sendo responsavel por 64,77% da alteracdo total observada neste
parametro. Foram consideradas com germinacdo normal (vide Figura 12) um total de
76,00 * 3,14% das sementes provenientes dos tratamentos controle e 79,50 + 4,79% das
sementes oriundas de eC. Uma porcentagem estatisticamente maior (**p<0,01, Figura
20) que a porcentagem observada em C e eC foi encontrada nos tratamentos com
aquecimento (eT= 94,75 £ 1,80% e eCO2+eT= 91,50 + 1,76%).

Tabela 6. indice de velocidade de germinacio médio (IVG) e germinabilidade (%) de sementes
da espécie S. capitata nos diferentes grupos experimentais. Valores expressos em média,
seguidos de erro padrdo, F: valor da estatistica ANOVA, p: nivel de significancia, porcentagem

de variacéo.

Germinacao normal (%o)

Fatores Média + EP Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 76,00 £ 3,14 - -
Elevado CO; (eCO») 79,50 £ 4,79 F=0,00; p=0,97 0,00
Elevada Temperatura (eT) 94,75+ 1,80 F=2421,p=0,00"" 64,77
Interacéo (eCO,+eT) 91,50+1,76 F=3,12;p=0,30 3,12
Germinacao anormal (%)

Fatores Média£ EP  Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 5,50 + 1,55 - -
Elevado CO; (eCO») 9,00 +1,68 F=5,54; p=0,03* 21,45
Elevada Temperatura (eT) 1,50 £ 0,50 F=8,27;p=0,01* 32,04
Interacéo (eCO,+eT) 4,75 11,65 F=0,01;p=0,93 0,03

Nao germinadas (%)

Fatores Média£ EP  Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 18,50 + 4,65 - -
Elevado CO; (eCOy) 11,25+5,24 F=0,96; p=0,35 4,03
Elevada Temperatura (eT) 3,75+1,31 F=9,93;p=0,00" 41,64
Interacéo (eCOteT) 3,75+0,48 F =096;p=0,34 4,03

A elevagdo temperatura e a elevagdo de CO: exerceram efeito significativo sobre

a germinacdo anormal das sementes (*p<0,05, Tabela 6). A germinagdo anormal (vide
Figura 12) ocorreu em 5,50 + 1,55% das sementes oriundas das parcelas controle. A

elevacdo de CO2 aumentou significativamente a porcentagem de sementes com



germinacdo anormal (9,00 + 1,68%) (*p<0,05), enquanto que a com elevagdo de
temperatura (eT) reduziu significativamente essa porcentagem (1,50 + 0,50%, *p<0,05).
Um valor similar ao observado no Controle foi evidenciado nas sementes das parcelas
da interacdo (eCO,+eT = 4,75 * 1,65%) (Figura 20).

A elevacdo de temperatura exerceu efeito significativo sobre a porcentagem de
sementes que ndo germinaram (**p<0,01, Tabela 6), sendo significativamente menor
nos tratamentos aquecidos eT (3,75 + 1,31%) e eCO.+eT (3,75 = 0,48%) que nos
tratamentos C (18,50 + 4,65%) e com elevacdo de CO2 (11,25 + 5,24 %) (Figura 20).

100~ b b

L a 3 C
S 80- [ eCO,
= £ = eT
5 6o Bl eCO,+eT
(@))
8
. 40-

a
5 204 ab
a a b a ’{E"%‘ C cd
0 I‘I‘I|_I—|.-C=i =SS
N A NG

Figura 20. Distribuicdo da caracteristica qualidade das plantulas germinadas nos diferentes
tratamentos. Colunas brancas GN: Germinagdo normal, colunas cinza-claro GA: Germinagdo
anormal e colunas cinza escuro NG: Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa (*p<0,05) entre os tratamentos apoés teste ANOVA-Fatorial. Sementes ndo
germinadas (Imagem: GraphPadPrism 7).

5.2 Efeito do aquecimento, da elevagdo de CO: e da sua interagcdo nos parametros
de diversidade genética, endogamia e diferenciacdo genética em individuos da

espécie S. capitata

Diversidade genética em progénies dos diferentes tratamentos. O teste
ANOVA 2-Fatores evidenciou que ndo houve efeito significativo dos tratamentos nos
parametros: namero de alelos (A), nimero efetivo de alelos (Ae) e na heterozigosidade
observada (Ho), conforme sumarizado na Tabela 7. Entretanto, houve efeito
significativo do fator elevacdo de temperatura sobre o parametro heterozigosidade
esperada (***p<0,001, Tabela 7).

O namero de alelos das progenies de todos os tratametos foi similar, variando de
6,57 = 0,61 no tratamento C, 6,43 + 0,80 no tratamento eCO., 5,57 £ 0,90 em eT e 6,29




+ 0,61 em eCO2+eT (Figura 21A). O numero efetivo de alelos (Ae) também foi similar
em todos os tratamentos, e sua média foi de 4,60 + 0,73 no tratamento C, 3,91 + 0,63
em eCO2, 299 + 0,57 em eT e 3,43 + 0,50 em eCO.teT (Figura 21B). A
heterozigosidade observada também foi similar em todos os tratamentos analisados e
variou de 0,30 + 0,12 no tratamento C, em eCO2 0,35 £ 0,13, eT 0,28 + 0,12 e eCO2+eT
0,30 £ 0,10 (Figura 21C). Progénies oriundas dos tratamentos com eT apresentaram
heterozigosidade esperada significativamente menor (0,61 + 0,51) que nos tratamentos
controle (0,76 £ 0,02), eCO2 (0,71 £ 0,03) e eCO2+eT (0,68 £ 0,03) (Figura 21D).

Tabela 7. Sumério dos testes de ANOVA Fatorial para os parametros de diversidade genética

analisados na populagdo de progénies dos diferentes tratamentos. Medias seguidas do erro
padréo, F: valor da estatistica ANOVA, p: nivel de significancia, porcentagem de variagao.

A (numero de alelos)

Fatores Média + EP Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 6,57 + 0,61 - -
Elevado CO; (eCOy) 6,43 £ 0,80 F=0,15; p=0,69 0,25
Elevada Temperatura (eT) 5,57 +0,90 F=059;p=0.44 0,97
Interacdo (eCO,+eT) 6,29 +0,61 F=0,34;p=0,56 0,55

Ae (numero efetivo de alelos)

Fatores Média + EP Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 4,60+£0,73 - -
Elevado CO; (eCO) 3,91+0,63 F=0,04;,p=0,84 0,01
Elevada Temperatura (eT) 2,99 + 0,57 F=2,90;p=0,09 0,47
Interacéo (eCO,+eT) 3,43+0,50 F=0,85;p=0,36 0,14

Ho (heterozigosidade observada)

Fatores Média £ EP Valor de F-FANOVA % de variacéo
Controle (C) 0,30+0,12 - -
Elevado CO; (eCO») 0,35+0,13 F=0,09;p=0,77 0,01
Elevada Temperatura (eT) 0,28 +0,12 F=0,09;p=0,77 0,01
Interacdo (eCO,+eT) 0,30+0,10 F=0,02;p=0,90 0,02

He (heterozigosidade esperada)

Fatores Média £ EP Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 0,76 £ 0,02 - -
Elevado CO; (eCOy) 0,71+£0,03 F=0,08,p=0,77 0,14
Elevada Temperatura (eT) 0,61 + 0,05 F =6,76; p=0,000™" 1,09
Interacéo (eCO+eT) 0,68 £ 0,03 F=3,00; p=0,08 0,48
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Figura 21. Parametros de diversidade genética das familias provenientes dos diferentes grupos
experimentais. A) Numero de alelos, B) Numero de alelos efetivo, C) Heterozigosidade
observada, D) Heterozigosidade esperada nos diferentes grupos experimentais. Letras diferentes
indicam diferenca estatisticamente significativa (*p<0,05) entre os tratamentos apds teste
ANOVA-Fatorial. (Graficos gerados pelo software GraphPad Prism v.8.0).

N&o houveram diferencas intergeracionais (matrizes vs progénies) em nenhum
dos parametros de diversidade genética analisados (Tabela Al, em anexos), ou seja,
apos o evento reprodutivo, nenhum dos parametros de diversidade genética da

populacédo de progénies diferiu significativamente da populacdo matriz.

Cabe ressaltar, que em ambas as popula¢fes (matrizes e progénies) de S.
capitata, a heterozigosidade observada foi significativamente menor que a
heterozigosidade esperada para quase todos os locus analisados (com excec¢do do locus
E12) (vide Tabela A2, em anexo). Assim, neste grupo amostral existe maior propor¢ao

de homozigotos do que em uma populagdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.




Indices de fixacdo em progénies dos diferentes tratamentos. Ndo houve efeito
significativo dos tratamentos no indice de fixagdo (p>0,05, Tabela 9). Os valores
médios de Fis foram positivos em todos 0s grupos experimentais e estatisticamente
similares entre si (Figura 22), variando de 0,62 + 0,13 no tratamento Controle, a 0,54 +
0,13 no eCO2, 0,57 £ 0,15 no tratamento eT e 0,58 + 0,11 no eCO>+eT. O valor médio
de Fis foi similar em matrizes 0,50 + 0,07 e progénies 0,58 = 0,08, sugerindo que,
mesmo apOs um evento reprodutivo, a espécie manteve niveis de endogamia similares
(Tabela A1, em anexo).

Tabela 8. Sumério dos testes de ANOVA Fatorial para o indice de fixacdo na populacdo de

progénies. Médias seguidas do erro padrdo, F: valor da estatistica ANOVA, p: nivel de
significancia, porcentagem de variagao.

Fis

Fatores Média £ EP Valor de F-FANOVA % de variacéo
Controle (C) 0,62 +0,13 - -
Elevado CO2 (eCO») 0,54 +0,16 F=0,06; p=0,80 0,01
Elevada Temperatura (eT) 0,57 £0,15 F=0,00; p=0,97 0,00
Interacéo (eCO,+eT) 0,58 +0,11 F=0,10; p=0,74 0,02

0.81 a
T T 3
B
U, [
o 0.47
0.2+
0.0
C eCO, eT eCO,+eT

Figura 22. Médias e erro padrdo do inde fixacdo de progénies dos diferentes grupos
experimentais. (Gréficos gerados pelo software GraphPad Prism v.8.0).

Diferenciacédo genética nas populacfes de matrizes e progénies. A matriz de
divergéncia genética, através do pardmetro Fst, nas diferentes popula¢bes de matrizes e
progénies é apresentada na Tabela 10. O teste exato de Fisher evidenciou diferenciagdo

significativa entre as populacfes de progénies, nas médias de Fst por tratamento. A



diferenciacdo na estrutura genética das progénies € baixa, porém significativa.
(***p<0,001, Tabela 10). As progénies de parcelas aquecidas (eT) diferiram 8,70 % das
progénies com a combinagdo (eCO2+eT), 10,60 % do tratamento controle e 10,60 % do
tratamento eCO2. A populagdo de progénies do tratamento C diferiu 4,50 % das
progénies de eCO- e estas, por sua vez, diferiram 5,30 % das progénies derivadas do
tratamento eT+eC (Tabela 9). As progénies eCOx+eT diferiram 7,00 % das progénies
derivadas no ambiente Controle.

Tabela 9. Matriz de divergéncia genética. Analise da estatistica Fst (Nei, 1973) entre

populagdes de matrizes e progénies de S. capitata dos diferentes tratamentos (abaixo da
diagonal). Legenda: ***p<0,001 ap6s Teste Exato de Fisher.

Fst (matrizes) Fst (progénies)
C eCO, eT C eCO, eT
C - - - - - -
0,164 0,045
eCO2 p=0,95 - - p<0,001 - -
0,293 0,280 0,106™ 0,108
eT o2 p=0,07 - p<0,001 p<0,001 -
0,244 0,164 0,249 0,070™" 0,053™ 0,087
eCO2+eT  L573 p=0,87 p=0,24 p<0,001 p<0,001 p<0,001

5.3 Efeito do aquecimento e da elevacdo de CO:2 e da sua interacdo nas taxas de

cruzamento de familias da espécie S. capitata

Todos os locus utilizados nesta pesquisa ndo estdo ligados e segregam de forma
independente, nem na populagéo de matrizes, nem na de progénies (vide Tabela A3, em
Anexos), cumprindo as premissas estabelecidas por Ritland e Jain (1981) para

estimativa dos parametros de cruzamento.

O teste ANOVA 2-Fatores evidenciou que ndo houve efeito significativo dos
tratamentos nos parametros taxa de cruzamento multiloco (tm), unicolo (ts), na taxa de
cruzamento entre parentes (tm-ts) e na correlacdo de auto-fecundacdo (rt). Como
mostrado na Tabela 11. As progénies dos diferentes tratamentos apresentaram taxas de
fecundacéo cruzada (entre 0,47-0,61), corroborando que S. capitata possui um sistema
de reproducdo misto. Familias do tratamento eT apresentaram taxa de cruzamento
multiloco ligeiramente mais elevada (60,80%) que as familias dos tratamentos C
(48,90%), eCO2 (54,40 %) e eCO.+eT (47,20%), embora as difengcas ndo foram

estatisticamente significativas (p>0,05, Figura 23A). O mesmo padréo foi observado na



taxa de cruzamente uniloco: maior valor foi observado nas familias do tratamento eT
(30,70%), seguido de eC (25,40%), eCO2+eT (24,40%) e (21,80%) em C (Figura 23B).
No tratamento controle, 27,00% dos acasalamentos ocorreu entre individuos
relacionados (Tabela 11) e em 23,00% dos individuos do tratamento eCO»+eT. J& nas
familias do tratamento com eT (30,10%) e com eCO; (29,00%) quase metade do total

de fecundag6es cruzadas ocorrereu entre individuos aparentados (Figura 23C).

Tabela 10. Sumério dos testes de ANOVA Fatorial para os parametros de taxas de cruzamento
analisados nos diferentes tratamentos. F: valor da estatistica ANOVA, p: nivel de significancia,
porcentagem média de variacao.

tm (taxa de cruzamento multiloco)

Fatores Média+ EP  Valor de F-ANOVA % de variagao
Controle (C) 0,49 + 0,06 - -
Elevado CO; (eCOy) 0,54 £0,04 F=0,37;p=0,55 2,55
Elevada Temperatura (eT) 0,61 + 0,09 F=012;p=0,73 0,83
Interacdo (eCOx+eT) 0,47 £ 0,06 F=202;,p=0,18 13,95

ts (taxa de cruzamento uniloco)

Fatores Média+ EP  Valor de F-ANOVA % de variacao
Controle (C) 0,22 £ 0,04 - -
Elevado CO: (eCO,) 0,25+0,02 F=0,10;p=0,76 0,69
Elevada Temperatura (eT) 0,31 + 0,07 F=0,88;p=0,37 6,15
Interacéo (eCO+eT) 0,24 + 0,02 F=1,30; p=0,27 9,14

tm-ts (taxa de cruzamento entre parentes)

Fatores Média+ EP  Valor de F-ANOVA % de variacao
Controle (C) 0,27 £ 0,07 - -
Elevado CO: (eCOy,) 0,29+0,05 F=0,24;p=0,63 1,88
Elevada Temperatura (eT) 0,30 + 0,03 F=0,09;p=0,77 0,69
Interacéo (eCO,+eT) 0,23 + 0,06 F=0,69;p=0,42 5,27

rs (correlacdo de autofecundacéo)

Fatores Média+ EP  Valor de F-ANOVA % de variacéo
Controle (C) 0,20 £ 0.12 - -
Elevado CO; (eCOy) 043+0,15 F=255p=0,13 15,76
Elevada Temperatura (eT) 0,39 £ 0,07 F=1,61;,p=0,23 9,91

Interacdo (eCO,+eT) 0,55+0,13 F=0,05;p=0,82 0,32
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Figura 23. Dados de média e erro padrdo em grafico de barras, por tratamento. A) Taxa de
cruzamento multiloco, B) Taxa de cruzamento uniloco, C) Taxa de cruzamento entre parentes,
D) Correlacéo de autofecundacédo (Graficos gerados pelo software GraphPad Prism v.8.0).

A correlacdo de auto-fecundacdo (rs) indica se houve variacdo na taxa de

cruzamento observada, que variou entre 20,00% (Controle) e 55,40% (eC+eT) (Figura

23D).

Os dados de correlacdo de paternidade multilocus foram altos (com excecdo de

algumas repeti¢des), indicando que muitas das progénies compartilharam 0s mesmos

genitores (feminino e masculino), ou seja, sdo irmaos completos (Tabela 12). As

familias do tratamento eCO,+eT foram as que demonstraram ter menor parentesco entre

si (Tabela 12).



Tabela 11. Demais parametros de sistema de cruzamento de progénies de S. capitata, separados
em cada uma das quatro repeti¢es. Médias seguidas do erro padréo.

Tratamentos / Correlacdo multiloco  Correlagéo uniloco de Parentesco entre doadores
Repeticdes de paternidade: rpm)l paternidade: rp) de pélen: rps) -rpm)
1 0,80 £ 0,38 0,42+041 0,13+0,15
2 0,85+0,35 0,99 +0,43 0,24 £0,18
Controle
3 0,92 £ 0,56 0,50+0,34 0,29£0,24
4 0,28 0,24 0,86 £ 0,53 0,99 £ 0,59
1 0,99 £ 0,36 0,99+ 0,42 -0,20£ 0,24
c 2 0,30 £0,21 -0,20 £ 0,02 -0,20 £ 0,25
e
3 0,86 £ 0,40 0,74 £0,47 0,27 £ 0,22
4 0,67+£0,43 0,65+0,42 -0,20 = 0,06
1 0,61+0,31 -0,38 £ 0,18 -0,48 £ 0,25
T 2 0,75+£0,32 0,15+0,17 -0,51+0,16
e
3 0,75+£0,46 -0,42+£0,21 -0,46 £ 0,22
4 0,99 + 0,58 0,58+ 0,29 0,00 £ 0,02
1 -0,00 £ 0,22 0,00£0,21 -0,20+0,11
2 0,70 £ 0,29 -0,50 £ 0,22 -0,90 £ 0,39
eT+eC
3 0,19+0,18 -0,11+0,18 0,08 £ 0,04
4 0,03+£0,11 -0,02 £ 0,01 -0,23 £0,10

A Tabela 13 apresenta alguns parametros do sistema de cruzamento por familia.
Verificamos que em todos os tratamentos existem familias com elevadas taxas de
cruzamento multi e uniloco. Enquanto que também existem familias com baixos valores
para estes parametros. Assim, esses dados servem para entendermos que, ao analisarmos

a diferenca entre as médias, devemos levar em conta o desempenho de cada familia.



Tabela 12. Estimativa de pardmetros de taxas de cruzamento de S. capitata avaliadas nas
progénies dos diferentes tratamentos. Erro padrdo da média entre parénteses, obtido ap6s 1000

reamostragens bootstraps pelo programa MLTR.

Tratamento Famili VEBE L e de UaEk Correlacdo de
(familias) amilia cruz_amer_1to cru;ame_nto Cruzament_o entre autofecundagio: rs
multiloco: tm uniloco: ts parentes: tm- ts

211 0,87 (0,44) 0,27 (0,15) 0,61 (0,29) -0,20 (0,06)

212 0,12 (0,09) 0,03 (0,03) 0,09 (0,07) -0,07 (0,13)

2.13 0,63 (0,33) 0,21 (0,14) 0,42 (0,20) 0,44 (0,12)

4.10 0,56 (0,28) 0,22 (0,12) 0,34 (0,17) 0,22 (0,08)

Controle 411 0,25 (0,15) 0,05 (0,03) 0,20 (0,11) -0,06 (0,05)
4.13 0,37 (0,20) 0,10 (0,06) 0,28 (0,15) -0,04 (0,03)

9.10 0,69 (0,35) 0,18 (0,11) 0,51 (0,25) 0,06 (0,06)

9.12 0,56 (0,28) 0,19 (0,11) 0,37 (0,18) 0,02 (0,02)

12.2 0,50 (0,25) 0,26 (0,14) 0,24 (0,12) -0,01 (0,02)

12.13 0,25 (0,15) 0,08 (0,05) 0,17 (0,10) -0,02 (0,04)

1.10 0,938 (0.489) 0,31 (0,17) 0,63 (0,33) 0,80 (0,19)

111 0,563 (0.282) 0,17 (0,11) 0,39 (0,19) 0,09 (0,04)

1.12 0,500 (0.258) 0,15 (0,08) 0,35 (0,18) -0,03 (0,03)

3.2 0,942 (0.495) 0,40 (0,22) 0,54 (0,29) 0,63 (0,17)

eC 3.8 0,125 (0.090) 0,04 (0,03) 0,08 (0,06) -0,05 (0,13)
10.15 0,938 (0.501) 0,34 (0,19) 0,60 (0,32) -0,02 (0,06)

10.10 0,125 (0.089) 0,03 (0,02) 0,10 (0,07) -0,07 (0,12)

10.11 0,438 (0.232) 0,14 (0,08) 0,30 (0,15) 0,09 (0,05)

111 0,377 (0.204) 0,14 (0,08) 0,24 (0,13) 0,47 (0,13)

11.11 0,500 (0.261) 0,20 (0,11) 0,31 (0,15) -0,02 (0,03)

5.2 0,938 (0,44) 0,36 (0,19) 0,57 (0,26) -0,89 (0,42)

5.3 0,188 (0,09) 0,05 (0,02) 0,14 (0,06) -0,06 (0,03)

5.12 0,125 (0,06) 0,04 (0,02) 0,08 (0,04) -0,06 (0,03)

8.3 0,252 (0,12) 0,07 (0,04) 0,18 (0,08) 0,20 (0,10)

oT 8.10 0,501 (0,24) 0,29 (0,15) 0,21 (0,10) 0,04 (0,03)
8.12 0,694 (0,33) 0,27 (0,14) 0,42 (0,20) 0,94 (0,46)

15.3 1,200 (0,58) 0,35 (0,20) 0,85 (0,40) -0,99 (0,48)

15.10 0,626 (0,30) 0,29 (0,15) 0,34 (0,16) -0,03 (0,02)

13.2 0,455 (0,22) 0,18 (0,10) 0,27 (0,13) 0,23 (0,12)

13.13 0,875 (0,41) 0,33 (0,17) 0,55 (0,25) -0,86 (0,40)

6.1 0,06 (0,06) 0,03 (0,03) 0,03 (0,03) -0,20 (0,17)

6.10 0,75 (0,36) 0,41 (0,23) 0,34 (0,16) -0,05 (0,04)

6.11 0,06 (0,05) 0,02 (0,02) 0,05 (0,04) -0,20 (0,17)

7.1 0,31 (0,17) 0,07 (0,04) 0,24 (0,13) 0,04 (0,03)

eT4eC 7.11 0,81 (0,41) 0,28 (0,17) 0,53 (0,25) -0,05 (0,05)
7.12 0,53 (0,28) 0,16 (0,10) 0,37 (0,19) 0,06 (0,03)

14.4 1,20 (0,58) 0,43 (0,26) 0,77 (0,35) -0,20 (0,06)

14.8 0,12 (0,09) 0,03 (0,03) 0,09 (0,07) -0,06 (0,10)

16.2 0,88 (0,43) 0,32 (0,19) 0,55 (0,27) -0,20 (0,05)

16.10 0,06 (0,06) 0,02 (0,02) 0,04 (0,04) -0,20 (0,20)




6. DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa sdo inéditos e de grande contribuicdo para o
entendimento da performance de alguns pardmetros biologicos e genéticos da espécie
leguminosa tropical S. capitata, frente a simulacdo de um cenario de mudancas

climaticas futuras como aquecimento e elevacao de CO; e suas interacdes.

A capacidade de modular-se ao ambiente (plasticidade fenotipica) é uma das
principais vantagens evolutivas do reino vegetal (Lovett-Doust e Lovett-Doust, 1988).
Como organismos sésseis, as plantas estdo sujeitas a diversas variacdes de fatores
ambientais, que podem afetar os processos fundamentais no seu ciclo de vida, tais como
a germinacao, floracéo e fertilizacdo (Wheeler e Reynolds, 2013). As plantas cultivadas
sdo especialmente vulneraveis neste periodo, uma vez que ele representa, na maioria dos

casos, seu valor agro-econdmico (Hedhly, 2011).

Os resultados confirmam parte da hipotese relacionada aos efeitos significativos
dos tratamentos sobre os parametros morfo-fisiologicos na espécie S. capitata. Plantas
crescidas em ambientes aquecidos em +2°C (eT) e na interagdo do aquecimento com
elevacdo de CO2 (eCO2+eT) apresentaram um maior numero de sementes por
inflorescéncia, maior proporcdo de sementes com coloracdo bege rajada e menor
proporcdo de sementes marrom lisa. Também foi observado que, sementes
provenienetes do tratamento eT tiveram menor proporcdo de sementes inviaveis.
Grande parte do investimento energético de uma planta em sua fase reprodutiva é
direccionada para a producdo de gametas e consequentemente para a producdo de
sementes (Porcher e Lande, 2005). Sabe-se que 0 aumento no “esforgo reprodutivo”, ou
seja, no numero de flores e na massa de florescimento é uma das adaptaces observadas
frente ao aquecimento em diversas espécies vegetais (Schauber et al., 2002; Hegland et
al., 2009). O aumento na producéo de flores durante alguns dias do ciclo reprodutivo de
S. capitata foi observado em campo, neste experimento, tal como documentado por
Alzate-Marin et al. (2017), especialmente nos tratamentos com elevacéo de temperatura
(eT) e com ambos (eCO2+eT), tendo como consequencia, portanto, o favorecimento de

maior producdo de sementes viaveis.

Porém, quando o namero de 6vulos fecundados é maior do que as plantas sdo
capazes de maturar, a compensacdo desse excesso pode ser dado por um aumento nas
taxas de aborto (Porcher e Lande, 2005). Culturas de leguminsas costumam ser

sensiveis ao estresse térmico, sendo comum os relatos de perdas no rendimento devido



ao aborto de flores e vagens (Siddique et al., 1999). Em ervilha (Pisum satium) as taxas
de aborto foram maiores em plantas expostas ao aquecimento (Jiang, 2016). Entretanto,
nossos resultados as proporcdes de aborto foram similares entre 5,6% (eT) a 9,75%
(Controle). Por se tratar de uma espécie leguminosa forrageira tropical, hibrida e
altamente resistente a condic¢Ges de calor e seca, 0s resultados de baixa taxa de abortos
era esperada, conforme nossa hipétese inicial, por ser uma estratégia natural da espécie,
que possibilita realocar os recursos para assegurar a viabilidade de parte da progénie
(Ghazoul e Satake, 2009).

Com relacdo a germinacdo e velocidade de germinacdo das sementes, 0S
resultados mostram que ndo houve efeito significativo do aquecimento e elevagédo de
CO; e suas interagdes sobre a germinabilidade e velocidade de germinacgdo das sementes
de S. capitata, confirmando a hipdtese proposta. Estes resultados podem ser devidos a
que a espécie estudada é nativa da flora Brasileira e ocorre em regides biogeograficas
tropicais, adaptada a diferentes ambientes (Costa e Schultze-Kraft, 1990, Figura 2). A
germinagdo das sementes constitui um dos processos mais criticos dentre o ciclo de vida
das plantas e pode ser definida como o crescimento inicial do embrido ap6s um periodo
de dorméncia, onde o seu metabolismo encontrava-se inativo (Ferreira e Borghetti,
2004). A capacidade de desenvolvimento do embrido (germinacdo e velocidade da
germinacéo) e o estabelecimento das plantulas (vigor) no habitat séo entendidos como
outros importantes fatores que influenciam a dindmica das populacGes vegetais (Marty e
Bassirirad, 2014).

Trés das principais caracteristicas que afetam a capacidade de germinacdo das
sementes estdo sobre heranca materna, sendo eles: o tegumento da semente, contetdo
do endosperma e a formacdo embrido (Donohue, 2009). O tegumento das sementes € a
estrutura responsavel por interligar os processos do ambiente interno com o ambiente
externo sendo um dos principais determinantes dos potenciais de germinacao (atraves
de modificacbes na permeabilidade a agua e ao oxigénio), vigor e longevidade das
sementes (Souza e Marcos-Filho, 2001; Voegele et al., 2012). Argel e Humphreys
(1983) observaram que em Stylosanthes hamata cv. Verano uma mudanga na
temperatura na formacdo das sementes (de 27°C para 21°C) resultou em uma alteragédo
na coloracdo das sementes de escura para clara. Nesta pesquisa foi observado que os
tratamento com elevacéo de temperatura (eT) e sua interacdo (eCO2+eT) apresentaram

maior proporcdo de sementes de cor bege rugosa. A cor do tegumento € uma das



caracteristicas do revestimento de sementes associada a absorcéo de agua, sendo que as
sementes pigmentadas apresentam mais baixa embebicéo, ainda que estas caracteristicas

possam ser espécie-especificas (Souza e Marcos-Filho 2001; Mavi, 2010).

Neste experimento ndo foi observada uma diferenca de germinabilidade nos
tratamentos aquecidos, possivelmente devido ao tempo de armazenamento das sementes
usadas para o experimento (18 meses). Sementes de S. capitata sdo bem tolerantes ao
tempo de armazenamento, assim 0 armazenamento por aproximadamente de 12 meses
contribui também para a perda de dorméncia da espécie (Américo, 2015; Silva, 2019),
faltaria elucidar o papel da cor de tegumento destas sementes na sobrevivencia da
espécie. Erasmus e Pieterse (2001) trabalhando com Stylosanthes guianensis
observaram maior porcentagem de germinacao de sementes de cor clara com relacéo as
oscuras, sem aplicacdo de nenhum tratamento. Assim a mistura de ambas as coloracdes
de sementes em condi¢cGes naturais desempenharia um papel importante no
desenvolvimento e sobrevivéncia dessa espécie. Desta forma, estes resultados mostram
que estas progénies podem carregar os efeitos ambientais maternos para a proxima
geracdo, que possivelmente conferirdo maior adaptabilidade a ambientes mais quentes
(Wulff et al., 1994; Marty e BassiriRad, 2014).

As respostas a temperatura diferem entre as espécies ao longo do seu ciclo de
vida. Stylosanthes capitata é uma planta de ciclo curto, cuja parte vegetativa pode se
regenerar por até trés anos, mas a manutencdo de sua populacdo é assegurada por
dispersdo de sementes (Fairey et al., 1997). Para cada espécie, existe um intervalo de
temperaturas minimas e maximas, que formam os limites do crescimento 6timo, onde o
desenvolvimento vegetativo aumenta a medida que a temperatura se aproxima do nivel
ideal da espécie (Hatfield e Pruger, 2015). De acordo com nossos resultados,
aparentemente o aumento de 2°C (eT) e suas interacdes com CO, (eT+eCOy) foi
benéfico para a a producdo de sementes, e para alguns outros parametros morfo-
fisiologicos de S. capitata como ja discutido, ou seja é possivel que esse aumento esteja
no intervalo de temperaturas minimas e maximas da espécie, uma vez que esta espécie
ocorrre naturalmente em regides de cerrado, caatinga e mata seca tropicais (Costa e
Schutze-Kraft, 1990, Figura 2).

Por outro lado, ndo observamos diferencas entre o grupo tratado com eCO2 e 0
grupo controle em nenhum dos pardmetros avaliados nesta pesquisa, embora sim

observamos respostas em alguns parametro morfo-fisiologicos quando em interacéo




com a temperatura. Com relacdo a germinabilidade e a velocidade de germinacdo nédo
existe um consenso acerca do efeito do incremento de CO2 no ambiente materno, pois
as respostas variaram de acordo com os grupos funcionais e espécies vegetais (Jablonski
et al, 2002; Marty e Bassirirad, 2014). Os efeitos do aumento CO2 nos sistemas vegetais
sdo conhecidos principalmente por estudos experimentais em pequena escala, o que
dificulta o estabelecimento de um consenso do comportamento futuro do ciclo do
carbono a nivel global, ja que é muito ampla a gama de respostas dos diferentes grupos

vegetais frente a elevacdo de CO (Booth et al., 2012).

Alteracbes morfoldgicas e estruturais nas sementes podem ocorrer frente a
condigdes ambientais adversas e podem ser consideradas como uma pressdo seletiva
para promover a adaptacdo da populacdo a situacdo ambiental estressora (Gutterman
2000; Gratani, 2014). As mudancas climaticas, a deposicdo de compostos toxicos e
mudancas no uso da terra sdo apontadas como as principais causas da perda de
diversidade genética dos ecossistemas vegetais, afetando por consequéncia a
composicdo das comunidades, as interaces entre espécies, a estrutura e dindmica dos
ecossistemas (Henry, 2005). Neste cenario, as mudancas climéticas parecem ser uma
causa adicional a perda de diversidade em populacdes vegetais, ameacando muitas

espécies nativas (Jarvis et al., 2008).

Contrério a nossa hipotese inicial, os tratamentos com elevacdo de temperatura
(+2°C), com elevagdo de CO, (600ppm) e suas interacdes no ambiente parental ndo
exerceram efeito significativo sobre a maioria dos parametros de diversidade genética
analisados (numero total de alelos, nimero de alelos efetivos, a heterozigosidade
observada e indice de fixa¢do). Os indices de fixacdo também foram altos e similares
nas progénies de todos os tratamentos e (Média progénies: 0.58 + 0.06), assim como
similares entre as duas geracGes (Média matrizes: 0.50 £ 0.07). Nossos resultados
evidenciam uma reducéo significativa no valor da diversidade (He) e maiores distancias
geneéticas da prole derivadas do tratamento com eT quando comparadas com 0S outros
tratamentos. A reducdo da heterozigosidade esperada indica um aumento na frequéncia
genotipica de homozigotos na populacdo eT. A diversidade genética das plantas esta
diretamente relacionada ao sistema de acasalamento das espécies, uma vez que é a

principal causa de variacdo genética dentro das populagdes (Henry 2005).

As populacbes dos diferentes tratamentos divergiram entre si. Os indices Fst

observados nas diferentes populagdes foram baixos, indicando que grande parte da



variabilidade genética observada estava dentro das populagcdes. Mas que, uma pequena
parte desta variabilidade (de 4,5% a 10,8%), deve-se a diferengas no evento reprodutivo
(uma vez em sua totalidade encontra-se dentro das populagdes. Os valores de
divergéncia entre populacbes (Fst) encontrados foram comparaveis aos relatados por
Hamrick e Godt (1996) os quais sdo esperados para as espécies endémicas de
cruzamento misto. Assim, possivelmente pelo fluxo de abelhas entre estes dois
tratamentos, uma vez que, a abertura floral destas parcelas ocorria cerca de uma hora
antes da abertura floral nos demais tratamentos (Alzate-marin et al., 2017). Galashi-
Teixeira e colaboradores (2015) evidenciou abelhas do género Apis mellifera como um
dos principais polinizadoras de S. capitata neste modelo experimental no ano de 2015.
Sabe-se que abelhas que habitam préximas a cultivos tendem visitar aquele mesmo
local até que os recursos florais se esgotem (Free, 1993). Assim, esse comportamento
favorece a estruturacdo dos genotipos. A determinacdo da estrutura genética de
populacbes tem implicacdes nas estratégias de melhoramento e conservacdo das
espécies (Laurentin, 2009).

O entendimento do sistema de reproducdo é fundamental para manutencdo da
variabilidade genética intrapopulacional (Brown et al., 1990; Henry, 2005),
determinando o modo de transmissdao de genes e a composicdo genética da
descendéncia, e consequentemente, o pool genético disponivel para sele¢do natural. Os
resultados desta pesquisa corroboram o observado na literatura para S. capitata, como
uma espécie com sistema de reproducdo misto, com alta frequéncia de autopolinizacao,
tal como relatado na literatura (Miles, 1983, Chiari et al., 2007, Santos-Garcia et al.,
2011), mostrando que nossos dados séo consistentes.

As alterac6es no ambiente ndo afetaram significativamente o evento reprodutivo
do ano de 2015, estudado sob condic¢des de simulacdo em condi¢des de campo no Trop-
T-Face (USP/Ribeirdo Preto, SP). Mas apesar da diferenca observada ndo ser
estatisticamente significativa, nossos dados evidenciam que nos tratamentos eT e eC
houveram maiores valores absolutos de polinizagdo cruzada (tmer= 60,8% e tmec=
54,4%), em relacdo aos outros tratamentos (C, tmC= 47% e tmec+et= 49%). As taxas de
cruzamento multiloco, variando de 47,1% a 60,8% nos diferentes tratamentos, estdo de
acordo a prévios relatos, ja que espécies do género Stylosanthes polinizadas por animais
costumam apresentar taxas de cruzamento entre 20 e 80%, dependendo da presenca e

atividade dos polinizadores (Santos-Garcia et al, 2010; Vogler e Kalisz 2001). Mesmo



com as alteragdes fenologicas observadas em campo nos tratamentos aquecidos
(aumento no namero de flores, no periodo de abertura floral e na taxa de visitacdo dos
polinizadores) (Alzate-Marin et al., 2017), as taxas de cruzamento multi e uniloco de S.
capitata se mantiveram similares a dos demais grupos experimentais, refutando a
hipdtese inicial.

De acordo a Turchetto et al. (2015), estimativas relativamente altas de tm-ts e
valores negativos de rps-rpm sdo influenciados por cruzamentos consanguineos, como
também observado nas nossas analises. Sabe-se que temperaturas elevadas afetam a
fisiologia das plantas com flores de varias maneiras, resultando na producéo alterada de
flores, néctar e pdlen (Petanidou e Smets, 1996; Saavedra et al., 2003; Scaven e
Rafferty, 2013).

Cada evento reprodutivo é Unico, e influenciado por uma gama de fatores, sejam
eles morfoldgicos (estrutura da flor, disposicdo dos estames, presenca ou auséncia de
sistemas de auto-incompatibilidade), fisiologicos (fertilidade, namero de 6vulos, pdlen e
sementes), fenoldgicos (tempo de florescimento, abundancia de flores) e ecoldgicos
(comportamento dos polinizadores, variacdo na disponibilidade e atividade dos
mesmos) (Saavedra et al., 2003; Kameyama e Kudo, 2009). A disponibilidade alimentar
governa a atividade e a densidade populacional dos polinizadores, assim, 0 aumento no
recurso alimentar pode causar alteragbes na comunidade de polinizadores e no
comportamento dos polinizadores (Steffan-Dewenter e Schiele, 2008). Desta forma, um
dos fatores responsaveis pela manutencdo da diversidade genética e das taxas de
cruzamento desta espécie forrageira, sdo as polinizacdes proporcionadas por agentes
bidticos, como as abelhas.

Embora o papel dos visitantes florais na prestacdo de servicos de polinizacdo e
na produtividade agricola seja reconhecido ha milénios, ainda assim, as populacGes de
abelhas tem sofrido intensas ameagas em virtude das mudancas ambientais e climaticas.
Neste contexto, a conservacgéo de cultivos de espécies de importancia econémica (como
S. capitata) esta intimamente relacionada a conservacao de seus polinizadores. Medidas
de conservacdo da biodiversidade e de conscientizagao, associadas e fontes de obtengéo
e melhora da produtividade agropecuéria pode ser um caminho de sucesso para
reconstrucdo de modelos mais sustentaveis para a utilizacdo e consumo dos recursos
naturais (Rosenzweig et al, 2008; Tilio Neto, 2010). Por isso, estratégias de

intensificacdo da producdo sustentavel de alimentos devem ser foco de pesquisas e



aplicacdes, como importantes alternativas para melhorar o uso da terra, promover a
conservacdo da biodiversidade e o bem-estar animal e assegurar a manutengdo da

nutricdo humana (Godfrey e Garnet, 2014).

Assim, sugere-se a utilizacao de estratégias e praticas agricolas “amigaveis” aos
polinizadores, nos cultivos de S. capitata. Estas praticas benéficas para os polinizadores
assegurariam também a diversidade genética da espécie e possibilitariam a manutencédo
da qualidade e vigor desta leguminosa utilizada como pastagem. Dentre essas possiveis
estratégias podemos destacar: proximidade de cultivos a fragmentos florestais, reducédo
no uso de agrotdxicos, associacdo com outras espécies de plantas visitadas por abelhas
e, também, manejo de caixas racionais de abelhas préximas as culturas (Gordo e Sanz,
2006).

S. capitata além de ser uma importante fonte de forragem nutritiva para o gado,
também é promissora para recuperacdo de solos pobres e degradados (Grof et al., 1979;
Grof et al., 2005). Assim, também seria possivel aliar as duas importantes funcdes de
esta espécie: a ecoldgica e a econdmica, j& que os dados sugerem uma aparente
resiliéncia a um dos possiveis cenarios das mudancas climaticas. Dados de modelagem
de nosso grupo de pesquisa (ndo publicados) demonstram que S. capitata possivelmente
ampliard seu nicho ecoldgico nos proximos 50 anos, em cenarios de aumento de
temperatura. Dada a crescente demanda da pecuaria no mercado internacional de carne,
a utilizacdo de S. capitata pode ser uma espécie aliada da industria agropecuéria, pois

viabilizaria a produtividade e nutricdo do gado.

Determinar a diversidade e taxas de cruzamento de espécies alopolipldides é
fundamental para prever seu destino em longo prazo, principalmente porque as
mudancas climaticas globais estdo continuamente alterando os ambientes, apresentando
novos desafios a sua sobrevivéncia (Vallejo-Marin e Hiscock, 2016). Hibridizacdo e
poliploidia ha longa-data sdo apontadas como mecanismos evolutivos que conferem ao
taxon mais resiliéncia para sobreviver em habitats mais diversos (Willis e Elwain,
2004). Os dados de S. capitata (alo-tetrapolide) aqui apresentados estdo de acordo com
0s pressupostos da literatura e evidenciam uma vantagem dessa espécie para adaptacao

e resisténcia as condicdes de elevacdo de temperatura e de CO: e suas interagoes.



7. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa apresenta as respostas da espécie Stylosanthes capitata (Vogel)
frente uma simulacdo de mudangas climaticas futuras, realizadas em um sistema
denominado Temperature free air controlled enhancement e Free-air carbon dioxide
enrichment (Trop-T-FACE) instalado no campus da USP de Ribeirdo Preto (SP), Brasil.

Os dados sugerem que a elevacdo da temperatura (+2°C) sozinha e combinada
com a elevacdo de CO2 (600 ppm) no ambiente parental é capaz de induzir mudangas no
desenvolvimento vegetativo de S. capitata, ndo sé aumentando o nimero de sementes
produzidas (possivelmente como consequéncia do maior numero de flores produzidas
nestes tratamentos), mas também promovendo alteragdes na coloragdo do tegumento
das sementes e melhorando qualidade das plantulas germinadas. As alteracbes morfo-
fisioldgicas apresentadas nestes resultados sugerem a ocorréncia de mecanismos de
adaptacdo da espécie Stylosanthes capitata (Vogel) frente a cenarios futuros de

aquecimento climatico (+2 °C), nas condi¢des experimentais realizadas.

Os dados de diversidade genética e taxas de cruzamento ndo foram influenciados
pelo tratamento parental, os quais sdo resultado tanto de mudancas fenoldgicas da planta
como resposta aos tratamentos (antecipacdo da abertura floral em aproximadamente
uma hora nos tratamentos eT e eT+eCO2 e aumento da floracdo) (Alzate-Marin et al.,
2017), assim como de mudangas comportamentais nos polinizadores naturais como
resposta a este estimulo, como aumento da sua visitagdo (Teixeira et al., 2015). No
entanto as condi¢des climaticas das colmeias ou ninhos destes insetos ndo foram

controladas (o que era inviavel nas condi¢Ges experimentais propostas).

Assim, os resultados aqui apresentados s6 foram positivos e sugerem uma
resiliéncia e adaptacdo desta espécie, gracas a abundancia atual de polinizadores, o que
poderia ser diferente se mudancas climaticas futuras também afectassem a
sobrevivéncia destes polinizadores. Assim, esta pesquisa apresenta resultados inéditos
da espécie nativa tropical Stylosanthes capitata (Vogel) ante cenarios de mudancas
climaticas futuras (aquecimento atmosférico [+2 °C] e elevacdo de CO2 [600 ppm]) que
mostram a resilencia da espécie em alguns parametros bioldgicos e genéticos ligados a

reproducdo os quais sdo fundamentais para sua sobrevivéncia e adaptacao.
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ANEXOS: Resultados

Diferencas entre matrizes e progénies: Teste t-Student. Conforme
sumarizado na Tabela Al, ndo houveram diferencas intergeracionais nos parametros
numero de alelos (A), numero de alelos efetivos (Ae), Heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho).

Tabela Al. Resultado do Teste T-Student comparando a médias dos parametros
de diversidade de matrizes vs. Progénies.

Numero de alelos (A)

C matriz vs C progénie eCO2 matriz vs. eCO2 progénie
p-value 0,43 p-value 0,36
t-value 0,18 t-value 0,37
eT matriz vs. eT progénie eCOz+eT matriz vs. eCOz+eTprogénie
p-value 0,39 p-value 0,38
t-value 0,28 t-value 0,30
Numero efetivo de alelos (Ae)
C matriz vs C progénie eCO2 matriz vs. eCOz progénie
p-value 0,48 p-value 0,49
t-value 0,04 t-value 0,03
eT matriz vs. eT progénie eCO2+eT matriz vs. eCO2+eTprogénie
p-value 0,48 p-value 0,47
t-value 0,04 t-value 0,08
Heterozigosidade Observada (Ho)
C matriz vs C progénie eCO2 matriz vs. eCO2 progénie
p-value 0,45 p-value 0,49
t-value 0,13 t-value 0,02
eT matriz vs. eT progénie eCO2+eT matriz vs. eCO2+eTprogénie
p-value 0,41 p-value 0,46
t-value 0,23 t-value 0,10
Heterozigosidade Esperada (He)
C matriz vs C progénie eCO2 matriz vs. eCO2 progénie
p-value 0,45 p-value 0,46
t-value 0,13 t-value 0,08
eT matriz vs. eT progénie eCOz+eT matriz vs. eCOz+eTprogénie
p-value 0,50 p-value 0,43
t-value 0,00 t-value 0,17

Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg. Na populacdo de matrizes
verificamos que a heterozigosidade observada para cada locus foi menor que a
heterozigosidade esperada (com excec¢do do locus E12), sugerindo que neste grupo

amostral ha maior proporcdo de homozigotos do que em uma populagdo em equilibrio



de Hardy-Weinberg (Tabela A2). O mesmo foi observado na populacdo de progénies
(considerando as progénies de todos os tratamentos), a heterozigosidade observada foi
menor que a esperada (com exce¢do também para o marcador E12), demonstrando que a
populacdo da prole, também possui menor proporcdo de heterozigotos do que seria
esperado em uma populacdo em modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). O
teste do qui-quadrado foi significativo (p<0,001) para todos os locus, indicando que a
propocdo de heterozigosidade esperada difere da observada e que, portanto, a populagéo

ndo estad em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela A2. Proporcdes de heterozigosidade esperada e observada nos sete locus microssatélite
utilizados nas populacfes de matrizes e progénies. Valores do teste de exato de Fisher para
aderéncia ao Modelo de equilibrio de Hardy-weinberg (p<0,05).

Matrizes (n=40)

Teste EHW
Locus Ho He He-Ho FIS
¥ GL p
A2A 0,356 0,734 0,378 0,475 53,63 8 <0,001
E4 0,150 0,718 0,568 0,761 96,62 8 <0,001
G9 0,100 0,720 0,620 0,846 107,15 8 <0,001
F2 0,475 0,672 0,197 0,238 15,66 8 <0,001
G12 0,400 0,824 0,424 0,455 31,66 8 <0,001
E12 0,950 0,903 -0,047 -0,106 12753 8  <0,001
H5 0,078 0,771 0,693 0,888 127,53 8 <0,001
Progénies (n=640)
Teste EHW
Locus Ho He Ho-He FIS 7 GL D
A2A 0,303 0,675 0,372 0,548 127,54 8 <0,001
E4 0,099 0,652 0,553 0,848 127,54 8 <0,001
G9 0,089 0,659 0,570 0,864 127,54 8 <0,001
F2 0,325 0,617 0,292 0,470 127,54 8 <0,001
G12 0,305 0,722 0,417 0,574 12754 8  <0,001
E12 0,954 0,860 -0,094 -0,113 127,54 8 <0,001
H5 0,076 0,682 0,606 0,887 12754 8  <0,001

Teste de Desequilibrio de Ligagdo

A Tabela A3 apresenta o resultado do teste de desequilibrio de ligacdo dos
alelos. Todos os valores de probabilidade observados sdo maiores que o limite de
significancia do teste (0,000347), indicando, portanto, que todos os pares de locus
analisados (nas geracOes de plantas matrizes e na geracdo de progénies) ndo estdo

ligados e segregam de forma independente.



Tabela A3. Resultado do teste de desequilibrio de ligacdo para os pares de locus SSR de S.
capitata, utilizados nesta pesquisa. Valores da tabela sdo probabilidades baseadas em 1680

permutacdes. Limite de significancia com correcdo de Bonferroni é de 0.000347 (¢=0,05).

Matrizes (n=40)

Progénies (n=640)

Pares de
locus C eCO, €T  eCOqeT  C eCO, €T  eCOy+eT

A2A X E4 1,00000 0,17560 0,23869 0,50536 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
A2A x G9 0,21667 0,86905 0,25774 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
A2A X F2 0,21667 1,00000 0,18393 0,77619 0,00060 0,00060 0,00179 0,00060
A2A x G12 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
A2A X E12 1,00000 1,00000 0,50357 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
A2A x H5 0,36667 0,62798 0,91488 0,37440 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
E4 x G9 0,47917 0,54702 0,10476 0,56667 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
E4 x F2 1,00000 0,38333 0,35952 0,89167 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
E4 x G12 0,07679 0,41369 1,00000 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
E4 x E12 1,00000 0,94226 0,77917 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
E4 x H5 0,72917 0,89702 0,64048 0,15536 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
GI9x F2 0,41786 1,00000 0,34464 0,27560 0,00060 0,00060 0,01488 0,00060
G9x G112 0,45595 1,00000 0,31726 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
G9 x E12 0,20595 0,78452 0,35119 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
G9 x H5 0,22024 0,65357 0,14643 0,47083 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
F2 x G12 1,00000 1,00000 0,08214 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
F2 x E12 1,00000 1,00000 0,64405 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
F2 x H5 0,62976 0,14821 0,89702 0,84583 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
G12x E12 0,21607 1,00000 0,25536 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
G12 x H5 0,72857 1,00000 1,00000 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
E12 x H5 0,35476  1,00000 1,00000 1,00000 0,00060 0,00060 0,00060 0,00060
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Introduction

The Stylosanthes genus belongs to the family Legu-
minosae and subfamily Papilionoideae (Azani et al., 2017).
Despite its high intraspecific and interspecific diversity,
which has hindered its taxonomy (Mannetje, 1984; Maass
and Sawkins, 2004; Stappen et al., 2002), 43 species of the
genus Stylosanthes are recognized by the International Le-
gume Database & Information Service - ILDIS (Roskov et
al., 2018). In Brazil, 31 species occur and 12 are endemic
(Costa and Valls, 2015). However, agricultural use is lim-
ited to species S. guianensis (Aubl.) Sw. (diploid), Stylos-
anthes capitata Vogel (tetraploid) and Stylosanthes macro-
cephala M.B.Ferreira & Sousa Costa (diploid) (Maass and
Sawkins, 2004; Jank et al., 2011; Roskov et al., 2018).

In tropics, both species S. capitata and S. macro-
cephala grow well on acid, infertile soils in sub-humid
savannah environments and exhibit tolerance to an-
thracnose (Grof et al., 1979; Miles and Lascano, 1997).

ABSTRACT: Stylosanthes capitata Vogel and Stylosanthes macrocephala M.B.Ferreira & Sousa
Costa are two forage leguminous species of agronomic importance for animal husbandry in tropi-
cal environments. The physical mixture of both species (80 % S. capitata and 20 % S. macroceph-
ala) comprises the commercial cultivar “Estilosantes Campo Grande”. However, proximity of fields
for seed production may contaminate seed lots, compromising seeds quality. The combined use
of dominant and co-dominant molecular markers is an appropriate strategy to certificate genetic
purity and perform diversity studies of cultivars. In this research, a set of ISSR (Inter-Simple Se-
quence Repeat polymorphic DNA) and SSR (Simple Sequence Repeat polymorphic DNA) molecular
markers were standardized to characterize S. capitata and S. macrocephala species and evalu-
ate the genetic purity of commercial samples. Four ISSR markers (UBC 2, 864, 885, 886) and
SSR marker SC18-01 G4B showed precise species-specific electrophoretic fingerprints for both
species. Electrophoretic patterns of ISSR molecular markers should be displayed first to confirm
the sample identification. The structure analysis showed that the less contaminated sample was
S. capitata with 97 % of its genetic composition assigned to a single genetic cluster vs. 95 %
for S. macrocephala. S. capitata has greater genetic diversity (ISSR,,:0.292; SSR,.:0.57) than
S. macrocephala (ISSR,,:0.285; SSR,,:0.16); however, this difference was only significant with
SSR molecular markers. As these genetic resources have considerable ecological, agronomic and
economic importance, tools for accurate species identification and genetic studies are essential
for further seed multiplication, as well as for improvement and conservation of cultivars.
Keywords: genetic purity, genetic diversity, seed production

pa, 2000; Cook et al., 2005; Jank et al., 2011), and it is
currently the most used commercial cultivar. However,
because of the proximity of fields for seed production of
S. capitata and S. macrocephala, and their morphological
similarity, contamination of seed lots may occur, com-
promising seeds quality.

The combined use of dominant (as ISSR-Inter-Sim-
ple Sequence Repeat) and co-dominant (as SSR-Simple
Sequence Repeat) molecular markers is an adequate
strategy to certificate genetic purity and perform diver-
sity studies on cultivars, both for scientific and commer-
cial purposes. Thus, this study aimed to standardize a
set of ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat polymorphic
DNA) and SSR (Simple Sequence Repeat polymorphic
DNA) molecular markers to characterize the forage legu-
minous species Stylosanthes capitata Vogel and Stylosan-
thes macrocephala MB. Ferreira & Sousa Costa that com-
prise cultivar 'Estilosantes Campo Grande' and evaluate
genetic purity of commercial samples.

Two cultivars were released, one in Colombia, S. capita-

ta cv. Capica (CIAT 10280, CPAC 1618) and one in Brazil,

Materials and Methods

S. macrocephala cv. Pioneiro (CIAT 1281 = BRA-003697);

however, their adoption was constrained by weak agro-
nomic performance (Miles and Lascano, 1997). Later, it
was released in Brazil the cultivar named 'Estilosantes
Campo Grande', formed by the physical mixture of an-
thracnose resistant accessions of S. macrocephala (20 %),
with productive accessions of S. capitata (80 %) (Embra-

Sci. Agric. v.77, n.3, e20180252, 2020

Plant material

Seeds of Stylosanthes capitata Vogel and Stylosan-
thes macrocephala MB. Ferreira & Sousa Costa species
used for this research were from two separated commer-
cial seed lots, kindly provided by a Brazilian commercial
seed company that uses these species to comprise the


http://orcid.org/0000-0003-3389-7048
http://orcid.org/0000-0002-1315-416X
http://orcid.org/0000-0002-6429-1607
http://orcid.org/0000-0001-9895-2840
https://orcid.org/0000-0002-2590-0385
http://orcid.org/0000-0003-3988-4379
http://orcid.org/0000-0002-0246-9481

Alzate-Marin et al.

mixed commercial cultivar named “Estilosantes Campo
Grande". Additionally, seeds of S. macrocephala cv. Pio-
neiro were used for fingerprint confirmation.

Sampling of plant material

Leaf samples from 80 adult individual plants of
S. capitata were collected in the experiment conducted
in the year 2015 under the "Temperature Free-Air Con-
trolled Enhancement and free-air carbon dioxide enrich-
ment" facility (Trop-T-FACE), installed in field conditions,
in the municipality of Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil
(21°10'30" S, 47°48'38" W, altitude: 546 m). For compari-
son, 80 samples of seeds of the commercial S. macroceph-
ala and four samples of seeds of S. macrocephala cv. Pio-
neiro were germinated in vitro and their seedlings were
sampled and stored at -20 °C for further analysis. Also,
foliar samples of 117 adult plants that showed a different
morphology in the field, evidencing seed lot contamina-
tion, were stored at -20 °C for further identification.

DNA extraction and ISSR/SSR amplifications

Total genomic DNA was extracted from the leaves
of each plant sampled using the method described by
Alzate-Marin et al. (2009), except for adult field plants
contaminated with Stylosanthes sp. that were extracted

Table 1 - Sequences of the molecular markers tested.

Fingerprints of S. capitata and S. macrocephala

using a commercial DNeasy Plant Mini Kit, since the
previous protocol did not work for these samples.

ISSR/SSR primers characterization

Fifteen ISSR markers were tested for amplification
of S. capitata and S. macrocephala according to the offi-
cial list published by the University of British Columbia
in Canada (Table 1). In addition, fifteen SSR primer pairs
developed by Santos et al. (2009a; 2011) were tested and
standardized for amplification of S. capitata and cross-
transferability to S. macrocephala (Tables 1 and 2).

The SSR/ISSR PCR amplifications were similar to
those reported in Moraes Filho et al. (2015). Since SSR
amplifications with the annealing temperature previously
described for these primers (60 °C) only worked in about
47 % of our amplifications, we tested annealing tempera-
tures between 55 and 62 °C. The temperatures that were
successful in the amplification of S. capitata were used to
confirm cross-transferability of these markers in S. mac-
rocephala (Santos et al., 2009a; 2011). The PCR products
were denatured and separated in 8 % denaturing poly-
acrylamide gels (SSR) and 8 % non-denaturing polyacryl-
amide gels (ISSR) stained with silver nitrate (Sanguinetti
et al., 1994). Alleles were sized by comparison to a stan-
dard 10-bp (SSR) and 50-bp (ISSR) DNA ladder.

ISSR SSR

Loci Primer= Loci Primer Forward and Reverse
UBC-L ACACACACACACACACT SC 1801 B3¢ il
UBC:2 GAGAGAGAGAGAGAGAT SC 1801 C78° D o aC 3
UBC-13 CTCTCTCTCTCTCTCTT SC 1801 E11° il E N,
UBC-820 GTGTGTGTGTGTGTGTC SC 1801T F11A° DT hG
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT SC 1801 G4B? Ry eavliye dovlobd
UBC-845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG SC 1801 A2A° At
UBC-851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG SC 1801 B4® v A A,
UBC858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT SC 1801 E4° s 3
UBC:860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA SC 1802 F120 D oA 3
UBC:862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC SC 1801TF2" D o
UBC 864 ATGATGATGATGATGATG SC 18017 GO° D
UBC-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC SC 18017 G12A° AR
UBC-885 BHBGAGAGAGAGAGAGA SC 1802 H1® A PR Ca L .
UBC886 VDVCTCTCTCTCTCTCT SC 18.01T Ha® AL R
UBC897 CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG SC 1801 H5® 2 @O IEEATE IV &

5’ CTATCACCTCTCCATACCTTATC 3'

N=(AGCT),R=(AG),Y=(CT),B=(CGT),D=(AGT),H=(ACT),V=(AC,G). *Santos et al. (2009a); *Santos et al. (2011).

Sci. Agric. v.77, n.3, e20180252, 2020
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Table 2 — SSR molecular markers developed for S. capitata (Santos et al., 2009a; 2011), standard annealing temperatures tested and
transferability to S. macrocephala and S. macrocephala cv. Pioneiro. lIndicate the temperature of successful DNA amplification.

Tested temperatures for S. capitata (°C)

Transferability to S. macrocephala S. Macrocephala

Loci Sizerange OP) oo oo 57 58 59 60 61 62  Reported This works TTempe'a“!re cv. Pioneiro®
. ested/amplified!

SC 1801 B3 222-225 / / / / / 561,60 -

SC 1801 C78° 318330 / /- / / 4 + 561,58,60 +

SC 1801 E11° 235239 / / )/ /7 56,60

SC 1801TF11A° 188186 Y A A A 56,58,60 -

SC 1801 G4B: 250-255 - xS / / + + 561 +

SC 1801 A2A 232-238 Y Y Y A A + ; 60! -

SC 1801 B4. 238242 /- - /- 55,56

SC 1801 E4 300-310 Y A Y 60!

SC 1802 E12 270-305 /- ) ) ) 58,601

SC 1801TF2. 196198 Y Y Y A A 60 -

SC1801TGY ~ 242:245 A Y Y A A + + 601 o

SC180ITGI2A" 240260 /- + / - - 59

SC 1802 H1 204-218 /4 f o e 5 - + - 581,591,601,61,62

SC 1801T Hélb 182195 e e - 55,57

SC 1801 H5 192196 + /) - ) 55,60

+ = amplified; +* = amplified with lower efficiency; *some samples amplify and others do not; -

tested; 2Santos et al. (2009a); *Santos et al. (2011).

Statistical Analyses

The statistical analyses were similar to those fully
described by Moraes Filho et al. (2015) for ISSR and SSR
molecular markers. The GenAlex 6.5 software (Peakall
and Smouse, 2012) was used to generate the genetic dis-
tance matrix according to Nei (1972) and calculate genetic
diversity parameters and genetic differentiation between
populations (AMOVA, F,) (Excoffier et al., 1992; Weir
and Cockerham, 1984). The differences between means
were performed with One-way ANOVA, followed by post-
hoc Tukey (significance level 0.05), using Excel tools and
the PAST Sofware (Hammer et al., 2001). The software
MEGA 5 (Tamura et al., 2011) was used to generate a
dendrogram of genetic dissimilarity based on the UPG-
MA algorithm. The software Structure 2.0 (Pritchard et
al., 2000) was used to investigate the genetic structure of
samples from a cluster analysis based on models.

Results

Standardization and selection of molecular
markers

Nine ISSR markers (UBC 1, 2, 834, 851, 860, 862,
864, 885, 886) of 15 markers tested (Table 1) showed am-
plification products in S. capitata and S. macrocephala.
Except for ISSR 1, the remaining eight markers were
used to perform the genetic analysis of both species
(Table 1 and Table 3).

From the fifteen SSR markers developed for S. capi-
tata, annealing temperatures previously described (60°)
for seven primers were confirmed and temperatures for
the other six were standardized (Tables 1 and 2) (Santos
et al., 2009a; Santos et al., 2011). We did not obtain am-
plification products with SSR SC18-01T H4 and SC18-01

Sci. Agric. v.77, n.3, e20180252, 2020

= not amplify; / = not tested; For transferability, four plants were

Table 3 - Parameters of genetic diversity for S. capitata and S.
macrocephala species with molecular markers ISSR. A = number of
alleles observed; Ae = effective number of alleles [1 / (p~2 + g/ 2)];
He = Nei genetic diversity [2*p*ql; PL=number of polymorphic loci;
%P = percentage of polymorphic loci; SE = standard error.

ISSR A Ae He PL

%P

S. capitata UBC-2 1.71 140 0.284 18.00 85.70
UBC-834 2.00 1.39 0.246 09.00 100.00
UBC-851 2.00 1.58 0.338 13.00 100.00
UBC-860 1.90 1.61 0.344 10.00 90.00
UBC-862 2.00 1.80 0.428 11.00 100.00
UBC-864 1.50 1.47 0.283 12.00 75.00
UBC-885 1.87 1.28 0.191 14.00 87.50
UBC-886 1.95 1.45 0.275 19.00 95.00
Mean 1.84 149 0.292 1325 91.65%
SE 0.05 0.03 0.016 3.14
S. macrocephala  UBC-2 2.00 1.59 0.323 21.00 100.00
UBC834 1.77 1.43 0.256 08.00 89.00
UBC-851 1.85 1.52 0.301 12.00 92.31
UBC-860 2.00 1.54 0.312 10.00 100.00
UBC-862 1.82 1.75 0.392 10.00 90.91
UBC864 1.63 1.48 0.270 12.00 75.00
UBC885 1.94 1.32 0.211 15.00 93.75
UBC-886 1.90 1.40 0.245 18.00 90.00
Mean 1.87 150 0.285 1325 91.36%
SE 0.04 0.03 0.017 2.78

B4 primers in our laboratory conditions after testing with
seven and five temperatures, respectively (Table 2). More-
over, cross-transferability of five SSR markers to S. mac-
rocephala was confirmed (Santos et al., 2009a; 2011), us-
ing related and new annealing temperatures (Table 2).
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Although SC18-01T G9 presents less reliable results in S.
macrocephala, as it amplifies some samples and not oth-
ers, this primer should be used with caution (Table 2).
SSR molecular markers SC18-02 E12, SC18-01 E4, SC18-
01 G4B, and SC18-01 C7B, which amplified both species,
were selected for the genetic characterization proposed.

Genetic structure

The cluster (Figures 1A and B) and the ancestry
analysis (ISSRo. = 0.050/SSRo = 0.036) (Figures 1C and
D), with the two type of molecular markers, suggest that
populations of both species are divided into two genetic
groups, agreeing with the identification of individuals
for each species. According to the STRUCTURE analy-
sis, the "purest” sample was S. capitata, with 97 % of
its genetic composition assigned to a single genetic clus-
ter. The S. macrocephala sample showed more consider-
able genetic mixture with 95 % attributed to its principal
ancestral group.

The joint analysis of both markers showed four
contaminants in both groups analyzed, three (4 %) in the
species S. macrocephala (M2, M11, and M12) and one
(1 %) in the species S. capitata (C10.13) (Figures 1A, B,
C and D), which were removed for subsequent analyses.
However, it is essential to highlight that this data was

Fingerprints of S. capitata and S. macrocephala

obtained after the removal of 117 contaminants in the
field; therefore, it does not correspond the real S. capi-
tata seed lot purity.

The analysis of molecular variance (AMOVA)
showed that most genetic variability was found among
species, and the ISSR analysis indicated a higher value
(OST = 23.09) than the SSR markers (®ST = 3.15) (Ta-
ble 4). The F  values showed differentiation (SSR-F, =
0.366 + 0.061) and a small number of historical gene
flow (SSR-Nm = 0.509 + 0.155) between S. capitata and
S. macrocephala species.

Table 4 — Molecular Analysis of Variance (AMOVA) (p < 0.05). Df
= Degrees of freedom; SS = Sum of Squares; EV = Estimated
Variance; %V = Percentage of variance.

Df SS EV %V

ISSR Markers

Between Species dst 1 1812.23  23.09 67 %
Within Species dct 154 1754.01 11.39 33%
Total 155 3566.24 3448 100 %
SSR Markers

Between Species dst 1 247.61 3.15 60 %
Within Species dct 154 321.30 2.09 40 %
Total 155 568.91 524 100 %
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Figure 1 - Above (A, B): UPGMA dendrogram, demonstrating the genetic relationships among species Stylosanthes capitata and Stylosanthes
macrocephala with ISSR/SSR markers. Below (C, D): Relationship of ancestry for the genetic cluster of individuals of the species S. capitata
(red) and S. macrocephala (green), respectively. Both species samples were grouped into two major clusters. See the contaminant individuals
(*) 49 (C10.13) of S. capitata and individuals M2 (82), M11(91) and M12 (93) of S. macrocephala, respectively.
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Diversity genetic analysis

The eight selected ISSR primers generated 116
loci, with an average of 14.5 loci per primer, ranging
from nine (UBC-834) to 21 (UBC-2). The average per-
centage of polymorphism of S. capitata (M = 92 %) was
similar to S. macrocephala (M = 92 %) (Table 3). No dif-
ferences were observed for parameters A (Number of
different alleles), Ae (Number of effective alleles) and He
(expected heterozygosity) between populations of both
species (He, = 0.292 + 0.016; He, = 0.285 + 0.017).
Markers UBC 2, 864, 885 and 886 formed specific hap-
lotypes of each species, including samples from S. mac-
rocephala cv. Pioneiro, although the first two amplified
higher quality fingerprints (Figures 2A and B).

The four SSR markers were polymorphic and gen-
erated 19 alleles (A) for S. capitata with an average of
4.75 + 1.11, ranging from two (SC18-01 G4B) to seven
(SC18-02 E12) (Table 5). For S. macrocephala, ten alleles
were amplified, a smaller number than for S. capitata,
with an average of 2.50 + 0.87, ranging from one (SC
18-01 G4B, monomorphic) to five (SC18-01 E4) (Table 5).
S. capitata exhibited higher average values of He than S.
macrocephala (He,, = 0.57 + 0.09/He, = 0.16 + 0.14).
Lower values of F were observed in S. capitata (-0.06 +
0.41), while the highest values were found in S. mac-
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rocephala (0.42 + 0.26), for which F was positive and
different from zero, indicating heterozygote deficiency,
possibly due to the presence of monomorphic loci. In
this sense, the lower diversity of S. macrocephala must
be viewed with caution since the SSR markers used were
transferred from S. capitata, which can present reduced
polymorphism, as discussed by Guidugli et al. (2010).
Nonetheless, Santos et al. (2012) reported similar inter-
relationships and results in 192 S. capitata (He = 0.50)
and 134 S. macrocephala (He = 0.36) accessions, con-
sidering that the SSR markers used for the analysis of
S. macrocephala were developed for the species (Santos
et al., 2009b). Therefore, our diversity data are consis-
tent with data previously published (Santos et al., 2009a;
2009b; 2012). According to the repeatability and quality,
SC18-01 G4B is the most reliable SSR species-specific
marker, amplifying simultaneously monomorphic al-
leles of different sizes by both species (Figure 2C).

DNA analysis of contaminant plants in the field
The fingerprint analysis of molecular markers
ISSR UBC-864 and SSR SC18-01 G4B showed that con-
taminant plants discarded in the field belong to species
S. macrocephala (Figures 2B and C), endorsing contami-
nation of S. capitata commercial seeds used in the ex-

10811 812813

Figure 2 - Diagnostic fingerprints of Stylosanthes capitata and Stylosanthes macrocephala species generated by the amplification of ISSR
markers UBC-2 (A) and UBC-864 (B), and SSR SC18-01 G4B (C) in polyacrylamide gel 8 % non-denaturing (ISSR) and denaturing (SSR). A)
Channels 1-4, 59 and 10-13 correspond to DNA amplification of the control samples of S. macrocephala, S. macrocephala cv. Pioneiro
and S. capitata, respectively. B) Channels 1-5, 6-11 and 12-20 correspond to DNA amplification of the control samples of S. capitata, S.
macrocephala, and some contaminant individuals observed in the field, respectively. C) Channels 1-6, 7-9, 10-11 and 12-13 correspond to DNA
amplification of control samples of S. capitata, S. macrocephala, two contaminant individuals observed in the field and S. macrocephala cv.
Pioneiro, respectively. M is the molecular weight marker (50bp/ISSR, 10pb/SSR/Invitrogen). According to (B) and (C), contaminating plants in

the field belong to S. macrocephala.
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periment. Some plants of S. macrocephala survived in
the field and some differences were observed on their
morphological characteristics regarding S. capitata when
adults, such as smaller and narrower leaflets, hairi-
ness, more branched and thin stems, more spaced tri-
foliate leaves, smaller flowers with brown nectar-guides
(Figures 3A and B). However, according to Cook et al.
(2005), brown nectar-guides are also observed in S. fru-
ticosa, S. guianensis, S. hamata, S. humilis, S. scabra, S.
seabrana and S. viscosa thus this morphological character
must be used carefully as a phenotypic marker.

Discussion

In species of genus Stylosanthes, without a list of
stable descriptors available for morphological character-
ization (Maass and Sawkins, 2004), molecular markers
such as RAPDs, RFLPs, AFLPs, ITS, SSRs, SRAPs, and
ISSRs can improve knowledge about germplasm and ac-
cesses deposited in collections, aiming their use in breed-

Fingerprints of S. capitata and S. macrocephala

ing programs (Santos et al., 2009a; 2009b; 2012; Vieira et
al., 1997; Liu et al., 1999; Sawkins et al., 2001; Vander
Stappen et al., 2002; Huang et al., 2014; Nagaich and
Chandra, 2009). The ISSR markers are advantageous
because the same primer may produce, simultaneously,
distinctive fingerprints of different species (Zietkiewicz
et al., 1994, Godwin et al., 1997; Septlveda-Nieto et al.,
2017), as observed in Stylosanthes hamata (Nagaich and
Chandra, 2009) and in this work. This type of molecu-
lar markers can be used efficiently for identification of
genotypes, protection of intellectual property rights, and
genetic purity analyses (Zietkiewicz et al., 1994; Rakoc-
zy-Trojanowska and Bolibok, 2004; Kumar and Sharma,
2011). This economic strategy allows to confirm the iden-
tification of samples, avoiding wasting time with poorly
classified materials that may falsely increase levels of
genetic diversity within species, as observed by Santos
et al. (2012) in studies with Germplasm Bank accessions
of S. capitata. However, for microevolutionary purposes,
microsatellite markers stand out as the most suitable for

Table 5 - Genetic diversity across S. capitata and S. macrocephala samples analyzed using simple sequence repeat (SSR) markers. N = Number
of individuals, A = Number of alleles; Ae = Effective number of alleles; H,= Observed heterozygosity; He = Expected heterozygosity; F =
Fixation index; CI-F = Jackknife confidence intervals for the fixation index; N, A, Ae, Ho, He and F are reported as means (SE = standard error).

Species Loci N A Ae Ho He F CIF
S. capitata SC18-02 E12 77 7.00 414 0.21 0.76 0.73
SC18-01 E4 74 4.00 1.59 0.18 0.37 0.52
SC18-01 G4B 79 2.00 2.00 1.00 0.50 -1.00
SC1801 C7B 78 6.00 2.93 0.99 0.66 -0.50
Mean 77.00 4.75 2.66 0.59 0.57* -0.06 -0.26 - 0.08
SE 1.08 1.11 0.57 0.23 0.09 0.41
S. macrocephala SC1802E12 76 2.00 1.01 0.01 0.013 0.01
SC18-01 E4 66 5.00 2.38 0.18 0.579 0.69
SC18-01 G4B 76 1.00 1.00 0.00 0.000 1.00
SC1801 C7B 69 2.00 1.03 0.03 0.029 -0.02
Mean 71.75 2.50 1.36 0.06 0.16* 0.42 0.22-0.56
SE 2.53 0.87 0.34 0.04 0.14 0.26
*p <0.05.

Figure 3 - Leaves, flowers and inflorescences of adult plants of the species Stylosanthes capitata (A) and Stylosanthes macrocephala (B)

observed in the Trop-T-FACE experiment.
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crossing systems, gene flow and paternity studies, for
their codominance of the alleles, easy detection via PCR,
and high allelic diversity (Oliveira et al., 2006; Avise,
2004; Vieira et al., 2016). The synteny among related spe-
cies allows SSR cross-transferability, and that the success
depends on the phylogenetic distance (Zhu et al., 2005;
Vieira et al., 2016).

In this work, we characterized the first time eight
ISSR markers that can be used simultaneously in the ge-
netic study of S. capitata and S. macrocephala, four of
them amplifying fingerprints characteristics that can
aid in characterization and identification of germplasm.
Similarly, we finely characterized 15 previously devel-
oped SSR markers, with a gradient of annealing temper-
atures (Table 2) and verified their cross-transferability to
S. macrocephala and S. macrocephala cv. Pioneiro. Also,
for the first time, heterologous SSR markers SSR SC18-
02 E12, SC18-01 E4, SC18-01 G4B, SC18-01 C7B (San-
tos et al., 2009a; 2011) were genetically characterized in
S. macrocephala (Table 5) and primer SC18-01 G4B was
identified as the most reliable species-specific marker,
amplifying simultaneously monomorphic alleles of dif-
ferent sizes in each species sample and identifying di-
rectly contaminant samples. Although S. macrocephala
was a possible diploid ancestor of S. capitata (Maass and
Sawkins, 2004), both species display a clear separation,
as shown by the cluster, ancestry and genetic structure
analyses (AMOVA and F_). Regarding diversity, the
analysis with SSR markers shows higher values for S.
capitata. In general, the two sets of molecular markers
grouped samples of both species similarly and highlight-
ed their genetic similarities and differences and the con-
tamination cases in the samples.

The species-specific bands ISSR/SSR identified
between both species are useful for the analysis of ge-
netic purity, mainly because the mixture of both spe-
cies comprise the cultivar "Estilosantes Campo-grande”,
currently the most important Brazilian forage legume.
As the Stylosanthes genus has considerable agronomic,
agroforestry and silvopastoral importance, both as a pro-
tein source and for soil conservation, accurate identifica-
tion of this species is essential for further improvement
of cultivars and transference of desirable features from
wild species to domesticated ones (Gillies and Abbott,
1998; Cameron and Chakraborty, 2004). The integration
of knowledge of diversity patterns, geographic informa-
tion (Costa and Shultze-Kraft, 1990; Barros et al., 2005;
Maass and Sawkins, 2004) and physiology (Martinez et
al., 2014) allows understanding suitable ecological con-
ditions for conservation of this species in nature as well
as its most appropriate use, aiming at genetic improve-
ment to reduce impacts of climate change in the future.
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In climate change scenarios is crucial the estimation of genetic parameters of
economically important plant species aiming to predict their responsiveness and
adaptability. In this work, we evaluated the effects of warming (+2 °C) and atmospheric
CO2 increase (to 600 ppm) on genetic diversity and crossing rates of Stylosanthes
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Abstract

In climate change scenarios is crucial the estimation of genetic parameters of economically
important plant species aiming to predict their responsiveness and adaptability. In this work, we evaluated
the effects of warming (+2 °C) and atmospheric CO; increase (to 600 ppm) on genetic diversity and
crossing rates of Stylosanthes capitata Vogel, a Brazilian native tropical legume, important for tropical
livestock production. We submitted plants to four treatments: Control (C), an increase of atmospheric
CO> concentration by 600 ppm (eCO2), warming +2°C (eT), and their interaction (eCO»+eT) in an open
field experiment, using a simulation climate change facility named Trop-T-FACE. We extracted DNA
from foliar tissues of ten adult plants per treatment and their offspring (germinated in vitro) and amplified
it with seven polymorphic microsatellites. We tested the significant differences between treatments by
Factorial Variance Analysis (Two Factors) (p<0.05). We observed that most genetic diversity and fixation
indexes were similar among generations and treatments. However, expected heterozygosity was reduced
on eT warming plots (p<0.05), suggesting an increase in homozygotes in these populations. Treatments
on parental plants did not influence multilocus outcrossing rates of S. capitata (C=48.9%, eC=54.4%,
eT=60.8%, eCO2+eT=47.1%, p>0.05), showing resilience in their mixed crossing system in the
experimental conditions studied. Pollinator behavior, the number of flowers per plant promoting
autogamy, as well as possible degeneration of pollen grains in warming treatments, could contribute to
the observed results. This research presents innovative results useful for orientating strategies for

germplasm preservation and breeding of S. capitata.

Keywords: climate changes, mixed mating system, microsatellite markers, tropical forages.

Introduction

Climate change mitigation is one of the major concerns of the scientific community. In the past
four years, global temperature levels peaked, as reported by NASA's National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA 2019). Projections estimate that global temperature will rise up to 2°C until 2050,
depending on the anthropogenic greenhouse gas emissions scenario (IPCC 2007; 2013). CO, atmospheric
concentration will probably exceed 600 ppm by 2050, reaching 1000 ppm by the end of this century
(Long et al. 2004; IPCC 2013; 2014). Imminent climate change will probably increase the occurrence of
unprecedented extreme events in several parts of the planet, threatening species and ecosystem diversity,
richness, as well as economic and social human capital (Beniston and Stephenson 2004). Food security is
another central issue related to climate change since temperature and rainfall patterns will profoundly
affect the agro-livestock industry impacting, among others, supply, storage quality and cultural practices
(FAO 2008). It was reported that agricultural productivity in the tropics would significantly decrease due
to both a decline in rainfall frequency and an increase in the mean temperature (Adams et al. 1998;

Marengo et al. 2009; Lawrence and Vandecar 2015).

Plants present high complexity in their crossing systems since they have no influence over the
external environmental factors to which they are exposed (Holsinger 1996). High-temperature extremes

will become more frequent, due to expected climate changes. When warmer days coincide with the most
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sensitive phases of plant development, such as the flowering, dramatic reduction in seed production could
occur due to the interruption of the pollination process (Wheeler and Reynolds 2013). Pollination services
are indispensable for the functioning of ecosystems and essential for crop-associated biodiversity in agro-
ecosystems and support the health and resilience of crop populations (Abrol et al. 2012). The presence of
natural or semi-natural pollinators in agro-ecosystems is responsible for increased diversity, productivity,
and yield of cultivated species (Klein et al. 2007). The disruption or increase of these interactions may
cause physiological and phenological changes of plants with cascading effects on ecological and
agricultural systems (Fitter and Fitter 2002; Eckert et al. 2010). Phenological shifts that result in temporal
or spatial mismatches between plants and pollinators may affect their demography and consequently
crosshreeding systems, inbreeding degrees, as well as seed dispersal and plant recruitment, leading loss of
genetic diversity of populations disturbing food security (FAO 2008, Fitter and Fitter 2002; Hegland et al.
2009; Eckert et al. 2010, Abrol et al. 2012). Breeding systems determine gene transmission to the
following generations, molding the genetic composition of a population that is available for natural
selection (Brown et al. 1990). However, only a few research has been developed to evaluate the effects of
altering abiotic factors (such as expected on climatic changes) on the reproductive traits of economically
important crop species (Ansaldi et al. 2018a), especially in the tropics.

Brazil is one of the top three countries leading global meat production (OECD/FAO 2015). In
Brazil, about 90% of cattle are pasture-fed only (Oliveira-Silva et al. 2017). Therefore, climatic changes
affecting crop pastures species will have a significant impact on Brazilian livestock production and,
consequently, on the world bovine meat supply (Thomas 1995; Humphreys 1994). The legume species
Stylosanthes capitata (\Vogel) stands out as a source of nutrients for livestock due to its great adaptation to
acid soils and resistance to desiccation, which guarantees high-quality forage even under abiotic stress
(Grof et al. 1979). Previous studies of our group (unpublished data) showed that induced-warming and its
interactions with elevated carbon concentrations led to an increase in floral visitors and floral abundance.
Therefore, our questions are if these phenological and insect-behavior changes will alter parameters of
genetic diversity, inbreeding, and crossing rates of offspring of tropical legume S. capitata grown up in
these environments. We hypothesize that the offspring produced under warming and elevated CO, would
have higher levels of genetic diversity, lower inbreeding rates, and higher crossing rates when compared
to ambient conditions.

In this study, we examined the genetic diversity and crossing rates of offspring derived of plants
of S. capitata grown by effects of warming (+ 2 °C) and elevated [CO2] ~600 ppm, under field conditions
in a Trop-T-FACE facility composed by a Temperature free-air controlled enhancement system (T-
FACE), and a Free-air carbon dioxide enrichment (FACE) system.

Material and Methods
Study species

Stylosanthes capitata VVogel (Fabaceae, Papilionoideae) is a tropical legume forage species native
of Brazil and adapted to moist environments and acidic soils from tropics (Costa and Schultze-Kraft
1990; Costa et al. 2008; Fortuna-Perez et al. 2011; Costa and Valls 2015). The species is a subshrub with

3
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a strong and deep roots system that reaches 50-120 cm of height. It presents typical keel flowers of
Fabaceae, in terminal inflorescence structures (Figure 1). The flowers of this species are small (1 cm),
heterostilic, formed by five petals with a yellow corolla (8.5 to 14.5 mm in length), with bi-ovulated
ovaries (Costa 2006; Tozzi 2016). In tropics, the flowering of S. capitata usually begins at the end of the
rain season (May) and fruiting in June, commonly, around 9 to 12 weeks after the first flower anthesis
(De Castro et al. 1994; Machado et al. 2010). S. capitata is an allotetraploid species (2n = 40), probably
originated from the hybridization between S. macrocephala and S. pilosa (Battistin and Martins 1987; Liu
et al. 1999). It presents a mixed crossing system, with a predominance of self-pollination, observing
crossing rates between 7 and 47.7% (Miles 1983; Santos-Garcia et al. 2011). The species is pollinated
mainly by Exomalopsis, Trigona, and Megachile bees (Miles 1983).

S. capitata is a high protein and nutritional forage that mixed with the species Stylosanthes
macrocephala (80:20%, respectively) compose the cultivar "Estilosantes Campo Grande", one of the
most legume used as forage for a consortium with grasses in Brazilian pastures (Embrapa Gado de Corte
2007; Jank et al. 2014). S. capitata is highly resistant to anthracnose and to dry soil, easily adapted to low
fertility soils due to its ability to fix nitrogen, since its roots associate with Rhizobium sp. bacteria (Grof et
al. 1979; Embrapa Gado de Corte 2007).

Experimental area and Trop-T-FACE system

We sowed S. capitata seeds in the open-field Trop-T-FACE facility installed in the University of
Sédo Paulo campus (21°10'08.4"S, 47°51'50.6"W), in the city of Ribeirdo Preto - Sdo Paulo, Southeastern
of Brazil (Figure 2a,b). The climate of the region is tropical humid, with rainy summers and other dry
seasons (Kotchetkoff-Henriques 2003).

The treatments (4 replicates each) applied before and during the flowering period in sixteen 2-m
diameter plots, were: 1) C = Control environment (ambient temperature and ambient CO,), 2) eCO, =
elevated CO; concentrations (600 ppm), 3) eT = elevated temperature (increase of + 2 °C in the
temperature than Control plots), and 4) eCO; + eT = Interaction of elevated temperature and elevated
COa..

The warming system (T-FACE) of Trop-T-FACE allowed the temperature of the heated plots to be
kept at +2 ° C above of the Control plots (Kimball et al. 2008) and consisted of the following
components: a central controller and data storage unit, eight distribution units and power controller in the
experimental plots each with a dimmer for automatic voltage adjustment (Kalglo, USA), 6 FTE-750-240
Ceramic Infrared Heating Element (Mor Electric, USA) Salamander Ceramic Infrared Heaters, installed
inside Salamander ALEX aluminum reflectors (Mor Electric, USA), infrared thermometers, power supply
and computer for data storage (Figure 2d-f). Throughout the experimental period, the average canopy
temperature was 19.03, 19.30, 21.04, and 21.30 °C in the Control, eCO,, €T, and eCO,+eT plots,
respectively. The temperature difference between eCO, and Control was 0.27 °C, and between eT and
Control was 2.01 °C, proving the excellent performance of the heating system. The difference in
temperature observed between eCO; and Control treatments may be related to reduced leaf transpiration

because stomatal closure of leaves induced by high CO,, as verified by Haberman et al. (2019).
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The miniFACE system was a modification of the pure POPFACE CO; fumigation described by
Miglietta et al. (2001). Two-meter diameter PVC rings with perforated micro-holes surrounded each plot
through which CO; was released into the plant canopy. In the center of each plot was located a GMT222
CO2 sensor (Vaisala, Helsinki, Finland) and used to evaluate [CO5]. A central controller unit regulated the
amount of CO; required to raise [CO;] to the 600 ppm setpoint. A 12-ton cryogenic tank with liquid CO;
(-180 °C) and a vaporizer unit provided the gaseous CO,. Dummy PVC rings without holes were also
placed in Control plots. The daily average [CO2] in the environmental plots [CO2] was 395 + 15 ppm,
while FACE fumigation increased the daytime average [CO] to 595 £ 20 ppm in the e CO; and eCO; +
eT plots during the experiment. CO, fumigation did not occur at night. However, the nocturnal average
[CO;] was 455 + 19 ppm due to heterotrophic respiration of the plant and soil.

Sampling, DNA extraction, and SSR amplification

We sampled foliar tissues from ten maternal plants per treatment and collected the seeds of each
plant at the end life cycle (July-August 2015). We germinated in vitro the seeds, sampled the foliar tissues
of 16 offspring per family (Figure 2c), and stored them at -20°C together with the sample of each mother.
Posteriorly, we extracted the DNA according to Alzate-Marin et al. (2009) and quantified on NanoDrop
Spectrophotometer (ThermoScientific). Previously we standardized the annealing temperatures for the
SSR markers set (Alzate-Marin et al. 2019) described by Santos-Garcia et al. (2011), and we selected

seven primer-pairs for amplification of S. capitata populations (Table 1).

We performed the DNA amplification in a MasterCycle apparatus - (Eppendorf®). Each reaction
(13 pl) contained 2 pl of genomic DNA (10ug / pl), 5 pl of GoTaq Colorless Master Mix, 5 pl of
Nuclease-FreeWater (Promega) (Tag DNA polymerase supplied in reaction buffer [pH 8.5] 2x colorless,
400uL, dATP, 400uL dGTP, 400pL dCTP, 400pL dTTP and 3mM MgCl2) and 1 pl of each primer
(SSR). The PCR program for amplification was one cycle at 94 °C for 5 minutes, 30 cycles at 94 °C for 1
minute, annealing temperatures at 55-60 °C for 1 minute, 72 ° C for 1 minute, one extension cycle a 72

°C for 7 minutes.

Amplicons of each mother and their offspring were separated on a GelBot® automated capillary
electrophoresis system (Loccus-BioOptic Inc.) using a high-resolution cartridge capable of separating
fragments from two to 1000 bp. For allele size analysis, we used the Q-Analyzer software (BiOptic Inc.),
which compares peak amplification with system standard peaks (20pb and 1000pb) and calculates the
amplified sample allele number. A size range was delimited, which would correspond to the same allele,

based on the observation of the peaks of matrices and offspring.
Genetic diversity and genetic differentiation of populations

Genetic diversity of the populations from different treatments was analyzed comparing the
parameters: the number of alleles per locus (A), the number of the effective alleles per locus (Ae), and the
observed and expected heterozygosity (Ho, He) according to the proportions of the Hardy-Weinberg
equilibrium. The fixation index (F) was estimated to evaluate inbreeding in the populations, using the

permutation method (1000 replicates). We assessed the parameters with the GenAlex 6.5 (Peakall and
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Smouse 2012). We also estimated the genetic differentiation between subpopulations with GDA software
(Lewis and Zaykin 2000), estimating Nei’s Genetic distance (1972) in pairwise comparisons of each
treatment.

Mating System

We assess the mating system by mixed models (Ritland and Jain 1981; Ritland 2002) and
correlated crosses (Ritland 1989) using the MLTR program (Ritland 2004). We estimate the parameters:
multilocus crossover rates (tm), single-locus outcrossing rate (ts), Mating rate among relatives (tm-ts),
and the correlation of selfing among families (rs). We estimated the standard error of the parameters by
1000 bootstrap resamples for the total population. The general methodology of these analyses was similar

to that performed by Santos-Garcia et al. (2011).

Statistical Analyses

We verified data normality by the Shapiro-Wilk test, considering p <0.05, and tested the effect of
the treatments by the Factorial Variance Analysis (Two Factors). The first factor was CO; elevation
(eC0Oy), and the second factor was temperature elevation (eT), each having two levels (absence/presence
of eCOy, absence/presence of eT). We expressed the results as mean, followed by SE (standard error). We
performed the analyses with GraphPad Prism v.8 for Windows (San Diego, California, USA) and Excel

analysis tools.

Results
Genetic diversity parameters

The Factorial Variance Analysis showed that there was no significant effect of treatments on the
parameters: the number of alleles (A), the effective number of alleles (Ae) and observed heterozygosity
(Ho), as summarized in Table 2. However, there was a significant effect of the temperature elevation
factor over the expected heterozygosity parameter (*** p <0.001, Table 2).

Offspring of all treatments (Table 2) showed a similar total number of alleles (Ma=6.2 £0.22), the
effective number of alleles (Mae= 3.7 £0.34), and observed heterozygosity (Mu,=0.30£0.01). Offspring
from eT treatments had significantly lower expected heterozygosity (0.61+ 0.51) than the other treatments
(Control [0.76 £ 0.02], eCO; [0.71 £ 0.03] and eCO,+eT [0.68 * 0.03] (Table 2). Overall, the observed
heterozygosity was lower than the expected heterozygosity, suggesting that in the sampled population,
there is a higher proportion of homozygotes than in a population that fits the Hardy-Weinberg equilibrium
model (Table 1).

Mean fixation indices were high, positive, and different of zero in all experimental groups and
statistically similar among treatments and generations (Adults Mgis=0.50+0.07; offspring Mgis=0.57+0.02)

suggesting inbreeding in all populations.
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Genetic differentiation of populations

The genetic divergence matrix between adults and offsprings populations through the analysis of
Fst statistics are summarized in Table 3. Fisher's exact test showed significant differences between
offspring populations in the mean of Fst per treatment (***p<0.001, Table 3). Offspring derived from
warmed plots (eT) presented the largest genetic differences with values among 10.8%, 10.6% and 8.70%
from eCO;, Controle and eCO2+eT, respectively. In turn, offspring from eCO; treatment presented the
lowest genetic differences differing 4.5% and 5.30% from Control and eCO,+eT treatment (Table 3). The

offspring from eCO,+eT treatments differed 7.00% from those grown in the Control environment.
Mating system

The Factorial Variance Analysis test showed that there was no significant effect of treatments on
the parameters multilocus outcrossing rate (tm, Mm=0.53+£0.03), single-locus outcrossing rate (ts,
M=0.26+0.02), mating among relatives (tm-ts, Min+=0.27£0.02) and the correlation of selfing among
families (rs, Ms=0.3920.07). Statistical values for these parameters are shown in Table 4. The offspring
of the different treatments show proportions of cross-fertilization (53.00%) and self-fertilization
(47.00%), corroborating the mixed reproduction system of S. capitata species. Mating between related
individuals occurred in ~ 27.00% of all treatments (Table 4). The parameter (rs) indicates that there was

~39.00% offspring result of correlated selfing events (Table 4).

Discussion

In this research, we present data that aim to answer the questions about the effects of the increase of
atmospheric air temperature (+ 2 °C) and CO2 concentration (600 ppm) on the levels of genetic diversity,
inbreeding and crossing rates of tropical legume S. capitata. Differently from what was expected in our
initial hypothesis, our data indicate that all of the reproductive effort invested by S. capitata plants from
warming treatments (eT and eCO2+eT): increase in the number of flowers, higher production of seeds per
inflorescence, and increased foraging of bees (unpublished data) resulted in progeny with similar
magnitude of genetic variability, similar levels of inbreeding between the generations and similar crossing
rates than Control environment. Increase of warming and CO, seem not affecting Stylosanthes capitata
genetic parameters (at least on the first generation analyzed on these four future climate scenarios), which
would be in agreement with other evidences that shown that many plants species will undergo to
compensatory adjustments to maintain population performance and not necessarily be impaired on
predicted climatic changes (Maclean et al. 2011).

The resilient S. capitata crossing rates observed in our research (Tm=0.53 + 0.03) are similar to those
previously reported for the species, which range from 6 to 48% (Miles 1983: 12.00 - 48.00%; Santos et al.
2011: 7.00 — 31.00%), characterizing S. capitata as mixed crossing species and showing that our data are
consistent. A mixed-mating system could be understood as reproductive assurance in plants, being that
this plasticity would protect plants from climate disturbance (Eckert et al. 2006; Jones et al. 2013; Ansaldi
et al. 2018b).
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Our results evidence a significant reduction in the diversity value (He) and higher genetic
distances of offspring derived from eT treatment when compared with the other treatments. Genetic
diversity of plants is directly related to the species mating system since it is the principal cause of genetic
variation within the populations (Henry 2005). Depending on bee’s species and foraging behavior, self-
pollination or cross-pollination can be favored. In Stylosanthes sp., effective pollination is driven by the
keel mechanism (Ramalho and Rosa 2010), which could increase cross-pollination. Bees tend to favor
foraging and pollination in warmer flowers, even if cold flowers present the same nutritional reward
(Dyer et al. 2006). These flowers are most attractive since bees expend less energy on thermogenic
regulation of body temperature, required for flight during foraging (Rands and Whitney 2008), whereby
thermal rewarding is a key clue for bee attraction. However, as observed in the field, the increase of
flowers in the same plants in the eT treatments (unpublished data) may have modified the flight distances
between pollinators favoring autogamy. In this sense, our results show that ~ 27.00% of matings occurred
among the relatives and that ~39.00% of offspring result of correlated selfing events which may be a
consequence of selfing produced by the movement of a pollinator within flowers (Takebayashi et al.
2006). These results consolidate the observed fixation Index, which was significant and positive (Table
2). In plants with hermaphrodite flowers, like S. capitata, mating among relatives is another source of
inbreeding (Gonela et al. 2013, Turchetto et al. (2015). Our results are in accordance with that climate
change could be one of the leading causes of genetic diversity loss in plant ecosystems, affecting
community composition, species interactions, ecosystem dynamics, and structure (Henry 2005; Jarvis et
al. 2008).

Overall, our results reveal a resiliency to warming and CO- elevation perturbation by S. capitata
mixed-mating species, at least in this first generation, possibly determined by compensatory responses of
pollen viability and seed production, as observed by Jones et al. (2013) in Viola
praemorsa spp. praemorsa. Due to its capacity to resist to dry and poor quality soils, and to produce good
quality forage, S. capitata is considered an appropriate species for breeding programs (Oliveira et al.
2016). For that reason, more information about mating systems, reproductive output, and germination are
necessary to elucidate the intergenerational effects of future climate change on important tropical species
(Marty and BassiriRad 2014).

Therefore, mating-system findings of S. capitata allow us to infer that expected climatic changes will
not threaten this native leguminous; however, it is necessary to understand physiological changes that
would affect forage quality, to conclude better about future utilization of this forage for agro-industry
purposes. Instead, we also highlight the ecological importance of native legumes on the recovery of poor
soils and restoration of degraded areas. It is also important to the point that our purpose was to study the
crossing rates in future ambient conditions, but experiments were realized with the availability of actual
natural pollinators. Therefore, the extrapolation of our data to future climate scenarios must be done with
caution. Regardless of these observations, data presented here are inedited and offer a possible path to

understand future alterations in this important native tropical species.
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Figure Captions

Figure 1. Morphological structures of Stylosanthes capitata VVogel species. Trifoliate foliar structures,

and hairy bracts inflorescences and yellow corolla flowers (Credit: Plant Genetic Laboratory - USP-RP).

Figure 2. Scheme of the Trop-T-FACE experiment (a). Open field location (b). Experimental plots
cultivated with Stylosanthes capitata (c). Components of Trop-T-FACE facility: IR-heating lamp (d),
Canopy temperature sensors (e) and CO2 sensor (f) in the plots. (Credit: Plant Genetic Laboratory - USP
-RP).
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Table 1. Seven microsatellite loci used for S. capitata mating system analysis, developed by Santos et al.
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(2011) and standardized by Alzate-Marin et al. (2019).
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Table 2. Genetic diversity parameters for S. capitata treatments followed by results of Factorial ANOVA.
Values expressed as mean, followed by standard error. Legend: A: number of alelles, Ae: number of
effective allelles, Ho: observed heterozygosity, He: expected heterozygosity, FIS: Fixation Index.

A

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 6.57 £ 0.61 - -

eCO; 6.43+£0.80 F=0.15;p=0.69 0.25

eT 5.57 £0.90 F=059;p=044 0.97
eCOx+ eT 6.29+0.61 F=0.34;p=0.56 0.55
Overall mean 6.20 £0.22

Ae

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 4.60+0.73 - -

eCO; 3.91+0.63 F=0.04;p=0.84 0.01

eT 2.99 £ 0.57 F=2.90;p=0.09 0.47
eCOx+eT 3.43+0.50 F=0.85;p=0.36 0.14
Overall mean 3.70 £0.34

Ho

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.30+0.12 - -

eCO; 0.35+0.13 F=0.09; p=0.77 0.01

eT 0.28+0.12 F=0.09; p=0.77 0.01
eCO,+eT 0.30+0.10 F=0.02; p=0.90 0.02
Overall mean 0.30+0.01

He

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.76 £0.02 - -

eCO; 0.71+0.03 F=0.08;p=0.77 0.14

eT 0.61 +0.05 F=6.76; p = 0.000™" 1.09
eCO,+eT 0.68 £ 0.03 F=23.00; p=0.08 0.48
Overall mean 0.71+0.02 (except eT)

Fis

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.62 £0.13 - -

eCO; 0.54 +£0.16 F=0.06; p=0.80 0.01

eT 0.57+0.15 F=0.00; p=0.97 0.00
eCOx+eT 0.58+0.11 F=0.10; p=0.74 0.02
Overall mean 0.57 +0.02
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table 3
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Table 3. Genetic divergence matrix. Analysis of FST statistics (Nei, 1973) between populations of S.

capitata parents and offspring from different treatments (below diagonal). Caption: *** p <0.001 after

Fisher's Exact Test.

Treatments Fst (Parents) Fsr (offspring)
C eCO; eT C eCO; eT
c - - _ _ B _
eCO, 0.164 ) 0.045%%* ) )
p=0.95 p<0.001
0.293 0.280 0.106™ 0.108™"
eT p=0.25 p=0.07 - p<0.001 p<0.001 -
0.244 0.164 0.249 0.070"" 0.053™ 0.087"
eCOx+eT p=0.73 p=0.87 p=0.24 p<0.001 p<0.001 p<0.001

*


https://www.editorialmanager.com/euph/download.aspx?id=211680&guid=bceb3fe5-e1dc-416f-86cd-06326fa11484&scheme=1
https://www.editorialmanager.com/euph/download.aspx?id=211680&guid=bceb3fe5-e1dc-416f-86cd-06326fa11484&scheme=1

Click here to download table Table 4.docx

Table 4. S. capitata crossing rates estimates, evaluated by replicates of each treatments. In parentheses

numbers of standard deviation, obtained after 1000 bootstraps resamples. Mean values of each parameter

are expressed followed by standard error.

Multi locus outcrossing rate: tm

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.49+0.06 - -

eCO; 0.54 £ 0.04 F=0.37;p=0.55 2.55

eT 0.61+0.09 F=0.12;p=0.73 0.83
eCOxteT 0.47 £0.06 F=202;,p=0.18 13.95
Overall mean 0.53+0.03

Single locus outcrossing rate: ts

Factors Mean * SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.22+0.04 - -

eCO; 0.25+0.02 F=0.10;p=0.76 0.69

eT 0.31+0.07 F=0.88; p=0.37 6.15
eCOx+eT 0.24 +0.02 F=1.30;p=0.27 9.14
Overall mean 0.26 + 0.02

Mating among relatives: tm-ts

Factors Mean + SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.27 £ 0.07 - -

eCO; 0.29 £0.05 F=0.24;p=0.63 1.88

eT 0.30+0.03 F=0.09; p=0.77 0.69
eCOxteT 0.23+0.06 F=0.69;p=042 5.27
Overall mean 0.27 £0.02

Selfing rates among families: rs

Factors Mean £ SE Value F-ANOVA % of variation
C 0.20+£0.12 - -

eCO; 0.43+0.15 F=255;p=0.13 15.76

eT 0.39 +0.07 F=161;,p=0.23 9.91
eCOx+eT 0.55+0.13 F=0.05p=0.82 0.32
Overall mean 0.39 £ 0.07
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Abstract

Plants are vulnerable to environmental alterations through seed development that affects
seed germination and seedling establishment. However, information on the impact of
these changes on tropical plants is limited. Thus, we aimed to study the effects of
temperature and atmospheric CO- increase on parental plants of the tropical legume
Stylosanthes capitata VVogel about morphology and germination of their seeds. The plants
were grown and submitted to four treatments: control [C], warming +2°C [eT], an
increase of atmospheric CO2 concentration by 600 ppm [eCO2] and combination [eCO>
+ eT] in a field experiment in a Trop-T-FACE facility. After end lifecycle, we collect
seeds from 8 plants per treatment and evaluated the weight (mg) of 100 seeds, seeds coat
color, in vitro germinability (%) and the speed germination speed index (GSI).
Differences between the treatments were analyzed by ANOVA/Tukey (p<0.05). Seeds of

eT and eCO; + eT treatments produced a higher number of seeds by inflorescence (p<0,05).
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Matrices from the eT treatment presented lower proportion of unviable seeds (p<0,05).
Germinability and germination velocity were similar in all treatments (p>0.05). Seedlings from
warming treatments also showed higher vigor and quality (p<0,05). An increase in the
frequency of beige with dots coat-color-seeds was observed in warming treatments when
compared to the others (p<0,001). This characteristic can be associated with greater
germinability. In conclusion, warming on S. capitata parental plants increased the
number of seeds produced, reduced seeds weight, and favored germination especially of
beige with coat-color-seeds. This research presents new results about maternal and
environmental features that can affect the survival strategies of S. capitata first-generation

offsprings to future climate changes.
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