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RESUMO

Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg, popularmente conhecida
como guabirobeira, ¢ uma Myrtaceae amplamente distribuida no Brasil,
ocorrendo desde Bahia, Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, bem
como na Argentina, Paraguai e Uruguai. Espécie frutifera que apresenta
potencial comercial, pois os frutos sdo suculentos, doces e aromaticos e
podem ser consumidos frescos ou também podem ser utilizados para
beneficiamento. Os frutos apresentam propriedades nutricionais
importantes e as folhas apresentam propriedades medicinais. No entanto
a utilizacdo majoritaria da espécie se da por meio do consumo
doméstico e comercializagdo em pequena escala por produtores rurais,
notadamente em sua regido de origem e disseminacdo natural. Pelo fato
da guabirobeira também estar no bioma da Mata Atlantica, estudos
genéticos sdo necessarios para conhecer a diversidade genética existente
nas populagcdes de guabiroba devido ao alto grau de fragmentacgdo
florestal deste bioma. O conhecimento a respeito da diversidade genética
desta espécie ainda ¢ incipiente, sendo assim, o objetivo deste estudo foi
validar os marcadores microssatélites nucleares e plastidiais
desenvolvidos em C. xanthocarpa visando posterior utilizacdo na
caracterizagdo e analise da diversidade genética intra e interpopulacional
da espécie. Foram testados 77 marcadores microssatélites nucleares
(SSR) e 12 plastidiais (cpSSR) obtidos a partir de sequenciamento de
nova geracdo. Apds os testes de amplificacdo, otimizacdo e screening
inicial de polimorfismos em gel de poliacrilamida, foram obtidos dez
marcadores microssatélites polimoérficos, sendo oito marcadores
nucleares e dois plastidiais. Os dez marcadores polimodrficos foram
sintetizados com fluorescéncia para eletroforese capilar visando a
caracterizagdo da diversidade genética de quatro populagdes de C.
xanthocarpa (n=200) localizadas no Estado de Santa Catarina: Coronel
Freitas, lomeré, Sdo Joaquim e Sao José do Cerrito. Com relagdo aos
SSR nucleares, o niimero de alelos por loco variou de dois a oito.
Utilizando oito locos microssatélites, os valores de heterozigosidade
observada variaram de 0,313 a 0,436 ¢ esperada de 0,376 a 0,508 entre
as populagdes. As populagdes de Coronel Freitas, lomeré e Sdo Joaquim
apresentaram indices de fixacao significativos, indicando a presenca de
endogamia e deriva genética. Foram identificados quatro alelos
exclusivos, dois alelos na populacdo de Coronel Freitas e outros dois na
populagdo de Sdo José do Cerrito. Os resultados demonstraram que ndo
ha ligacdo entre os locos analisados (p<0,05). O Conteudo de
Informagdo de Polimorfismo (PIC) variou de 0,269 a 0,637 dentre os



oito marcadores SSR nucleares. Desvios significativos de HWE foram
detectados para trés locos nas populacdes de Coronel Freitas, Sdo
Joaquim e Sao José do Cerrito e em um loco na populagdo de Tomeré.
Em média, a divergéncia genética entre as populagdes foi de Fs1=0,188.
Com relagdo aos dois SSR plastidiais, o nimero de alelos por loco
variou de dois a quatro. Os valores de diversidade de haplétipos
variaram de 0,090 a 0,505 entre as populagdes. O Indice de Shannon
variou de zero a 0,924 por loco. Foram identificados dois alelos raros na
populagdo de Sado Joaquim para o loco Guabi05. Além disso, foi testada
a transferibilidade dos marcadores desenvolvidos para C. xanthocarpa
em sete espécies de Myrtaceae (Acca sellowiana, Campomanesia aurea,
Eugenia pungens, Eugenia uniflora, Psidium australe, Psidium
cattleianum ¢ Psidium grandiflorum), onde quatro marcadores
apresentaram produto de amplificagdo nas sete espécies. Este € o
primeiro estudo de desenvolvimento e caracterizagdo de marcadores
microssatélites nucleares e plastidiais espécie-especifico para C.
xanthocarpa com potencial aplicabilidade para outras espécies. Com
estes marcadores, foi possivel validar e gerar informagoes a respeito da
diversidade genética de quatro populagcdes em Santa Catarina. Os
marcadores microssatélites recém-desenvolvidos para C. xanthocarpa
sdo uteis em estudos de genética de populagdes.

Palavras-chave: Guabiroba. Marcadores SSR. Genética de Populagdes.



ABSTRACT

Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg, popularly known as
guabirobeira, is a Myrtaceae species, widely distributed in Brazil,
occurring from Minas Gerais to Rio Grande do Sul, as well as in
Argentina, Paraguay and Uruguay. It is a fruit species with commercial
potential because its fruit is succulent, sweet and aromatic that can be
consumed fresh or processed. While the fruit has important nutritional
properties, the leaves have medicinal properties. However, the major use
of the species occurs through domestic consumption and small-scale
commercialization by rural producers, especially in south of Brazil.
Because guabirobeira occurs also in the Atlantic Forest biome, genetic
studies are necessary to know the genetic diversity in the populations of
guabiroba due to the high degree of forest fragmentation of that biome.
The knowledge about the genetic diversity of this species is still
incipient; therefore, the objective of this study was to validate the
nuclear and plastid microsatellite markers developed in C. xanthocarpa
for later use in characterizing and analyzing the intra and
interpopulational genetic diversity of this species. Previously nuclear
microsatellite markers (SSR) and plastid (cpSSR) markers were
obtained by Next Generation Sequencing. After amplification,
optimization and initial polymorphism screening in polyacrylamide gel,
out of 77 SSR and 12 cpSSR, ten polymorphic microsatellite markers
were obtained, being eight nuclear and two plastid markers. The ten
polymorphic markers were synthesized with fluorescent dyes in order to
be genotyped in a capillary electrophoresis platformaiming the
characterization of the genetic diversity of four populations of C.
xanthocarpa (n = 200) located in the State of Santa Catarina: Coronel
Freitas, Iomeré, Sdo Joaquim and S@o José do Cerrito. Regarding
nuclear SSR, the number of alleles per locus ranged from two to eight.
Using eight microsatellite loci, the observed heterozygosity ranged from
0.313 to 0.436 and expected from 0.366 to 0.508 between populations.
The populations of Coronel Freitas, lomeré and Sao Joaquim presented
significant indexes of fixation, indicating the existence of inbreeding.
Four exclusive alleles were identified, two alleles in the population of
Coronel Freitas and another two ones in the population of Sdo José do
Cerrito. The results showed that there are not linkage between analyzed
loci (p <0.05). Polymorphic Informative Content (PIC) ranged from
0.296 to 0.637 among the eight nuclear SSR markers. Significant
deviations of HWE were detected for three loci in the populations of
Coronel Freitas, Sdo Joaquim and Sdo José do Cerrito and at one



location in the population of Iomeré. On average, the genetic divergence
among the populations was Fsr = 0.188. For the two plastid SSR, the
number of alleles per locus ranged from two to four. The values of
haplotype diversity ranged from 0.090 to 0.505 between populations.
The Shannon Index ranged from zero to 0.924 per loco. Two rare alleles
were identified in the S3o Joaquim population for the GuabiO5 locus. In
addition, the transferability of the markers developed for C. xanthocarpa
in seven species of Myrtaceae (Acca sellowiana, Campomanesia aurea,
Eugenia pungens, Eugenia uniflora, Psidium australis, Psidium
cattleianum and Psidium grandiflorum) were tested and where four
markers showed amplification product in the seven species. This is the
first study of development and characterization of nuclear microsatellite
markers and species-specific plastid for C. xanthocarpa with potential
applicability to other species. With the use of them, it was possible to
validate and generate information about the genetic diversity of four
guabiroba populations from Santa Catarina. The newly developed
microsatellite markers for C. xanthocarpa are useful in population
genetic studies.

Keywords: Guabiroba. SSR markers. Population genetics.
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1 INTRODUCAO

Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae) ¢ uma
arvore frutifera, popularmente conhecida como guabirobeira, guabiroba
e gabiroba. Esta espécie ¢ amplamente distribuida no Brasil, ocorrendo
desde Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais até o Rio Grande do Sul,
bem como na Argentina, Paraguai e Uruguai.

A utilizag8o majoritaria dos frutos da espécie se da por meio do
consumo doméstico e comercializagdo em pequena escala por
produtores rurais, notadamente em sua area de ocorréncia. Contudo, é
um recurso genético com potencial para exploracdo sustentavel em
maior escala, como uma nova op¢do de cultivo e alternativa de renda
aos agricultores que ainda ndo a utilizam.

Os frutos desta espécie sdo suculentos, doces e aromaticos e
podem ser consumidos in natura ou também podem ser usados na
fabrica¢do de sucos, geleias, sorvetes, licores, dentre outros produtos
que podem ser uma alternativa para o escoamento da produgdo fruticola.
De particular importancia, os frutos possuem importantes propriedades
medicinais e sdo indicados como alimentos funcionais. Algumas
espécies de aves e mamiferos também consomem os frutos e, assim,
disseminam as sementes, sendo, portanto um importante mecanismo de
dispersdo de alelos. Além disso, C. xanthocarpa pode ser indicada como
ornamental e para plantio em areas degradadas, além de ser uma opcao
para inclusdo em sistemas agroflorestais (SAFs), aliado a um contexto
de valorizagdo da diversificacdo com espécies nativas.

Estudos genéticos sdo necessarios para conhecer o cenario atual
das populagdes de guabiroba devido ao alto grau de fragmentagdo das
florestas, de maneira especial a Mata Atlantica, bioma na qual a espécie
¢ encontrada. Especificadamente, estudos genéticos utilizando
marcadores microssatélites poderdo ser realizados com o objetivo de
gerar informagdes sobre a dindmica populacional e diversidade genética
para, assim, auxiliar futuramente na elaboragdo de estratégias de
conservagao e uso sustentavel da espécie.

Os marcadores microssatélites, também conhecidos como SSR
(Simple Sequence Repeats), sdo marcadores moleculares eficientes para
gerar informagdes que auxiliam em diversos estudos genéticos, como:
analise e caracterizagdo da diversidade genética, mapeamento genético,
estudos de genética de populagdo, estudos evolutivos, filogeografia e
filogenética. As regides microssatélites estdo amplamente distribuidas
no genoma nuclear dos eucariotos, além de também serem encontrados
no genoma plastidial. Os marcadores SSRs gendémicos sdo
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codominantes, altamente polimorficos, informativos e multialélicos,
além de serem potencialmente transferiveis entre espécies. O genoma
plastidial apresenta heranga uniparental, auséncia de recombinagéo e ¢é
conservado, sendo os microssatélites plastidiais indicados para
utilizagdo em estudos evolutivos, filogeograficos, filogenéticos e de
fluxo génico.

Até o momento, ndo ha registro na literatura de marcadores
microssatélites desenvolvidos em C. xanthocarpa, sendo assim, com a
caracteriza¢do e validagdo dos marcadores SSRs espécie-especificos,
estudos genéticos poderdo ser realizados utilizando essas marcas e assim
avangar na caracterizacao genética da espécie que se apresenta como um
recurso nativo promissor ¢ de relevancia ecologica. Além disso, os
marcadores desenvolvidos para C. xanthocarpa se apresentam como
uma ferramenta promissora a transferibilidade e utilizagdo em outras
espécies do género Campomanesia e da familia Myrtaceae.

O presente estudo estd organizado em dois capitulos, precedidos
pela revisdo bibliografica. O primeiro aborda o desenvolvimento e a
validagdo dos primeiros marcadores microssatélites desenvolvidos para
a espécie. O segundo capitulo descreve a aplicagdo destes marcadores
SSR na caracterizagdo e andlise da diversidade genética de quatro
populagdes de C. xanthocarpa amostradas no Estado de Santa Catarina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar os marcadores microssatélites e analisar a diversidade
genética em populagoes de Campomanesia xanthocarpa.

2.1.1 Objetivos especificos

a) Validar os marcadores microssatélites nucleares e
plastidiais desenvolvidos em C. xanthocarpa;

b) Testar a transferibilidade dos marcadores polimorficos
validados para outras espécies da familia Myrtaceae;

¢) Caracterizar e analisar a diversidade genética intra e
interpopulacional de C. xanthocarpa em quatro popula¢des
de Santa Catarina, utilizando os marcadores microssatélites
nucleares e plastidiais desenvolvidos para a espécie.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A espécie Campomanesia xanthocarpa

O Brasil ¢ um pais megadiverso e, por isso, abriga relevante
quantidade de recursos fitogenéticos; entretanto, a maioria destes ainda é
pouco conhecida ou pesquisada. A regido sul do Brasil apresenta uma
grande diversidade de espécies vegetais de ocorréncia natural que
podem ser enquadradas em distintos grupos funcionais, visto que dentre
o grupo das espécies alimenticias, as frutiferas se destacam por
apresentarem elevado potencial econdmico devido a diversidade de
produtos que podem ser feitos a partir do beneficiamento dos frutos na
industria (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

Dentre as espécies frutiferas de ocorréncia natural no sul do
Brasil, encontra-se a Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg,
espécie alimenticia que apresenta potencial para ser utilizada como uma
opcdo de cultivo em escala comercial na agricultura familiar, assim
como uma oportunidade de investimento para o setor da agroindustria
(LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011). Esta espécie da familia
Myrtaceae ¢ conhecida popularmente como guabirobeira, guabiroba,
gabirobeira, gabiroba, guavirobeira, guaviroba, guavirova, e apresenta as
seguintes  sinonimias botanicas: Eugenia xanthocarpa Mart.,
Campomanesia crenata O. Berg, Campomanesia dusenii Kausel,
Campomanesia malifolia O. Berg, Campomanesia rhombea O. Berg,
Eugenia variabilis Mart. ¢ Psidium malifolium (O.Berg) F. Muell.
(REFLORA, 2017).

Segundo Legrand; Klein (1977), o significado de xanthocarpa
vem do grego, onde xantho=amarelo, e carpo=fruta, portanto, fruta
amarela. De acordo com Donadio et al. (2002), o nome indigena para
guabiroba ¢ wa 'bi rob, que significa fruto amargo. Para os Xokleng, a
C. xanthocarpa era denominada de panvo (HEINEBERG, 2014).

A espécie apresenta ampla distribui¢do geografica (Figura 3.1),
pois ocorre desde o Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo) até o Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina) (CNCFlora, 2017; REFLORA, 2017), assim como ocorre
também na Argentina, Paraguai ¢ Uruguai (LEGRAND; KLEIN, 1977)
e Bolivia (LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011). Ainda de acordo com
Reflora (2017), ha possibilidade de ocorréncia da espécie no Nordeste
(Bahia) e no Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids e Mato Grosso do
Sul). As guabirobeiras sdo encontradas no dominio fitogeografico da
Mata Atlantica (REFLORA, 2017) e do Cerrado (SOBRAL et al.,
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2015), sendo bastante frequente na Floresta Ombrofila Mista (REITZ;
KLEIN; REIS, 1988).

Figura 3.1. Mapa de ocorréncia de Campomanesia xanthocarpa.
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Fonte: CNCFlora (2017).

C. xanthocarpa é uma espécie considerada de boa adaptabilidade
(SANCHOTENE, 1989), pois ¢ seletiva higrofita e mesofita até
heli6fita, com abundancia em locais com solos imidos e compactos das
matas de altitude (semidecidua e de pinhais), comum na floresta
latifoliada semidecidua da bacia do Parana e rara na mata pluvial da
encosta atlantica (LEGRAND; KLEIN, 1977; REITZ; KLEIN; REIS,
1988). De acordo com Klauberg et al. (2010), pertence ao grupo
ecologico de secundarias e climdcicas.
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A guabirobeira ¢ uma arvore semidecidual que pode alcangar de
10 a 25 m de altura e didmetro do caule de 0,3 a 0,7 m. A copa ¢
arredondada (Figura 3.2.A) com densa folhagem de coloragdo verde-
escura na parte superior das folhas e verde-clara na parte inferior. O
tronco apresenta caneluras (Figura 3.2.B) com deiscéncia em tiras finas,
casca pardo-acinzentada e ramos glabros amarelo-claros ou
acinzentados (LEGRAND; KLEIN, 1977; REITZ; KLEIN; REIS, 1988;
MARCHIORI; SOBRAL, 1997). As folhas sdo classificadas como
simples, opostas, limbo ovalado-oblongo, apice agudo ou acuminado e
base aguda, por vezes assimétrica. Possuem tamanho que varia de 3,5 a
10 cm de comprimento por 2,5 a 5 cm de largura. A consisténcia das
folhas se apresenta como membrandcea e as nervuras estdo impressas na
face adaxial das folhas e muito salientes na face abaxial (Figura 3.3). A
flor pode se apresentar solitaria ou agrupada sobre os ramos laterais,
flores hermafroditas e de colorag@o branca com cinco pétalas obovadas.
A floragdo ocorre de setembro a novembro (LEGRAND; KLEIN, 1977;
REITZ; KLEIN; REIS, 1988; MARCHIORI; SOBRAL, 1997). A
espécie apresenta fecundagdo cruzada com barreira a autofecundacio,
sendo a incompatibilidade homomorfica gametofitica o mecanismo que
melhor explica este comportamento (SANTOS, 2013).

Figura 3.2. A. Arvore adulta de Campomanesia xanthocarpa apresentando

copa arredondada e B. Detalhe do tronco de C. xanthocarp
4 ’ 1 : TR - T

Fonte: Vanessa Samara Petry (2017). I
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Os frutos comestiveis sdo bagas globosas, coroados por sépalas,
medem cerca de 2 a 3 cm de didmetro, com epicarpo liso e fino (Figura
3.3). A maturacdo dos frutos ocorre de novembro a dezembro, onde a
coloracdo do epicarpo passa do verde para amarelo ou alaranjado. O
endocarpo ¢ suculento, doce ¢ levemente aromatico, contendo muitas
sementes ovaladas e achatadas (LEGRAND; KLEIN, 1977; REITZ;
KLEIN; REIS, 1988; SANCHOTENE, 1985; MARCHIORI; SOBRAL,
1997). As sementes de guabiroba possuem didmetro médio longitudinal
e transversal de 0,77 cm e 0,62 cm, respectivamente (WESP, 2014).

Figura 3.3. Detalhe das folhas e frutos de Campomanesia xanthocarpa.

Fonte: APREMAVI (2017).

Os frutos da guabiroba sdo saborosos e contém grande quantidade
de vitaminas e propriedades nutricionais importantes (VALLILO et al.,
2008; SANTOS et al., 2009), podendo ser consumidos in natura ou na
fabricag¢do de produtos beneficiados como, por exemplo, sucos, geleias,
licores e sorvetes (REITZ; KLEIN; REIS, 1988; LISBOA; KINUPP;
BARROS, 2011; SANTOS, 2011), promovendo assim uma alternativa
de uso para o setor fruticola. Além de apresentar potencial para a
industria alimenticia devido a presenga de diferentes tipos de pectinas
nos frutos (SANTOS et al., 2009), a planta também apresenta potencial
no Aambito nutracéutico, visto que os frutos apresentam grandes
quantidades de compostos bioativos com propriedades antioxidantes
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importantes (KLAFKE et al., 2010; PEREIRA, 2011). Segundo Santos
et al. (2009), os frutos de guabiroba podem ser considerados como
alimento funcional, devido as quantidades significativas de compostos
fenolicos (1616 ppm/100g), vitamina C (233,56 mg/100g) e sais
minerais encontrados (VALLILO et al., 2008). Os compostos volateis
dos frutos foram estudados por Ferreira et al. (2015), que revelaram
notas verdes e doces como os principais odores descritos no aroma da
guabiroba.

As folhas e casca do caule sdo tradicionalmente utilizadas para o
tratamento de problemas digestivos, gastricos e inflamatorios
(CORREA, 1984; ALICE et al., 1995). Além disso, Sens (2002) relata a
utilizacdo das folhas de guabiroba pelos indios Xokleng (da Terra
Indigena Ibirama/SC), com o objetivo de facilitar o parto e estimular a
produgdo de leite.

Estudos cientificos realizados com folhas de guabirobeira
comprovaram as propriedades farmacolégicas da espécie. Foi verificada
a presenca de flavonoides, saponinas, taninos e terpenos em folhas de C.
xanthocarpa (KLAFKE et al.,, 2010; SANT’ANNA et al., 2017),
compostos estes que estdo relacionados aos efeitos gastroprotetivos
verificados por Markman et al. (2004). Os estudos cientificos também
relataram o potencial efeito redutor dos niveis de colesterol no sangue
(KLAFKE et al., 2010), e comprovaram a redugdo de estresse oxidativo
e processos inflamatorios (KLAFKE et al., 2010; VIECILI et al., 2014).
Além disso, também foi verificada atividade antimicrobiana dos extratos
foliares de guabiroba (DESOT]I et al., 2011).

A guabirobeira apresenta importincia ecologica pelo fato de suas
flores serem consideradas meliferas, onde Knoll et al. (1993) apud
Gressler et al. (2006) apresentaram as abelhas sem ferrdo (Apidae:
Meliponinae) como visitantes florais da guabirobeira. Além disso, os
frutos de C. xanthocarpa servem de alimento para pequenos animais
mamiferos e aves, contribuindo assim para a dispersdo das sementes
(REITZ; KLEIN; REIS, 1988).

Gressler et al. (2006), a partir de um artigo de revisdo, citam
como dispersores de sementes de guabiroba, as aves, mamiferos
carnivoros, macacos (BRISOLA, 1993; CUNHA, 1994; FIALHO;
SETZ, 2000; GALETTI et al., 1997; GASPAR, 1997), e ungulados
(MIKICH, 2000; MIRANDA; PASSOS, 2004). Com relagdo as aves,
normalmente s@o aves de grande porte que sdo dispersoras, como por
exemplo, o jacu (Penelope superciliaris Temminck, 1815) (GRESSLER
et al., 20006).
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Segundo Schmitz et al. (2013), povos indigenas usufruiam da
presenga da guabiroba e de outras espécies frutiferas da familia
Myrtaceae (como por exemplo, guabiju - Myrciantes pungens e Araca -
Psidium cattleianum), pois estas atraiam mamiferos e aves para perto do
acampamento.

Apesar da quiropterocoria ndo ser relatada em guabiroba,
Sekiama et al. (2011) verificaram o consumo dos frutos por morcegos
da espécie Artibeus lituratus, onde também auxiliaram na dispersdo das
sementes.

A espécie pode ser indicada para ornamentagdo paisagistica,
plantio em areas degradadas e reflorestamento, além de ser uma opgao
para inclusdo em sistemas agroflorestais, em um contexto de valorizagao
da diversificagdo com espécies nativas (REITZ; KLEIN; REIS, 1988;
VALLILO et al., 2008; WESP, 2014; CETAP, 2015). A madeira é
considerada dura (com 860 a 930 kg/m* de densidade) e pode ser
utilizada para tabuados em geral, fabricacdo de instrumentos musicais e
de cabos para ferramentas. E indicada para lenha e carvio, sendo que ao
passar por combustdo, a madeira exala um aroma agradavel
(MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

A maioria das espécies frutiferas apresenta potencial comercial,
como € o caso da guabiroba que produz frutos de valor econémico
potencial devido ao sabor diferenciado e a diversidade e apelo medicinal
de seus produtos. Entretanto, de maneira geral, a utilizagdo da espécie
ainda ¢ restrita, sendo assim oportuna a tomada de medidas para
promover e expandir o uso e a comercializagdo dos frutos, dentre elas, o
fortalecimento da cadeia produtiva, concomitantemente com o
desenvolvimento de pesquisas para este recurso genético.

De acordo com Lisboa et al. (2011) ndo ha indicagdo de que
existem plantios comerciais de guabirobeira. H4, contudo, exploragdo
extrativista ¢ manejo sustentavel da espécie, como por exemplo, para
produgdo e comercializagdo de suco concentrado em Antonio Prado, no
Rio Grande do Sul, o que se constitui, aos agricultores locais, uma
alternativa de renda. Ainda no Rio Grande do Sul, o Centro de
Tecnologias Alternativas Populares (CETAP) vem promovendo a
insercdo de espécies frutiferas nativas nos sistemas agricolas das
familias de agricultores na regido dos Campos de Cima da Serra (regido
localizada no extremo nordeste do Rio Grande do Sul), com o objetivo
conciliar producdo, conservagao e cuidado ambiental aliada a construgéo
de cadeias produtivas solidarias e agroecoldgicas. Com isso, as familias
geram renda a partir dos subprodutos como picolés e sucos feitos a
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partir da polpa das frutas nativas da regido, como por exemplo, a
guabiroba (CETAP, 2015).

Sendo assim, apesar deste recurso genético nativo apresentar
potencial agricola, ainda sdo necessarios estudos para o avango no
conhecimento da espécie, tanto no ambito agrondmico, como genético,
de fisiologia e de conservacao.

3.2 Diversidade genética dos recursos vegetais

O territorio brasileiro ¢ subdividido em seis biomas continentais:
Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (IBGE,
2004), dos quais o Cerrado ¢ Mata Atlantica sdo considerados hotspots
da biodiversidade, devido a grande quantidade de espécies endémicas
encontradas em fragmentos florestais reduzidos devido a degradagdo
ambiental, portanto, ameagadas, sendo assim areas prioritarias para
acoes de conservacdo (MYERS et al.,, 2000). A Mata Atlantica esta
distribuida em 17 Estados brasileiros (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui), visto que
originalmente ocupava cerca de 1.300.000 Km? e, atualmente, restam
apenas cerca de 11 a 16% da cobertura da Mata Atlantica
(MITTERMEIER et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009). De acordo com o
SOS Mata Atlantica/INPE (2016), é possivel contabilizar 12,5% de
remanescente florestal, considerando os fragmentos de floresta acima de
trés hectares.

O aumento do numero de fragmentos florestais, bem como
diminuicdo destas areas e um maior isolamento destes fragmentos
resultam em mudangas consideraveis na estrutura da paisagem
(FAHRIG, 2003), podendo ocasionar a reducao de populagdes, alteracao
do fluxo génico, aumento da endogamia e deriva genética das espécies,
alterando assim a diversidade genética das espécies (YOUNG; BOYLE;
BROWN, 1996; KAGEYAMA; GANDARA; SOUZA, 1998).

A tematica sobre o avango da agricultura e da urbanizagdo nas
areas remanescentes de Mata Atlantica ja é conhecido e amplamente
discutido. Vibrans et al. (2008) destaca a exploracdo madeireira, a
agricultura, a pecudria, os reflorestamentos com espécies exoticas e a
propria expansdo das cidades como os grandes causadores da redugdo
florestal. No periodo de 2015 a 2016 os Estados que mais devastaram o
bioma foram: Bahia, Minas Gerais, Parand, Piaui e Santa Catarina (SOS
Mata Atlantica/INPE, 2016). Esta degradagdo ambiental e consequente
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fragmentagdo florestal trazem consequéncias negativas sérias e
crescentes para a biodiversidade, como por exemplo, o risco de extingao
de espécies endémicas devido a perda de diversidade genética
(MITTERMEIER et al., 2005; FRANKHAM, 2005).

Segundo Ribeiro et al. (2009), acdes de conservacdo da
biodiversidade ¢ de restauragdo devem ser realizadas imediatamente na
Mata Atlantica, devido ao alto grau de fragmentacao observado. Outras
acdes que podem afetar negativamente a biodiversidade sdo as
mudangas do clima, a polui¢cdo, a exploracdo ndo sustentavel dos
recursos naturais ¢ a inclusdo de espécies exoticas em substituicao das
espécies nativas (BRASIL, 2003; GUERRA; NODARI, 2014).

Para Hughes et al. (2008), a diversidade genética ¢ considerada
um componente-chave da biodiversidade, ndo somente importante em
processos evolutivos, como também interfere em processos ecologicos.
As variagdes morfologicas, fisiologicas e comportamentais entre plantas
e populagdes sdo consideradas relevantes diante das pressdes de selecao
do ambiente, sendo essas variagdes resultantes da variabilidade de alelos
presentes na populagdo (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996). Assim,
em termos de definicdo, a diversidade genética quantifica essa
variabilidade genética existente (HUGHES et al., 2008).

Atualmente, com o desenvolvimento de ferramentas moleculares,
¢ possivel quantificar e caracterizar a diversidade genética das
populagdes a partir de indices genéticos comumente utilizados em
estudos de genética de populagdes, tais como: as frequéncias de
gendtipos e alelos, a proporgdo de loci polimorficos, a heterozigosidade
observada e esperada ou ainda por meio do pardmetro de diversidade
alélica (TORO; CABALLERO, 2005). A riqueza alélica é um
componente extremamente afetado pelas mudangas no tamanho
populacional, e ¢ caracterizado pelo nimero de alelos existentes na
amostra (NAMKOONG et al., 2005), sendo este parametro considerado
relevante para estudos em programas de conservagdo (PETIT; EL
MOUSADIK; PONS, 1998). Entretanto, o indice mais conhecido e
utilizado ¢ a heterozigosidade esperada (Hg), denominada também como
diversidade genética de Nei (1973). De maneira geral, estudar a genética
de populagdes auxilia na analise de quais forgas micro evolutivas e de
que maneira estdo afetando as populagdes estudadas.

O principio de Hardy-Weinberg considera que quando a
populagdo ¢é grande e ha acasalamento ao acaso, as frequéncias alélicas e
genotipicas permanecem constantes de geragdo apds geracdo, na
auséncia de mutagdo, selecdo e migracdo (HARTL; CLARK, 2010).
Entretanto, se ndo houver equilibrio, as for¢as micro evolutivas podem
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estar afetando a populagdo. Para verificar se ha um desvio do equilibrio
de Hardy-Weinberg, pode-se utilizar a formula do indice de fixagao (f)
(= (Hg — Ho) / Hg), em que Hp ¢ a frequéncia observada e Hg é a
frequéncia esperada de heterozigotos na populacio (HARTL; CLARK,
2010). E assim, quando houver excesso de homozigotos na populagio,
ha indicativo de que hd endogamia e deriva genética ocorrendo.

A endogamia é um termo que se refere ao acasalamento entre
individuos aparentados (que apresentam ascendéncia em comum), sendo
assim, um dos principais efeitos da endogamia na populagdo é a
diminuicdo na frequéncia de gendtipos heterozigotos nas préximas
geracdes (HARTL; CLARK, 2010).

A outra forga micro evolutiva denominada de deriva genética,
refere-se as flutuagdes casuais que ocorrem devido a amostragem
aleatoria de gametas em cada geragdo, decorrente de restrigdes nos
tamanhos populacionais. A longo prazo, a tendéncia é que ocorra a
reducdo de heterozigotos e aumento dos homozigotos, onde os alelos
podem ser fixados e perdidos na populagio (KAGEYAMA;
GANDARA; SOUZA, 1998).

Outros parametros sdo utilizados quando se estuda a estrutura
genética de populagoes, visando compreender a divergéncia existente
entre ¢ dentro das populacdes e a quantidade de fixacdo que estd
ocorrendo. Um dos métodos ¢ por meio das estatisticas F de Wright
(WRIGHT, 1950), onde ha caracterizagdo da distribuicdo da
variabilidade genética entre as subpopulagdes (Fsy), assim como o
indice de fixacdo médio (Fis) e no conjunto total das subpopulagdes
(Fir), com base em medidas de probabilidade de identidade por
descendéncia. Nei (1973) propds uma adaptacdo da metodologia que
acomodasse locos multialélicos para a andlise da diversidade em
populagdes subdivididas, onde Ht representa a diversidade genética total
da populagdo (heterozigosidade total), Hg corresponde a
heterozigosidade média das subpopulagdes e o Ggr € um estimador de
divergéncia interpopulacional que deriva de Hy e Hs.

Estudar e compreender a variabilidade genética existente nas
populagdes é fundamental para avaliar de que maneira essa variabilidade
pode ser mantida ou aumentada. O potencial evolutivo de cada espécie
estd diretamente relacionado com a diversidade genética existente,
sendo esta imprescindivel para a capacidade adaptativa das espécies
frente as mudancas ambientais (FRANKHAM, 2005).

Além da caracterizacdo fenotipica (WESP, 2014), a
caracterizagdo genética das guabirobeiras encontradas na area de
distribuicdo da espécie é extremamente relevante e fornecera subsidios
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para as agdes de conservagao que se complementem, seja in situ/on farm
e ex situ. Porém, avangar na caracterizagdo genética contribui ndo
somente para a conservagdo da variabilidade genética da espécie, como
também possibilitard que essas informacdes possam ser utilizadas
futuramente em programas de melhoramento genético e no
desenvolvimento de sistemas de producdo (CARVALHO et al., 2002).

De acordo com Barbieri et al. (2005), ha dez acessos de C.
xanthocarpa conservados a campo no Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) de Frutas Nativas do Sul do Brasil, mantido pela Embrapa Clima
Temperado (Pelotas/RS). O principal objetivo deste BAG ¢ estudar o
potencial das espécies para promover a inser¢do das espécies nativas em
pequenas propriedades agricolas. Em Santa Catarina, a Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI)
também possui uma pequena colegdo contendo seis acessos de C.
xanthocarpa conservados a campo no municipio de Lages (Marlise Nara
Ciotta, comunicacdo pessoal). Entretanto, verifica-se a necessidade de
um BAG de C. xanthocarpa que represente a variabilidade genética
existente para fins de conservagdo deste recurso genético vegetal nativo
distribuido nas areas com biodiversidade ameacada.

A literatura & escassa em termos de estudos genéticos para
algumas espécies nativas, como ¢ o caso de C. xanthocarpa, o que
reforca a necessidade de gerar informagdes sobre a variabilidade
genética existente nas populacdes encontradas nos remanescente da
Mata Atléantica. Silva (2012) analisou a diversidade genética de trés
populagdes de C. xanthocarpa no Parana, na regido de Guarapuava,
utilizando marcadores moleculares do tipo ISSR (inter simple sequence
repeat) ¢ marcadores SSR desenvolvidos em Eucalyptus spp., Eugenia
uniflora e Melaleuca alternifolia. O autor constatou perda de
variabilidade genética em uma das populagdes, possivelmente explicado
pelo isolamento e redugdo das populagdes devido a fragmentagdo
florestal.

Nas demais areas de ocorréncia da espécie, ndo ha registro de
caracterizagdo e analise genética da diversidade de populagdes de C.
xanthocarpa. Apenas ha o registro de estudos de genética de populagdes
de outras espécies do mesmo género na regido do Cerrado (MIRANDA,
2014; VASCONCELOS, 2016). Miranda et al. (2016), a partir de um
estudo de transferibilidade de microssatélites provenientes de regides
génicas (EST-SSR), validaram 12 EST-SSR transferidos de Eucalyptus
para C. adamantium e C. pubescens e analisaram a diversidade genética
em duas populagdes (n=20) de cada espécie. Nesse estudo, Miranda et
al. (2016) concluiram que as populagdes estudadas apresentaram
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estrutura genética populacional significativa, onde ambas espécies
apresentaram valores altos de heterozigosidade observada e ndo foi
detectado endogamia. E Vasconcelos (2016) investigou a variabilidade
genética de cinco populagdes de C. adamantium utilizando sete
marcadores EST-SSR transferidos de Eucalyptus. A autora verificou que
todas as cinco populagdes apresentaram altos niveis de riqueza alélica e
diversidade genética, além de um baixo nivel de endogamia e baixo
nivel de diferenciagdo interpopulacional, demonstrando assim a
importancia da conservagdo destas populagoes.

Além disso, ha estudos de wvariabilidade genética de
Campomanesia spp em Goias, onde Assis (2011) analisou a diversidade
genética de 140 matrizes provenientes de populacdes nativas de
guabirobeiras (Campomanesia spp) em Goids, utilizando marcadores
moleculares do tipo RAPD. Assis (2011) verificou grande variabilidade
entre os genoétipos estudados, demonstrando a importancia da
implantagdo desta colecdo base de guabirobeiras na Universidade
Federal de Goias. E Estevao (2016), utilizando marcadores do tipo
ISSR, caracterizou a variabilidade genética de 93 gendtipos desta
colegdo de germoplasma de Campomanesia spp da Universidade
Federal de Goias.

Portanto, ¢ premente a necessidade de estudos genéticos
detalhados para conhecer o cenario atual das populagdes de C.
xanthocarpa em toda sua area de ocorréncia, devido ao alto grau de
fragmentagdo da Mata Atlantica.

3.3 Marcadores moleculares microssatélites
3.3.1 Caracteristicas gerais dos microssatélites

Em analises genéticas, diversas sdo as opg¢des de marcadores
moleculares que podem ser utilizados para identificagdo de
polimorfismos no nivel de DNA. No entanto, ¢ possivel verificar que
grande parte dos estudos baseados em genética molecular como, por
exemplo, os estudos de genética de populagdes e fluxo génico, utilizam
amplamente os marcadores moleculares do tipo microssatélite, também
conhecidos como Simple Sequence Repeats — SSR (ou ainda Short
Tandem Repeats - STR e Variable Number Tandem Repeats - VNTR)
(SELKOE; TOONEN, 2006). Os SSRs apresentam sequéncias motivo
(sequence motif) curtas, variando de um a seis nucleotideos que se
repetem em tandem (FIELD; WILLS, 1996).
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De acordo com o tipo da sequence motif, podem ser classificados
como perfeito, imperfeito, interrompido ou composto, assim sendo: 1)
perfeito, quando a sequéncia da repeticdo é composta de um tUnico
motivo sem ser interrompida por qualquer outro nucleotideo (exemplo:
[GA]; = GAGAGAGAGAGAGA); ii) imperfeito, quando ha um par de
bases entre as repeticdes (exemplo: GAGAGACTGAGAGAGA); iii)
interrompido quando ha uma sequéncia de alguns pares de bases
inserida na sequence motif (exemplo: GAGAGACGTGGAGAGAGA);
ou iv) composto, quando ha multiplas sequéncias repetidas adjacentes e
distintas (exemplo: GAGAGAGAGAGTGTGTGTGT (OLIVEIRA et
al., 2006).

Os microssatélites estdo amplamente distribuidos no genoma
nuclear dos eucariotos, além de também serem encontrados no genoma
plastidial (POWELL et al., 1995; WANG; BARKLEY; JENKINS,
2009). Podem estar em regides codantes e ndo-codantes, onde os SSRs
provenientes das regides codantes sdo denominados de SSRs génicos,
ou EST-SSR (Expressed Sequence Tag), e os SSRs provenientes das
regides ndo codantes sdo denominados de SSRs gendmicos
(VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005). No entanto, verifica-se
menor ocorréncia de SSRs nas regides codantes (VIEIRA, 2016).

Os SSRs gendmicos sdo codominantes, altamente polimoérficos,
informativos e multialélicos, onde as regides contendo as marcas SSRs
sdo amplificadas via reagdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) (POWELL; MACHRAY; PROVAN,
1996). Os SSRs apresentam potencial de transferéncia entre espécies
(VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005).

Os marcadores SSRs sdo ferramentas extremamente uteis para
diversos estudos genéticos, tais como: analise e caracterizagdo da
diversidade genética, mapeamento genético, selecdo assistida por
marcadores, identificacdo de QTLs (quantitative trait loci), estudos de
genética de populacdo, estudos evolutivos, testes de paternidade, fluxo
génico, filogeografia e filogenética (POWELL; MACHRAY;
PROVAN, 1996; VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005;
WANG; BARKLEY; JENKINS, 2009; VIEIRA et al., 2016).

Uma das discussdes que se tem observado na literatura é referente
a alta taxa de mutacdo observada nos microssatélites, que por sua vez,
resulta na alta diversidade alélica destes marcadores moleculares
(SELKOE; TOONEN, 2006). Segundo Schlétterer (2000), as taxas de
mutagio dos SSRs variam entre 107 e 10 por geracio, que é explicado
principalmente pelo mecanismo do deslizamento (s/ippage) da DNA
polimerase durante a replicagdo do DNA. Sendo assim, o polimorfismo
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¢ gerado por meio da adicdo ou delecdo das unidades repetidas devido
ao mecanismo de mutagdo (GEMAYEL, 2012; MASON, 2015). A taxa
de mutacdo dos microssatélites € variavel entre locos, sendo que alguns
fatores podem influenciar na taxa de mutacdo destes marcadores, como
por exemplo, o numero de repetigdes, a sequéncia motivo, o
comprimento da unidade de repeticdo, entre outros (SCHLOTTERER,
2000). Apesar dos marcadores microssatélites serem amplamente
utilizados, a alta taxa de mutacdo deve ser levada em considerag¢do nos
estudos genéticos (ELLEGREN, 2004; LI et al., 2002). Isto se deve ao
fato de que algumas estimativas dependem de um modelo tedrico, como
no caso o0 Fsre o Rg7 (SELKOE; TOONEN, 2006).

Além dos marcadores microssatélites nucleares que sdo
amplamente conhecidos e utilizados, € possivel encontrar marcadores
SSR no genoma plastidial (POWELL et al., 1995). O genoma plastidial
apresenta heranga uniparental, auséncia de recombinacdo e é conservado
(BIRKY, 1995). Os microssatélites encontrados no genoma plastidial,
denominados de cpSSR, sdo indicados para utilizagdo em estudos
evolutivos, filogeograficos, filogenéticos e de fluxo génico (PROVAN;
POWELL; HOLLINGSWORTH, 2001). Geralmente, o modo de
heranca em angiospermas ¢ maternal, tornando os cpSSR relevantes
para os estudos de fluxo de sementes e polen da estrutura genética de
populacdes. Eventos de deriva genética, efeito fundador e gargalos
genéticos (bottlenecks) sao analisados de maneira mais detalhada
utilizando c¢pSSR e sdo considerados marcadores complementares ao
SSRs nucleares (POWELL et al., 1995; PROVAN; POWELL;
HOLLINGSWORTH, 2001).

3.3.2 Desenvolvimento de microssatélites

O desenvolvimento de marcadores microssatélites inicia com a
prospeccdo das regides SSRs, posteriormente com o desenho dos
marcadores (também chamados de oligonucleotideos, iniciadores ou
primers) complementares as regides que flanqueiam a regido SSR e é
finalizada com a validagdo dos marcadores por meio da técnica de
amplificagdo via PCR e visualizagdo do polimorfismo entre individuos
(Figura 3.4) (MASON, 2015; VIEIRA et al., 2016).
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Figura 3.4. Etapas do fluxo de desenvolvimento de marcadores microssatélites.
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Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2016).

Com relacdo a prospec¢do dos SSRs, ha alguns métodos que
podem ser utilizados. O primeiro deles é por meio da pesquisa em banco
de dados, como por exemplo, no GenBank, para verificar se ha dados de
sequéncia gendmica disponiveis da espécie de interesse para prosseguir
com a identificacdo de regides SSRs na sequéncia disponivel (MASON,
2015).

O outro método ¢ a propria construgdo de bibliotecas gendmicas
classicas enriquecidas para regides microssatélites, onde basicamente ¢é
preciso primeiramente fragmentar o DNA e liga-lo a adaptadores que
serdo inseridos em vetores para a transformacao em Escherichia coli e
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posteriormente o DNA amplificado ¢ sequenciado (VIEIRA et al,
2016).

E por fim, o outro método de prospec¢do dos SSRs ¢é via
sequenciamento de DNA de nova geracdo (NGS — Next Generation
Sequencing), sendo que as plataformas 454 ¢ Illumina sdo as mais
utilizadas para a deteccdo de SSRs (VIEIRA et al., 2016). Este tltimo
método tem a vantagem de identificar grande quantidade de sequéncias
contendo as regides SSRs para o desenvolvimento dos futuros
marcadores SSRs, sendo que atualmente muitos estudos utilizaram NGS
que geraram um grande numero de sequéncias de genoma ou
transcriptoma para a descoberta de locos SSR em plantas (ZALAPA et
al., 2012). O genoma plastidial de C. xanthocarpa foi sequenciado e
anotado por Machado (2017) por meio da técnica NGS utilizando a
plataforma Illumina MiSeq. A partir do estudo realizado por Machado
(2017), foi possivel identificar as regides SSRs nucleares e plastidiais da
espécie, onde os primers desenhados foram validados na presente
Dissertagao.

Os primers sao um conjunto de oligonucleotideos especificos que
flanqueiam a sequéncia-alvo de SSR, sendo um iniciador direto
(forward) para a diregdo 5’ — 3’ e outro iniciador reverso (reverse) para
a diregdo 3’ — 5’ da fita complementar (MASON, 2015). Assim, apos
desenhar e sintetizar os olinucleotideos, é necessario realizar a
otimizacdo das reagdes de amplificacdo via técnica de PCR, onde nesta
etapa sdo realizados os ajustes de concentracdo dos reagentes, dos
marcadores e de temperatura ideal para cada par de primer. A
visualizagdo do produto da PCR pode ser feita por meio de eletroforese
em gel de agarose para verificar o tamanho dos fragmentos
amplificados, porém para a visualizagdo de polimorfismos outras duas
técnicas podem ser utilizadas pelo fato de apresentarem maior
sensibilidade: eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE -
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e eletroforese em gel capilar
(MASON, 2015).

Outra estratégia relevante ¢ a possibilidade de transferibilidade
dos marcadores microssatélites entre espécies relacionadas
(VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005; WANG; BARKLEY;
JENKINS, 2009), viabilizando os estudos com espécies em que ainda
ndo validaram marcadores espécie-especificos. Fagundes et al (2016)
enfatiza a dificuldade no desenvolvimento de marcadores SSR e a
importancia de testar a transferibilidade entre as espécies nativas.

Nao ha registro na literatura de marcadores microssatélites
desenvolvidos para C. xanthocarpa. Entretanto, Silva (2012) testou a
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transferibilidade de marcadores microssatélites desenvolvidos em
Eucalyptus spp., Eugenia uniflora e Melaleuca alternifolia para C.
xanthocarpa. Dentre os 21 pares de marcadores testados por Silva
(2012), houve sucesso de amplificagdo em 14 marcadores SSR. Além
disso, Silva (2012) estudou a diversidade genética de trés populagdes de
C. xanthocarpa localizadas em fragmentos da Floresta Ombrofila Mista,
no Parana, utilizando estes marcadores SSR transferidos, bem como
marcadores moleculares do tipo ISSR (inter simple sequence repeat).

Para as demais espécies do género Campomanesia, ha registro na
literatura de testes de transferibilidade, onde Nogueira et al. (2016),
avaliaram a transferibilidade de marcadores SSR desenvolvidos para
Psidium guajava em 18 espécies frutiferas dos géneros Eugenia,
Campomanesia, Myrciaria e Syzygium. Neste estudo de Nogueira et al.
(2016), dos 158 SSR testados, 40 SSR foram transferidos com boa
qualidade de amplificacdo para C. guaviroba, 60 para C. hirsute ¢ 64
para C. phaea. Miranda et al. (2016) utilizaram microssatélites
provenientes de regides génicas (EST-SSR) transferidos de Eucalyptus
para outras espécies de guabiroba existentes no Cerrado, a C.
adamantium e C. pubescens. Miranda et al. (2016) verificaram que
dentre os 120 marcadores testados, somente 12 foram transferidos com
sucesso para as duas espécies e os marcadores foram validados para
estudos de genética de populagdes. E utilizando marcadores moleculares
do tipo RAPD, Assis (2011) analisou a diversidade genética de
guabirobeiras (Campomanesia spp) em Goias, onde foi possivel
verificar grande variabilidade genética entre os 140 gendtipos
analisados. Estevao (2016), utilizando marcadores do tipo ISSR,
caracterizou a variabilidade genética de 93 genotipos desta colegdo de
germoplasma de Campomanesia spp da Universidade Federal de Goias.

Com a caracterizacdo e validacdo dos marcadores SSRs espécie-
especificos, estudos genéticos poderdo ser realizados utilizando essas
marcas ¢ assim avangar na caracterizacdo genética da espécie que se
apresenta como um recurso nativo promissor e¢ de relevancia ecoldgica.
Além disso, os marcadores desenvolvidos para C. xanthocarpa se
apresentam como uma ferramenta promissora a transferibilidade e
utilizagdo em outras espécies do género Campomanesia, bem como de
outras espécies de Myrtaceae.
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4 CAPITULO I

Manuscrito formatado de acordo com as normas do peridodico
Applications in Plant Sciences — Primer Note (Qualis Capes: B1)

The first set of nuclear and plastidial microsatellites in
Campomanesia xanthocarpa (Myrtaceae), a promising

native fruit tree from South America
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Abstract

* Premise of the study: Microsatellite markers were identified and
characterized in Campomanesia xanthocarpa with the aim of
developing species-specific primers that will be valuable molecular
tools for the genetic characterization of this native species.

Methods and Results: A total of 10 polymorphic (being eight nuclear
and two plastidial markers) and five monomorphic microsatellite
markers were obtained by Next Generation Sequencing among 77
nuclear SSRs and 12 cpSSRs, and characterized in 100 samples from
four C. xanthocarpa populations. The nuclear SSRs revealed two to
seven alleles per locus among di-, tri- and tetranucleotides repeats,
and values from 0.000 to 0.875 and from 0.000 to 0.679, for
observed and expected heterozygosities, respectively. On the other
hand, the haploid diversity detected by cpSSR ranged from 0.000 to
0.602 and the Shannon's index ranged from 0.000 to 0.994. Four loci
successfully amplified products in Acca sellowiana, Campomanesia
aurea, FEugenia pungens, Eugenia uniflora, Psidium australe,
Psidium cattleianum and Psidium grandiflorum.

Conclusions: The newly developed polymorphic microsatellites
markers are useful in population genetic studies of Campomanesia
xanthocarpa. In addition, they can be successfully used in other
Myrtaceae species.

Key words: Guabiroba; plastid simple sequence repeats (cpSSR);
nuclear simple sequence repeats (SSR); transferability.
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4.1 Introduction

Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae) is a
native fruit tree from Brazil, popularly known as “Guabirobeira”. This
species is widely distributed in Brazil, it occurs from Minas Gerais
(19°54'S; 43°56'W) to Rio Grande do Sul (28°47'S; 55°38'W), as well as
in Argentina, Paraguay and Uruguay (Legrand and Klein, 1977). The
fruits of this species are juicy, sweet, slightly aromatic and can be eaten
fresh or be used to make juices, jellies, ice creams, liqueurs, among
other products (Reitz et al., 1988). Of particular importance, the fruit has
important medicinal properties and is indicated as functional food
(Vallilo et al., 2008; Viecili et al., 2014). Several species of birds and
mammals also consume the fruit and disseminate the seeds, being
therefore an important mechanism of dispersion of alleles (Reitz et al.,
1988). In addition, C. xanthocarpa can be indicated for ornamental
species and planting in degraded areas, besides being an option for
inclusion in agroforestry systems, in the context of valorization of the
diversification with native species (Reitz et al., 1988). The major fruit
use is through domestic consumption and small-scale marketing by
small farmers, notably in their region of natural occurrence. However, it
is a genetic resource with potential for sustainable exploitation on a
larger scale, as a new fruit crop option and income alternative for small
farmers who do not yet use it.

Microsatellite molecular markers (or simple sequence repeats —
SSR) are efficient tools that generate useful information to advance the
genetic knowledge of the species and thus, they can help future studies
of population genetics, conservation, phylogeographic, gene flow,
breeding and management of the species (Powel et al., 1996). The
plastid genome has uniparental inheritance, is conserved and
nonrecombinant, being therefore ideal to develop plastid microsatellite
markers to perform studies on the genetic diversity of and thus to
contribute in future phylogeographic and population genetics studies for
this species (Provan et al., 2001). These molecular markers can be used
in studies of species genetic characterization, which is even incipiently
known and studied.

However, no species-specific microsatellites markers have been
developed for C. xanthocarpa. In addition, just one study tested the
transferability of microsatellite markers from Eucalyptus sp., Eugenia
uniflora L., and Melaleuca alternifolia Cheel to seven native species
from the Atlantic Forest, including C. xanthocarpa (Fagundes et al.,
2016). Here, we report 15 new species-specific markers for C.
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xanthocarpa, being eight polymorphic nuclear, two polymorphic plastid
and five monomorphic nuclear microsatellite markers. In addition, we
investigated the transferability of these loci to other native fruit species
from the Atlantic Forest.

4.2 Methods and Results

Samples origin and DNA extraction - Fresh leaf samples were
collected from 25 plants of C. xanthocarpa from four populations (Fig.
4.1), located in Santa Catarina State, Southern Brazil. The voucher
specimens were deposited at the FLOR Herbarium, Department of
Botany/UFSC and at the LUSC Herbarium, of the State University of
Santa Catarina (Appendix 1). Total DNA was extracted mainly from
leaves dried on silica-gel, using the CTAB method (Doyle and Doyle,
1990).

Development of microsatellites - The complete plastidial genome
sequence of C. xanthocarpa was recently assembled and annotated by
our research group (GeneBank Accession Number KY392760) and
plastid microsatellites were identified using MISA tool (Thiel et al.,
2003). Nuclear microsatellites were identified from a Next Generation
Sequencing run at the Illumina MiSeq platform (Machado, 2017). The
detection of microsatellites markers was performed by using MISA tool,
where a minimum number of replicates of 10, 5, 4, 3, 3 were considered
for mono-, di-, tri-, tetra-, and pentanucleotides, respectively.
Microsatellite markers were designed with the software PRIMER3
(Rozen and Skaletsky, 2000) by setting product size ranges from 100 to
500 base pairs (bp). The possible formation of secondary structures such
as hairpin loops, dimers, bulge loops and internal loops were verified
with Gene Runner (www.generunner.com; Hastings Software Inc.). A
total of 12 ¢cpSSR and 77 nuclear SSR loci were identified and tested.

Microsatellite screening - For the temperature optimization tests,
PCR reactions were performed in a volume of 20 pL containing 20 ng of
DNA template, 0.2 mM from each dNTP (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA), 1 unit of Tag DNA Polymerase (QuatroG, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil), 1X buffer (QuatroG), 1.5 mM of
MgCl, — free reaction buffer (QuatroG), and 0.2 uM of each primer.
Amplifications were performed in a Veriti™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) with the following sequence: 94°C
for 3 min; followed by 30 cycles of 94°C for 30 s, annealing
temperature for 30 s, 72°C for 1 min; and a final extension step at 72°C
for 30 min. Amplifications were confirmed in 1.5% agarose gels stained
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with Gel Red (Biotium, Hayward, California, USA). For the initial
polymorphism screening, PCR products were denatured and separated
with 8% denaturing polyacrylamide gels stained with silver nitrate.
Allele sizes were estimated by comparison with a 10 bp DNA ladder
standard (Sinapse Inc, Hollywood, Florida, USA). The forward primers
were labeled with fluorescent dyes for electrophoresis. The 10 markers
were arranged in multiplex sets for genotyping (Table 4.1).

Multiplex PCR reactions for genotyping were performed in a
final volume of 6.2 plL, containing in each sample 2.1 puL of QIAGEN
Multiplex PCR Master Mix (Qiagen Inc., Valencia, CA), 0.10-0.4 uM
of each primer, 1.2 uL (12 ng) of DNA template and RNase-free water
to make up the final volume of 6.2 pul.. Amplifications were performed
in a Veriti™ Thermal Cycler, with the following sequence: 95°C for 15
min; followed by 25 cycles of 94°C for 30 s, annealing temperature
(Table 4.1) for 30 s, 72°C for 1 min; and a final extension step at 60°C
for 30 min. Amplifications were confirmed in 1.5% agarose gels stained
with Gel Red (Biotium, Hayward, California, USA).

The Cxant50, Cxant66, Cxant69, Cxant76 and Cxant35 markers
were individually amplified for genotyping, where PCR amplification
reactions were performed in a final volume of 10 puL, containing 1.2 uL
of DNA (12 ng), 0.2 to 0.3 mM dNTP (Sinapse Inc, Hollywood, Florida,
USA), 1 unit of Taq Polymerase DNA (Sinapse), 1X buffer 10X
(Sinapse), 1.0 to 1.5 mM MgCl, - free reaction buffer (Sinapse), and 0.1
to 0.3 uM of each primer labeled with fluorescence. The cycling
program used in the Veriti® Thermal Cycler was: 94°C for 3 min;
followed by 30 cycles of 94°C for 30 s, annealing temperature for 90 s,
72°C for 1 min; and the final extension step at 72°C for 60 min.

Genotyping was performed by capillary electrophoresis using the
ABI 3500 XL DNA automatic sequencer (Applied Biosystems), with
the POP-7" polymer (Applied Biosystems, Framingham, MA), where
the reactions were adjusted to a final volume of 11 pL, being: 1 puL of
the PCR product, 0.3 pL. of GeneScan 600 Liz genotyping standard
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and 9.7 pL Hi-Di
formamide (Applied Biosystems, Woolston, Warringtoon, WA). Sizing
was carried out using software GeneMapper® version 4.1 (Applied
Biosystems).

Data analysis - We estimated the presence of null alleles and
genotyping errors in the program Micro-Checker version 2.2.4 (van
Oosterhout et al., 2004). The linkage disequilibrium between
microsatellite loci pairs was verified (significance level of 5%) using the
Fstat version 2.9.3.2 (Goudet, 2002). The results of genotyping were
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analyzed and were estimated for the nuclear markers the number of
alleles (4), expected heterozygosity (He), observed heterozygosity (Ho)
and the polymorphic information content (PIC) (Botstein et al., 1980)
were obtained in Cervus version 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007). The
significance of deviation from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) at
each locus for each population was tested (p<0,05) using Fstat version
2.9.3.2 (Goudet, 2002).

For the plastid markers, it was estimated the number of alleles per
locus, haploid diversity and Shannon's index using GenAlEx version 6.5
software (Peakall and Smouse, 2012).

Results - From 77 tested nuclear SSR, six showed no
amplification and eight loci SSR were polymorphic. Among the 63
monomorphic microsatellites marker, for the present article the five
monomorphic nuclear SSR were chosen based on the good amplification
pattern, visualy scored on polyacrylamide gel. Amoung 12 cpSSR, only
two were polymorphic. All these SSR sequences have been deposited in
GenBank (Table 4.1).

The number of alleles ranged from two to seven for SSR nuclear
and from two to four for SSR plastid markers (Table 4.2). A total of 30
alleles were identified with de SSR nuclear markers and six alleles were
identified with two loci plastid SSR markers. The observed
heterozygosity (H,) ranged from de 0.000-0.522; 0.000-0.739; 0.000-
0.840 and 0.000-0.875 for the Coronel Freitas, lomeré, Sdo Joaquim and
Sdo José do Cerrito populations, respectively. The expected
heterozygosity (H.) ranged from 0.257-0.679; 0.000-0.571; 0.000-0.669
and 0.078-0.600 for the Coronel Freitas, lomeré€, Sdo Joaquim and Sao
José do Cerrito populations, respectively. PIC values also showed large
variation, from 0.281 to 0.640. Significant deviations from HWE were
detected for some primers within each population. Micro-Checker
identified the significant evidence for the presence of a null alleles in
some loci: Cxant22, Cxant36, Cxant50 and Cxant76. The results showed
no linkage between loci.

For the chloroplast markers, the haploid diversity ranged from
0.497-0.602; 0.000-0.077; 0.000-0.554 and 0.269-0.282 for the Coronel
Freitas, Tomeré, Sdo Joaquim and S3o José do Cerrito populations,
respectively. The Shannon's index ranged from 0.690-0.998; 0.000-
0.168; 0.000-0.994 and 0.440-0.551 for the Coronel Freitas, lomeré, Sao
Joaquim and Séo José do Cerrito populations, respectively.

Cross-amplification in other Myrtaceae species - Additionally,
this study performed cross-amplification of these 10 polymorphic
microsatellite markers using the same amplification conditions
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described above, in five plants from seven other Myrtaceae species:
Acca sellowiana, Campomanesia aurea, Eugenia pungens, Eugenia
uniflora, Psidium australe, Psidium cattleianum and Psidium
grandiflorum (Table 4.3). The percentage of transferability was 70% in
A. sellowiana (7/10), 80% in C. aurea (8/10), 40% in E. pungens (4/10),
70% in E. uniflora (7/10), 90% in P. australe (9/10), 80% in P.
cattleianum (8/10) and 90% in Psidium grandiflorum (9/10). Four loci
(Cxant59, Cxant22, Guabi05 and Guabill) successfully amplified
products in the seven species analyzed. The marker Cxant76 did not
amplify in any of the tested species. For future studies, we indicate the
need for optimization tests of the amplification conditions and
polymorphism tests for the species analyzed in this study using these
markers SSR.

4.3 Conclusions

This is the first study of the development and characterization of
species-specific nuclear and plastidial microsatellites markers for C.
xanthocarpa, and they transferability to other seven Myrtaceae species.

Comparatively to the library method to develop SSRs, lower
percentage of polymorphism are obtained by the Next Generation
Sequencing method. In this study, we developed a total of eight
polymorphic out of 77 nuclear microsatellite tested markers, and two
plastidial polymorphic from 12 tested markers.

Since this species is largely distributed in the Atlantic Biome,
which is highly fragmented, genetic characterization studies in
populations of C. xanthocarpa should be performed as soon as possible
using this set of new species-specific markers. The genetic knowledge
will help to better design the conservation and sustainable use strategies,
which is utmost importance for the future of this promising fruit tree to
the Brazilian Atlantic Forest, nevertheless incipiently known.
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4.5 Tables

Table 4.1. Characteristics of 15 microsatellite loci developed in Campomanesia xanthocarpa

Allele

Locus Primer sequences (5'-3") l::g:i?t (sl;i; (;l‘ é) 5’ Dye acS:sns]iizlnrl:o.

Cxant36 F: TTCCCGCCTAACCCTAATG (AAG), 323 57 PET MG557631
R: GTCAAATCTCGCTCCTCCAA

Cxant50 F: CGCACAACCAGCACAAAAC (CTTT); 477 66 6FAM MG557634
R: CTATCACCGAGGGAGGCAAG

Cxant66 F: GCGAGACCATAAGCCACTAC (AGA), 211 57 NED MGS557636
R: TGAGAAGGAGACACACACAAAT

Cxant69 F: CCCAACACTCTCCACAATCC (GA), 294 60 6FAM MGS557637
R: TCCTTCCCTCTTCTCTCCATC

Cxant76 F: ATGTTTTTGTGCGTTCTGG (AAG)s 336 60 VIC MGS557638
R: TTGACCTTTGTTCCTCTTCCT

Multiplex Panel 1

Cxant539 F: GAGGGACTTTCAGTTTGTGTGTC (GA)o 230 55 NED MGS557635
R: GACCGTTTCCAACATTTCCA

Guabi05 F: TTCTCGTGATTTGTATCCAAGG (Mo 201 55 PET MG973216

R: TGCTTCAATCTTTCCTATCGAA

57



Multiplex Panel 2

Cxant22 F: GCTTGGTGGTGCCTCTCTC (TCCA); 209 57 VIC MG557627
R: GCTCTTCCCTTTGCCTCTCT
Cxant26 F: ATGCAAAATCCCTACGTGCT (ATCG); 162 57 NED MG557629

R: ATGACACATTTCGGCTGTGA
Guabill F: TTGATTCAGGGAACAAATTCAA (ATTA), 225 57 6FAM MG973217
R: TGGCTAGTGTGGTTCATTCAG

Monomorphic SSR Primers

Cxant02* F: TTAGTTTCCCCGCTCACC (TCTT); 474 55 MG557626
R: CATCTTCCTTCCCGTTTGTT

Cxant23* F: ATCCCCGACCCTAATGAATG (GTCA); 215 55 MG557628
R: GAAAGCCCAGCGACCAAG

Cxant35*% F: GACCGCAAACGAAGGATG (CGGO), 273 57 MG557630
R: CGAAACTGGAAGGAGAAACAA

Cxant39* F: TCGTTTATTCGCTTGGTTAGA (TGAA); 249 57 MG557632
R: GGGTTGGAGGTTCAGGTT

Cxant45* F: GCCTTTCGCCTTTTCATC (CTT), 236 57 MG557633

R: CCCCAGTTTCCTTTCTTTTG

Note: Ta = annealing temperature; FD = fluorescent dye; Cxant = name of SSR; Guabi = name of cpSSR;
*monomorphic in C. xanthocarpa.
Region Guabi05 = trnS-GCU-trnR-UCU; Region Guabil 1= trnE-UUC-trnT-GGU



Table 4.2. Genetic characterization of the ten newly developed polymorphic microsatellites of Campomanesia xanthocarpa.

Séio José do

Coronel Freitas Tomeré Sao Joaquim .
Locus Cerrito
SSR (n=25) (n=25) (n=25) (n=25) PIC
A H, H," A H, HA A H, H* A H, H
Cxant22" 2 0.000 0.507" 1 0.000 0.000™ 1 0.000 0.000™ 1 0.000 0.000™ 0.356
Cxant26 3 0.375 0.377™ 2 0.500 0.383™ 2 0280 0.246™ 2 0400 0327 0.281
Cxant36” 3 0.480 0.664™ 3 0360 0.556™ 4 0240 0.607° 3 0.625 0.600"  0.640
Cxant50" 4 0.040 0.257 2 0286 0.418™ 4 0333 0.669° 4 0524 0.502™ 0.458
Cxant59 2 0.520 0.510™ 2 0.400 0.444™ 2 0200 0.184™ 30520 0.554™  0.395
Cxant66 2 0.417 0.337™ 2 0240 0.372" 3 0.560 0.598™ 2 0.440 0.458™ 0399
Cxant69 3 0.522 0.679™ 3 0.739 0.571™ 2 0.840 0.497™ 3 0875 0.520® 0.504
Cxant76" 7 0.261 0.744 5 0.240 0.612" 2 0.150 0.296™ 3 0391 0.505°  0.569
c];)"sc;li A h I A h I A h I A h I
Guabi05 3 0.602 0.998 2 0.077 0.168 4 0554 0.994 3 0282 0.551
Guabill 2 0497 0.690 1 0.000 0.000 1 0.000 0.000 2 0269 0.440

59

Note: n = number of sampled plants; 4 = number of alleles; H, = expected heterozygosity; H, = observed heterozygosity;

PIC = polymorphism information content; # = haploid diversity; / = Shannon's index.
4 Significance of deviation from Hardy—Weinberg equilibrium: "P<0.05;™ = not statistically significant; ™ = monomorphic
*significant evidence of null alleles detected at P<0.05.
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Table 4.3. Results of cross-amplification (allele size ranges) of ten microsatellite loci developed in Campomanesia xanthocarpa
and tested in five plantas of seven species of the family Myrtaceae.

Acca Campomanesia  Eugenia  Eugenia Psidium Psidium Psidium
Locus sellowiana aurea pungens uniflora australe cattleianum grandiflorum
n=5  @=3 =% (=5 @=5  (@=%) (n=5)
Cxant36 — 288-290 — 288 289 — 289
Cxant50 496 477 — 470-471 461-489 459-474 461
Cxant66 202 204 — 202 205-209 205-209 205
Cxant69 282 294-302 — — 294 298 292-294
Cxant76 — — — — — — —
Panel Multiplex 1
Cxant59 198 199 197 198-199 199 199 199
Guabi05  199-200 199-200 198 199-200 200 199-200 200
Panel Multiplex 2
Cxant22 213 209 209 209 213 213 213
Cxant26 — — — — 325 325 325
Guabill 245 219 228 245 231 231 231

Note: — = unsuccessful amplification; » = number of plants sampled.
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4.6 Figure
Figure 4.1. Geographic location of the sampled populations.
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4.7 Appendix

Appendix 1. Voucher information for Campomanesia xanthocarpa used in this

study
Vouf: her Collection locality Geogr.aphlc
specimen coordinates
FLOR 63645* Coronel Freitas, Santa Catarina, 26°48'33"S
Brazil 52°42'22"W
FLOR 63646* Tomeré, Santa Catarina, Brazil 27°0026"S
51°14'28"W
LUSC 8707° Sdo Joaquim, Santa Catarina, Brazil 28°28'38"S
50°04'04"W
LUSC 7870° Sao José do Cerrito, Santa Catarina, 27°43'30"S
Brazil 50°36'21"W

Note:

*Vouchers deposited at Universidade Federal de Santa

Departamento de Biologia, Florianopolis/SC.

Catarina,

® Vouchers deposited at Universidade Estadual de Santa Catarina, Lages/SC.
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5 CAPITULO IT

ANAI:ISE DA  DIVERSIDADE GENETICA DE
POPULACOES DE Campomanesia xanthocarpa NO ESTADO DE
SANTA CATARINA
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5.1 Introducéao

A Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg, pertencente a
familia Myrtaceae, ¢ conhecida popularmente como guabirobeira,
guabiroba, guavirobeira e guaviroba (REFLORA, 2017). A espécie
apresenta ampla distribuicdo geografica, pois ocorre desde a Bahia,
Espirito Santo e Minas Gerais até o Sul (Parand, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina) (CNCFlora, 2017; REFLORA, 2017), assim como
ocorre também na Argentina, Paraguai e Uruguai (LEGRAND; KLEIN,
1977) e Bolivia (LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011). A guabirobeira
esta presente no dominio fitogeografico da Mata Atlantica (REFLORA,
2017) e do Cerrado (SOBRAL et al., 2015), sendo bastante frequente na
Floresta Ombrofila Mista (REITZ; KLEIN; REIS, 1988).

A espécie apresenta importancia ecologica pelo fato de suas
flores serem consideradas meliferas e os frutos servem de alimento para
pequenos animais mamiferos e avifauna, contribuindo assim para a
dispersdo das sementes (REITZ; KLEIN; REIS, 1988). De acordo com
Santos (2013), C. xanthocarpa apresenta fecundagdo cruzada com
barreira a autofecundagdo, sendo a incompatibilidade homomorfica
gametofitica o mecanismo que melhor explica este comportamento.

Os frutos da guabiroba sdo comestiveis, doces e levemente
aromaticos (LEGRAND; KLEIN, 1977, MARCHIORI; SOBRAL,
1997), podendo ser consumidos in natura ou na fabricagdo de produtos
beneficiados como, por exemplo, sucos, geleias, licores e sorvetes
(REITZ; KLEIN; REIS, 1988; LISBOA; KINUPP; BARROS, 2011;
SANTOS, 2011). Os frutos contém grande quantidade de vitaminas, e
propriedades nutricionais importantes (VALLILO et al., 2008; SANTOS
et al., 2009), além de apresentarem grandes quantidades de compostos
bioativos com propriedades antioxidantes importantes (KLAFKE et al.,
2010; PEREIRA, 2011).

Além de espécie alimenticia, também pode ser indicada para
paisagismo, recuperagdo de areas degradadas e reflorestamento, além de
ser uma opg¢ao para inclusdo em sistemas agroflorestais, em um contexto
de valorizacdo da diversificagdo com espécies nativas (REITZ; KLEIN;
REIS, 1988; VALLILO et al., 2008; WESP, 2014).

De acordo com Lisbda et al. (2011) a obten¢do de frutos de C.
xanthocarpa é majoritariamente de forma extrativista, pois ndo ha
indicac@o de plantios comerciais de guabirobeira. Portanto, ha demanda
no avango do conhecimento da espécie, em termos também de subsidios
para praticas de manejo sustentavel desta espécie em sua area de
ocorréncia natural.
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O aumento do numero de fragmentos florestais, bem como
diminuicdo destas areas e um maior isolamento destes fragmentos
resultam em mudangas consideraveis na estrutura da paisagem
(FAHRIG, 2003), podendo ocasionar a reducao de populagdes, alteragio
do fluxo génico, aumento da endogamia e deriva genética das espécies,
alterando assim a diversidade genética das espécies (YOUNG; BOYLE;
BROWN, 1996; KAGEYAMA; GANDARA; SOUZA, 1998). Para
Hughes et al. (2008), a diversidade genética é considerada um
componente-chave da biodiversidade, ndo somente importante em
processos evolutivos, como também interfere em processos ecoldgicos.

A literatura é escassa em termos de estudos genéticos para
algumas espécies nativas, como é o caso de C. xanthocarpa (SILVA,
2012) o que reforca a necessidade de gerar informagdes sobre a
variabilidade genética existente nas populagdes encontradas em areas
com biodiversidade ameagada, como no caso os remanescentes da Mata
Atlantica em Santa Catarina. Nas demais areas de ocorréncia da espécie,
nao ha registro de caracterizagdo e analise genética da diversidade de
populagdes de C. xanthocarpa. Apenas ha registro de estudos genéticos
na regido do Cerrado, onde os autores avaliaram espécies do género
Campomanesia spp., C. adamantium e C. pubescens (ASSIS, 2011;
MIRANDA, 2014; ESTEVAO, 2016; VASCONCELOS, 2016).
Portanto, é evidente a necessidade de estudos genéticos mais detalhados
para conhecer o cenario atual das populacdes de C. xanthocarpa em toda
a area de ocorréncia, principalmente devido ao alto grau de
fragmentagdo da Mata Atlantica.

Sendo assim, o presente estudo tem por objetivo analisar a
diversidade genética existente em quatro populagdes de C. xanthocarpa
no Estado de Santa Catarina, utilizando marcadores microssatélites
desenvolvidos para a espécie.
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5.2 Material e Métodos

Foram coletadas amostras foliares de 50 plantas adultas de C.
xanthocarpa de quatro populacdes localizadas nos municipios do Estado
de Santa Catarina: Coronel Freitas, lomeré, Sao Joaquim e Sao José do
Cerrito (Figura 5.1). Nas populacdes de Coronel Freitas, lomeré e Sao
Joaquim, as amostras foliares foram coletadas aleatoriamente com
espacamento médio de 15 a 20m entre plantas no percurso feito em
zigue-zague dentro da populagdo. Na populagdo de Sao José do Cerrito
todas as plantas adultas existentes foram coletadas. Na Tabela 5.1 segue
uma breve descrigdo referente as areas de cada populagdo coletada. As
plantas das quais foram coletadas amostras, foram mapeadas com
auxilio de um aparelho GPS (Sistema de Posicionamento Global)
(Apéndice A) e exsicatas das quatro populagdes foram depositadas nos
herbarios da Universidade Federal de Santa Catarina (Herbario FLOR) e
Universidade do Estado de Santa Catarina (Herbario LUSC) (Tabela
5.2).

As amostras foliares coletadas foram acondicionadas em
recipientes  plasticos contendo silica gel e, posteriormente,
encaminhadas ao Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal (LFDGV) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), para a realizag@o dos procedimentos e analises genéticas.

As amostras foliares previamente desidratadas em silica foram
maceradas em nitrogénio liquido e, posteriormente, a extragdo do DNA
total foi realizada por meio do método CTAB (DOYLE; DOYLE,
1990), com modifica¢des (Apéndice B). A quantidade e a qualidade de
DNA extraido foram verificadas por meio de eletroforese horizontal em
gel de agarose (concentracdo de 1,0%), corados com GelRed (Biotium,
Hayward, California, USA) e contendo um padrio Ladder 100pb
(Sinapse Inc, Hollywood, Florida, USA). A quantidade e a qualidade de
DNA extraido também foram verificadas em espectrofotdmetro
NanoDrop®1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
Posteriormente, as amostras foram diluidas com 4gua ultra pura
autoclavada na concentragdo final de 10 ng.uL'l.
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Figura 5.1. Mapa de Santa Catarina indicando a localizacdo das quatro

populagdes de Campomanesia xanthocarpa coletadas.
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Fonte: elaborado pelo autor (2018).

Tabela 5.1. Localizacdo geografica, altitude e descri¢ao das areas onde foram
coletadas amostras de Campomanesia xanthocarpa em Santa Catarina.

Localizacao Altitude

Populacdes geogréfica (m) Descricao
Coronel 26°48'S 370  Area particular com criagdo de
Freitas 52°42'W a bovinocultura leiteira. Plantas
400  localizadas & campo com acesso
dos bovinos e outras na Mata
Ciliar sem acesso dos bovinos.

Iomeré 27°00'S 845  Area particular (Fazenda Faxinal
51°14'W a Branco) com  criagdo  de
870  bovinocultura leiteira. Populagdo
de C. xanthocarpa com mais de

100 plantas.
Sao 28°28'S 860  Area particular proximo ao Rio
Joaquim 50°04'W a Pelotas, local de dificil acesso e

920  sem manejo.
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Séo José do 27°43'S 780  Area particular com histérico de
Cerrito 50°36'W a criagdo extensiva de gado de
830 corte e 4area com margem a
represa da Pequena Central
Hidrelétrica (PCH Jodo
Borges/Eletrosul).  Local de

dificil acesso.

Tabela 5.2. Informagdes das exsicatas das quatro populacdes amostradas de
Campomanesia xanthocarpa depositadas no Herbario FLOR e no Herbario
LUSC.

N° Tombo Populagao Coordenadas geograficas
FLOR 63645* Coronel Freitas/SC 26°48'33"S
52°4222"W
FLOR 63646" Tomeré/SC 27°00126"S
51°1428"W
b Sao Joaquim/SC 28°28'38"S
LUSC 8707 50°04'04"W
b Séo José do Cerrito/SC 27°43'30"S
LUSC 7870 50°36'21"W

Notas: * Exsicata depositada no Herbario FLOR da Universidade Federal de
Santa Catarina, Departamento de Biologia, Florianopolis/SC; ° Exsicata
depositada no Herbario LUSC da Universidade Estadual de Santa Catarina,
Lages/SC.

5.2.1 Amplificacido e Genotipagem

Os marcadores utilizados no presente trabalho (Tabela 5.3) foram
otimizados no Capitulo I. No Apéndice C estdo listados todos os
marcadores testados para a presente Dissertacdo, e no Apéndice E ¢
possivel verificar o protocolo utilizado para realizagdo do screening
inicial dos marcadores em gel de poliacrilamida. Os microssatélites
nucleares foram identificados como Cxant e os plastidiais como Guabi.

Nas reagdes de amplificacdo via PCR para genotipagem, o
protocolo de amplificacdo dos 10 marcadores microssatélites por meio
de reagdes de PCR em Termociclador Veriti® seguiu as temperaturas
estabelecidas para cada marcador validado no Capitulo I, sendo que
nesta etapa foram realizados testes de combinagdo dos marcadores
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microssatélites para formar conjuntos multiplex. Para as reagdes
multiplex, foi utilizado o QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagen Inc.,
Valencia, CA), contendo 2,1 pL. de QIAGEN multiplex PCR master mix
(1X), 0,10 a 0,4 uM de cada iniciador marcado com fluorescéncia, 12 ng
(1,2 uL) de amostra de DNA e agua para completar o volume final de
6,2 uL (Tabela 5.4). A programagdo no Termociclador Veriti® foi
realizada da seguinte maneira: 95°C por 15 min; seguido de 25 ciclos de
94°C por 30 s, temperatura de anelamento conforme cada marcador por
90 s, 72°C por 55 s; e a etapa de extensdo final a 60°C por 30 min.

Os marcadores Cxant50, Cxant66, Cxant69, Cxant76 e Cxant35
foram amplificados individualmente para a genotipagem, onde as
reac¢des de amplificacdo via PCR foram realizadas para um volume final
de 10 pL, contendo 1,2 pl de DNA (12 ng), 0,2 a 0,3 mM de dNTP
(Sinapse Inc, Hollywood, Florida, USA), 1 unidade de Taq Polimerase
DNA (Sinapse), 1X tampao 10X (Sinapse), 1,0 a 1,5 mM de MgCl, —
free reaction buffer (Sinapse), e 0,1 a 0,3 uM de cada primer marcado
com fluorescéncia (Tabela 5.5). O programa utilizado no Termociclador
Veriti® foi o seguinte: 94°C por 3 min; seguido de 30 ciclos de 94°C
por 30 s, temperatura de anelamento conforme cada marcador por 90 s,
72°C por 1 min; e a etapa de extensao final a 72°C por 60 min.

A caracterizagdo dos gendtipos foi realizada por meio de
eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI 3500XL (Applied
Biosystems) com o polimero POP-7° (Applied Biosystems,
Framingham, MA), onde as reagdes foram ajustadas para um volume
final de 11 uL, sendo 1 pL do produto de PCR, 0,3 uL de padrio de
genotipagem GeneScan 600 Liz (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e de 9,7 ul de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Woolston,
Warringtoon, WA).
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Tabela 5.3. Caracteristicas dos 10 locos microssatélites de Campomanesia xanthocarpa utilizados neste trabalho.

Loco Sequéncia (5'-3") Msostgo Ta;g?:)lho (;l“ é) FC n® ((i}oei;e;;(;( no

Cxant36 F: TTCCCGCCTAACCCTAATG (AAQG), 323 57 PET MG557631
R: GTCAAATCTCGCTCCTCCAA

Cxant50 F: CGCACAACCAGCACAAAAC (CTTT); 477 66 6FAM MG557634
R: CTATCACCGAGGGAGGCAAG

Cxant66 F: GCGAGACCATAAGCCACTAC (AGA), 211 57 NED MG557636
R: TGAGAAGGAGACACACACAAAT

Cxant69 F: CCCAACACTCTCCACAATCC (GA), 294 60 6FAM MG557637
R: TCCTTCCCTCTTCTCTCCATC

Cxant76 F: ATGTTTTTGTGCGTTCTGG (AAG), 336 60 VIC MG557638
R: TTGACCTTTGTTCCTCTTCCT

Painel Multiplex 1

Cxant59 F: GAGGGACTTTCAGTTTGTGTGTC  (GA)o 230 55 NED MG557635
R: GACCGTTTCCAACATTTCCA

Guabi05 F: TTCTCGTGATTTGTATCCAAGG (Mo 201 55 PET MG973216

R: TGCTTCAATCTTTCCTATCGAA
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Tabela 5.3. Continuacdo

Painel Multiplex 2
Cxant22 F: GCTTGGTGGTGCCTCTCTC (TCCA); 209 57 VIC MG557627
R: GCTCTTCCCTTTGCCTCTCT
Cxant26 F: ATGCAAAATCCCTACGTGCT (ATCG); 162 57 NED MGS557629
R: ATGACACATTTCGGCTGTGA
Guabill F: TTGATTCAGGGAACAAATTCAA  (ATTA), 225 57 6FAM MG973217

R: TGGCTAGTGTGGTTCATTCAG

Notas: F= sequéncia forward; R= sequéncia reverse; T, = temperatura de anelamento; FC = fluorescéncia; Cxant = nome para os
SSR nucleares; Guabi = nome para os SSR plastidiais.
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Tabela 5.4. Concentragdo dos componentes da reacdo de amplificacdo dos
distintos iniciadores microssatélites para as reagdes em Multiplex utilizando o
MasterMix QIAGEN.

MULTIPLEX 1
Reagentes Cor;:f:(;:?ﬁo Concg::gacﬁo Nﬁ?ﬁflﬁx
(n=1)

IAGEN
Nﬁlster Mix 2X X 2,10 L
Cxant59 (F e R) 10 uM 0,15 uM 0,15 uL
Guabi05 (F e R) 10 pM 0,10 uM 0,10 uL
Agua 2,40 uL
Total MasterMix 5,00 uLL
Amostra DNA 10 ng.pl”! 12 ng 1,20 uL
VOLUME FINAL 6,20 uL

MULTIPLEX 2
Reagentes COECS:;';:?&O Con;‘;ﬁglacﬁo Nﬁnelatlic;lzx
(n=1)

IAGEN
N%ster Mix 2X X 2,10 ulL
Cxant22 (F e R) 10 uM 0,05 uM 0,05 uL
Cxant26 (F e R) 10 uM 0,05 uM 0,05 uL
Guabill (F e R) 10 pM 0,40 uM 0,40 uL
Agua 1,90 uL
Total MasterMix 5,00 uL
Amostra DNA 10 ng.ul” 12 ng 1,20 uL
VOLUME FINAL 6,20 uL

Notas: F= forward; R=reverse.



72

Tabela 5.5. Concentragdo dos componentes da reagdo de amplificag@o dos distintos iniciadores microssatélites.

Concentracio Final Reacao Mastermix (n=1)
Reagentes Concentraca
g o Estoque Cxant69 Cxant76 e Cxant36 e Cxant69 Cxant76 e Cxant36 e
Cxant66 Cxant50 Cxant 66 Cxant50
Buffer 10 X 1X 1X 1X 1,00 pL 1,00 pL 1,00 pL
MgCl, 25 mM LO0mM 1,00mM 1,50 mM 0,40 uL 0,40 uL. 0,60 uL.
dNTPs 10 mM 0,20mM 0,20mM 0,30 mM 0,20 uL 0,20 uL 0,30 uL
Forward 10 uM 0,l0uM  0,12puM 0,30 uM 0,10 uL 0,12 uL 0,30 uL
Reverse 10 uM 0,l0uM  0,12puM 0,30 uM 0,10 uL 0,12 uL 0,30 uL
Taq DNA -1
Polimerase 5U0.u 1U 1U 1U 0,20 uL 0,20 uL 0,20 uL
Agua 6,80 uL 6,76 uL 6,10 uL
TOTAL MASTERMIX 8,80 pL 8,80 uL 8,80 pL
Amostra DNA 10 ng.pl” 12 ng 12 ng 12 ng 1,20 pL 1,20 pL 1,20 pL

VOLUME FINAL 10 pL 10 pL 10 uL
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5.2.2 Analise dos dados

A andlise dos eletroferogramas foi realizada no software
GeneMapper® versao 4.1 (Applied Biosystems), que identifica os alelos
em funcdo do padrdo de genotipagem GeneScan 600 Liz.

O desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos microssatélites
foi verificado com auxilio do programa Fstat versdo 2.9.3.2 (GOUDET,
2002), aplicando a correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas e
nivel de significancia de 5%.

A partir da analise dos eletroferogramas, foram estimadas
frequéncias alélicas e os indices de diversidade genética (niimero total
de alelos (k); nimero médio de alelos por locos (A); porcentagem de
locos polimérficos (P g9s;)) nimero médio de alelos por loco polimérfico
(Ap), heterozigosidade esperada (Hz) e observada (H,) e indice de
fixagdo (f)). Além disso, foram estimadas as estatisticas F de Wright
(WRIGHT, 1950), nimero de alelos raros (A.R.) e nimero de alelos
exclusivos (A.E.) e o contetido de informagdo de polimorfismo (PIC -
Polymorphism Information Content) (BOTSTEIN et al., 1980).

As frequéncias alélicas foram obtidas pelo programa Fstat versao
2.9.3.2 (GOUDET, 2002). Os indices de diversidade genética k, A,
13(99%), Ap, Ho, Hr e f foram estimados no programa GDA versdo 1.1.
(LEWIS; ZAYKIN, 2002).

A heterozigosidade observada (H,) ¢ a propor¢do do numero de
heterozigotos observados em cada populacdo, onde:

ﬁ0=1_zpi

Sendo:

p; = frequéncia observada de genotipos homozigotos alelo i.

A heterozigosidade esperada (Hy) é estimada no programa
utilizando um estimador ndo-viesado de Nei (1987), para cada loco e
populag@o (by default):

Ny
nk—l

Ae = —— (1= > ph—How/ 2m)
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Em que:
n;,= tamanho da amostra k;
pir = frequéncia do alelo 4;na amostra £;

H, = proporgao de heterozigotos na amostra k.

O indice de fixagio (f) foi estimado pelos desvios
da heterozigosidade, sendo:

f = (ﬁE-ﬁo) / ﬁE

A significancia dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) em cada loco e para cada populagdo foi testado com auxilio do
programa Fstat versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 2002), basecado em
randomizagdes multiplas, 2 um nivel de significancia de 5%.

As estatisticas F (Fis, Fir e Fsr) de Wright (WRIGHT, 1950)
foram estimadas utilizando o programa Fstat versdo 2.9.3.2, que se
baseia no método descrito por Weir e Cockerham (1984). A
significancia das estatisticas F' foi obtida por meio do mesmo programa,
que utiliza o método de reamostragem bootstrap, com 1000
reamostragens e significancia de 95%, empregando o intervalo de
confianga. Como medida de comparagio, também foi estimado o Rgr
(SLATKIN, 1995) a partir do método descrito por Goodman (1997),
desenvolvido para analises com microssatélites por levar em
consideragdo o processo mutacional dos microssatélites.

Os alelos exclusivos foram identificados utilizando o programa
GenAlEx versio 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) e o numero de
alelos raros foi calculado com auxilio do Excel, onde foram
considerados alelos raros aqueles cuja frequéncia alélica foi menor que
0,05 em cada populagao.

Os valores de PIC foram obtidos por meio do programa CERVUS
versao 3.0.3 (KALINOWSKI et al., 2007). Sendo:

m
PIC=1 —zpl?j
i=j

[3%:1}

Onde, pij ¢ a frequéncia do alelo *”” no marcador “7”.
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A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi obtida por meio
do programa GenAlEx versdo 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

Para verificar a possivel associacdo entre divergéncia genética
(Fsr) e distancia geografica (em Km), foi realizado o Teste de Mantel
(MANTEL, 1970) a partir da correlagdo entre as matrizes das variaveis
para os pares de populagdes. A matriz de divergéncia genética foi obtida
com auxilio do programa Fstat versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 2002) ¢ a
matriz das distdncias geograficas foi gerada por meio do programa
Geographic Distance Matrix Generator (ERSTS, 2018), utilizando as
coordenadas geograficas X e Y de cada populagdo. O coeficiente de
correlagdo e o grafico foram gerados com auxilio do Excel.

Um dendrograma foi gerado a partir de uma matriz de distancia
genética de Nei (1978) obtida no GDA com agrupamento do algoritmo
de médias aritméticas por meio do método (UPGMA) utilizando o
programa PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

Para os marcadores SSR plastidiais, foram estimadas as
frequéncias alélicas, o numero de alelos (4), o indice de Shannon (/) ¢ a
diversidade de haplétipos (#) por meio do programa GenAlEx versdo
6.5, considerando as andlises para dado haploide (PEAKALL,;
SMOUSE, 2012). A diversidade de haplétipos é obtida pela equagio
abaixo, onde pi € a frequéncia alélica estimada para o i-ésimo alelo.

h=1- Zpiz
O Indice de Shannon foi estimado com base equagdo abaixo,

sendo /n é logaritmo natural e pi € a frequéncia alélica estimada para o i-
ésimo alelo:

I=3% pilnp;
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5.3 Resultados

As frequéncias alélicas obtidas com a utilizagdo dos oito locos
microssatélites nucleares e dos dois locos plastidiais estdo apresentadas
na Tabela 5.6. O loco Cxant76, com oito alelos, foi o loco que
apresentou o maior numero de alelos dentre os microssatélites nucleares
desenvolvidos para C. xanthocarpa. O loco Cxant22 foi o loco com
menor nimero, apresentando apenas dois alelos. Considerando o total de
oito locos microssatélites em 200 plantas, foram observados 31 alelos.

Tabela 5.6. Frequéncias alélicas para os oito locos microssatélites nucleares e
para os dois locos microssatélites plastidiais em quatro populacdes de
Campomanesia xanthocarpa de Santa Catarina.

Frequéncias alélicas

Motivo Coronel o Sao Sdo José
Loco Alelos . Tomeré . do
SSR Freitas Joaquim .

Cerrito
Cxant39 (GA)j n 50 50 50 50

197 0560 0650 0910 0,620
217 0,000 0,000 0,000 0,160
225 0,440 0,350 0,090 0220
Cxant50 (CTTT); n 49 40 48 45
475 0,082 0,013 0281 0,000
483 0,031 0213 0,073 0289
487 0,061 0,000 0,177 0,089
491 0,827 0,775 0469 0611
495 0,000 0,000 0,000 0,011
Cxant66 (AGA), n 49 50 50 50
204 0,714 0,740 0,400 0,570
207 0,286 0240 0,500 0,420
208 0,000 0,020 0,100 0,010
Cxant69 (GA), n 48 48 50 48
289 0,292 0240 0,570 0,552
303 0260 0,104 0010 0,031
309 0,448 0,656 0420 0417
Cxant76 (AAG); n 48 46 41 47
342 0,073 0,043 0,000 0,043
344 0,115 0,196 0,000 0,074
345 0,531 0,609 0,829 0,564
348 0,063 0,022 0,134 0,000
351 0,021 0,000 0,000 0287
353 0,156 0,109 0,037 0,032



77

354 0,021 0,022 0,000 0,000
355 0,021 0,000 0,000 0,000
Cxant36 (AAG), n 48 48 49 48
269 0,365 0438 0061 0313
272 0,188 0,094 0,633 0,188
273 0,000 0,000 0224 0,010
287 0448 0469 0,082 0,490
Cxant22 (TCCA); n 49 50 50 50
209 0,449 0,000 1,000 0,960
213 0,551 1,000 0,000 0,040
Cxant26 (ATCG); n 49 49 50 50
325 0,143 0,173 0,140 0,190
333 0,082 0,000 0,000 0,000
345 0,776 0,827 0,860 0810
Guabi05  (T)i n 50 50 50 50
199 0,100 0,000 0280 0,700
200 0,620 0,900 0,040 0,060
201 0,280 0,100 0,040 0,140
205 0,000 0,000 0,640 0,100
Guabill (ATTA), n 49 50 50 50
222 0,408 0,000 1,000 0,800
250 0,592 1,000 0,000 0200

Notas: n = tamanho amostral; Cxant
marcador SSR plastidial.

marcador SSR nuclear; Guabi =

No total, foram identificados quatro alelos exclusivos, sendo dois
em Coronel Freitas e dois em Sao José do Cerrito (Tabela 5.7). No total
foram identificados 18 alelos raros (com frequéncia alélica menor que
0,05) utilizando os SSR nucleares, sendo dois em S&o Joaquim, quatro
em Coronel Freitas, cinco em Iomeré e sete em Sado José do Cerrito.
Com o uso dos marcadores plastidiais, foi possivel identificar dois alelos
raros em Sao Joaquim (Tabela 5.8).

Tabela 5.7. Identificacdio dos alelos exclusivos encontrados nos locos
microssatélites nucleares das quatro populagdes de Campomanesia xanthocarpa

de Santa Catarina.

Populagio Loco Alelo Frequéncia alélica
Coronel Freitas Cxant76 355 0,021
Coronel Freitas Cxant26 333 0,082

Sao José do Cerrito  Cxant59 217 0,160
Sao José do Cerrito  Cxant50 495 0,011
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Tabela 5.8. Identificag@o dos alelos raros encontrados nos locos microssatélites
nucleares e plastidiais em quatro populagdes de Campomanesia xanthocarpa de
Santa Catarina.

Populacio Loco Alelo Frequéncia alélica
Coronel Freitas Cxant50 483 0,031
Coronel Freitas Cxant76 351 0,021
Coronel Freitas Cxant76 354 0,021
Coronel Freitas Cxant76 355 0,021

Iomeré Cxant50 475 0,013
Iomeré Cxant66 208 0,020
Iomeré Cxant76 342 0,043
Iomeré Cxant76 348 0,022
Iomeré Cxant76 354 0,022

Sao Joaquim Cxant69 303 0,010
Séao Joaquim Cxant76 353 0,037
Sao José do Cerrito  Cxant50 495 0,011
Sio José do Cerrito  Cxant66 208 0,010
Sio José do Cerrito  Cxant69 303 0,031
Séio José do Cerrito  Cxant76 342 0,043
Séio José do Cerrito  Cxant76 353 0,032
Séio José do Cerrito  Cxant36 273 0,010
Séio José do Cerrito  Cxant22 213 0,040
Sao Joaquim Guabi05 200 0,040
Sao Joaquim Guabi05 201 0,040

Notas: Cxant = marcador SSR nuclear; Guabi = marcador SSR plastidial.

Os resultados para o desequilibrio genotipico ndo evidenciaram
ligagdo entre os locos, portanto os oito locos SSR nucleares
desenvolvidos para a espécie foram utilizados para estimar o nimero de
alelos, a heterozigosidade observada (Hop) e esperada (Hg) para cada um
dos locos em cada uma das quatro populagdes de guabiroba analisadas
no Estado de Santa Catarina, além do contetido de informacdo de
polimorfismo (PIC) e do resultado do teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 5.9).

Foram identificados desvios significativos do equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) para os locos Cxant22, Cxant50 e Cxant76 na
populagdo amostrada em Coronel Freitas e na populagdo amostrada em
Sdo José do Cerrito. Na populagdo de Iomeré, o loco Cxant76
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apresentou desvio do HWE. Na populagdo amostrada em Sdo Joaquim,
os locos Cxant36, Cxant50 e Cxant76 apresentaram desvios de HWE. O
loco Cxant22 se apresentou monomorfico nas populagdes de lomeré e
Sao Joaquim em Hp e Hg (na Tabela 5.9, a significAncia dos desvios do
HWE esta demonstrada em sobrescrito ao Hg).

Ao analisar a Hp por marcador SSR, os valores apresentaram
grande variacdo entre as populagdes, sendo que o maior valor observado
foi obtido com o marcador Cxant69 na populagdo de Sdo Joaquim
(Ho=0,860). A Hg também apresentou grande varia¢do, onde o maior
valor esperado foi observado com o marcador Cxant76 na populacdo de
Coronel Freitas (Hg=0,681).

O contetido de informagdo de polimorfismo (PIC) variou de
0,269 (Cxant26) a 0,637 (Cxant36). Além disso, na Tabela 5.9 sdo
apresentados os indices levando em consideragdo o n obtido em cada
loco.
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Tabela 5.9. Numero de alelos por loco (4), heterozigosidade média observada (Ho) e esperada (Hy), significAncia estatistica do
teste do equilibrio Hardy-Weinberg e conteudo de informagdo de polimorfismo (PIC) para os oito locos microssatélites nucleares

em quatro popula¢des de Campomanesia xanthocarpa de Santa Catarina.

L Coronel Freitas Iomeré Sao Joaquim Sao José do Cerrito
w4 By By" n A By Ay n A4 R, Hy' n 4 A, By PIC
Cxant22 49 2 0,000 0,505 50 1 0,000 0,000™ 50 1 0,000 0,000™ 50 2 0,000 0,078 0,364
Cxant26 49 3 0,327 0,376™ 49 2 0,347 0,289™ 50 2 0,240 0,243™ 50 2 0,380 0,310™ 0,269
Cxant36 48 3 0,500 0,639™ 48 3 0,396 0,588™ 49 4 0,265 0,547 48 4 0,583 0,635™ 0,637
Cxant50 49 4 0,143 0310 40 3 0,250 0,360™ 48 4 0,333 0,675 45 4 0,311 0,544 0,481
Cxant59 50 2 0,480 0,498™ 50 2 0,460 0,460™ 50 2 0,180 0,165™ 50 3 0,520 0,547™ 0,381
Cxant66 49 2 0,449 0,412™ 50 3 0,300 0,399™ 50 3 0,480 0,587™ 50 3 0,500 0,504™ 0,404
Cxant69 48 3 0,646 0,653™ 48 3 0,625 0,505™ 50 3 0,860 0,500™ 43 3 0,833 0,523"™ 0,494
Cxant76 48 8 0,313 0,681 46 6 0,196 0,587 41 3 0,146 0,298 47 5 0362 0,600° 0,557

p: PP
Notas: n = tamanho amostral; © Significancia
significativo; ™ = monomorfico).

estatistica para os desvios do equilibrio Hardy-Weinberg

('p<0,05; ™ = nio
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O maior numero de alelos foi observado em Coronel Freitas
(k=27), seguido por Sdo José do Cerrito (k=26), lomeré (k=23) e o
menor numero de alelos foi observado em Sao Joaquim (k=22),
fornecendo assim uma média de 24,5 alelos observados (Tabela 5.10).
Coronel Freitas e Sdo José do Cerrito apresentaram 100% dos locos em
polimorfismo, Iomeré e Sdo Joaquim 87,5%. Além disso, a populagdo
de Coronel Freitas foi a que apresentou maior nimero médio de alelos
por loco e por loco polimérfico (A e Ap = 3,4), seguido por Sdo José do
Cerrito (A e Ap = 3,2), Tomeré (A = 2,9 ¢ Ap = 3,1) ¢ Sdo Joaquim
(A=2,8 ¢ Ap =3,0).

Considerando o conjunto dos oito locos SSR nucleares, ao
analisar as heterozigosidades por populacdo, Hp foi maior em Sao José
do Cerrito (Ho=0,436), seguido por Coronel Freitas (Ho=0,357), lomeré
(Ho=0,322) e Sao Joaquim (Hp=0,313), com média geral de 0,357
(0,056 de desvio padrdo). Com relagdo as Hg, o maior valor esperado
foi de Coronel Freitas (Hg=0,508), seguido por Sdo José¢ do Cerrito
(Hg=0,467), Tomeré (Hg=0,398) e Sdo Joaquim (Hg=0,376), sendo a
média geral 0,437 (£0,061 de desvio padrio).

Assim, ao estimar os indices de fixacdo por populagdo, foi
possivel verificar indices significativos (p<0,05) para Coronel Freitas
(£=0,299), Tomeré (f=0,193) e Sio Joaquim (f=0,170). No entanto, o
indice de fixagdo ndo foi significativo para a populacdo amostrada em
Sio José do Cerrito (f=0,067). Como média (+desvio padrio) para todas
as populagdes, o valor foi de £=0,182 (+0,095).
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Tabela 5.10. indices de diversidade genética para as quatro populagdes de Campomanesia xanthocarpa de Santa Catarina a partir
da utilizagdo de oito locos microssatélites nucleares. n = tamanho amostral; k = nimero total de alelos; 13(99%)= porcentagem de
nimero médio de alelos por loco polimérfico; Hg
heterozigosidade esperada; Ho= heterozigosidade observada; f: indice de fixag¢do; A.R. = alelos raros; A.E. = alelos exclusivos.
("= ndo significativo; * = p<0,05)

locos polimérficos; A = numero médio de alelos por loco;

A

p

Populacées n k Powy A 4, Hg Ho f A.R. A.E.
Coronel 50 27 100 3.4 34 0,508 0,357  0,299% 4 2
Freitas
Tomeré 50 23 87.5 2.9 3.1 0398 0322  0,193* 5 0

Sao *
g 50 22 87.5 2.7 3.0 0376 0313 0,170 2 0
Joaquim

SioJosédo 4, 26 100 32 32 0467 0436 0067° 7 2
Cerrito
MEDIA 50 24,5 93,8 31 32 0,437 0,357 0,182 45 1
Desvio 0 2,38 7,22 0,3 0,2 0,061 0,056 0,095 2,08 1,16

padrdo
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Ao analisar a estrutura genética a partir das estatisticas F (Tabela
5.11), é possivel constatar que o indice de fixagdo médio dentro de cada
populagdo (Fis = 0,186) ndo foi significativamente diferente de zero. O
indice de fixagdo total (Fir = 0,339) e o indice de fixagdo devido &
subdivisdo (Fsr = 0,188) foram significativamente diferentes de zero
(p<0,05). O indice Rsr, que leva em consideragdo os processos
mutacionais dos marcadores microssatélites foi estimado apenas para
comparagio com o Fgr, pois as populagdes apresentaram tamanho
populacional representativo, sendo Rsr = 0,172, um valor
consideravelmente similar ao Fgr = 0,188.

Tabela 5.11. Estimativa das estatisticas F de Wright para o conjunto de quatro
populacdes de Campomanesia xanthocarpa em Santa Catarina a partir da
utilizagdo de oito locos microssatélites nucleares. F;q = indice de fixagdo médio
dentro da populagio; Fir = indice de fixacdo total; Fsr = indice de fixacdo
devido a subdivisdo; IC = intervalo de confianga; *=p<0,05.

Fis Fir _ Fsr_

Estimativa 0,186 0,339 0,188

Limite Superior (IC 95%) 0,410 0,594 0,368
Limite Inferior (IC 95%) -0,050 0,071 0,072

O resultado da AMOVA (Tabela 5.12) revelou que 61% da
variagdo encontrada corresponde a variacdo dentro de plantas, enquanto
que 22% da variagdo ¢ entre plantas e 17% entre populagdes.

Tabela 5.12. Analise de Varidncia Molecular (AMOVA) para as quatro
populacdes de Campomanesia xanthocarpa de Santa Catarina a partir da
utilizagdo de oito locos microssatélites nucleares.

Fontes de Variacao
Variacao GL SQ oM VE Total
Entre Populacdes 3 124,21 41,40 0,39 17%
Entre Plantas 196 462,72 2,36 0,49 22%
Dentro de 200 277,00 139 139 61%
Plantas
TOTAL 399 863,93 2,26 100%

Notas: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrado
médio; VE = variancia estimada; (p=0,001; 999 permutagdes).
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Com base nos valores de correlagdo, estimado pelo Teste de
Mantel, foi verificado que a distancia geografica entre popula¢des pouco
explica a diferenciagdo encontrada entre os pares de populagdes, pois o
coeficiente de correlagdo calculado foi de 0,163 (Figura 5.2).

Figura 5.2. Representacdo grafica do Teste de Mantel entre as
distancias genéticas (Fsr) e as distancias geograficas para as quatro
populagdes de Campomanesia xanthocarpa de Santa Catarina
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Notas: R? = coeficiente de correlagao de Pearson.

O dendrograma (Figura 5.3), formado a partir da matriz de
distancia genética de Nei (1978) com agrupamento UPGMA, revelou a
formag@o de dois grupos, um formado pelas populagoes de Coronel
Freitas e lomeré e outro formado por pelas populagdes de Sdo Joaquim e
Sdo José do Cerrito (coeficiente de correlagdo cofenética = 0,69).

Figura 5.3. Dendrograma com base no método de agrupamento UPGMA com
base das distancias genéticas de Nei (1978) das quatro populagdes de
Campomanesia xanthocarpa em Santa Catarina a partir dos oito locos
microssatélites.
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Notas: SJ=Sao Joaquim; SJC=Sao José¢ do Cerrito; lom=lomeré; CF = Coronel
Freitas. Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,69.

Com relagdo aos cpSSR (Tabela 5.13), o nimero de alelos por
loco variou de dois a quatro. Utilizando apenas dois locos plastidiais, os
valores de diversidade de haplétipos variaram de 0,483 a 0,527; zero a
0,180; zero a 0,509 e 0,320 a 0,477 nas populagdes de Coronel Freitas,
Iomeré, Sdo Joaquim e Sdo José¢ do Cerrito, respectivamente. Em
relacdo & média (+desvio padrio), a populacdo de Coronel Freitas
apresentou a maior diversidade de haplotipos, #=0,505 (£0,031),
seguido por Sdo José do Cerrito (#=0,398+0,111), Sao Joaquim
(h=0,254+0,360) e Iomeré (A=0,090+0,127). Os desvios observados em
Iomeré e Sdo Joaquim sdo altos, pelo fato do loco Guabill ter
apresentado apenas um alelo em Iomeré (alelo 250) e um alelo em Sao
Joaquim (alelo 222).

O Indice de Shannon variou para os dois locos, onde foram
observados valores entre 0,676 a 0,883; zero a 0,325; zero a 0,900 e
0,500 a 0,924 para as populacdes de Coronel Freitas, lomeré, Sao
Joaquim e Sd3o José do Cerrito, respectivamente, onde os maiores
valores sdo relacionados ao loco Guabi05.
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Tabela 5.13. indices de diversidade para os dois locos microssatélites plastidiais em quatro populagdes de Campomanesia
xanthocarpa de Santa Catarina. »n= tamanho amostral; 4= numero de alelos; # = diversidade de haplotipos; / = Indice de
Shannon.

Coronel Freitas Tomeré Séao Joaquim Séao José do Cerrito
(n=50) (n=50) (n=50) (n=50)

Loco A h 1 A h 1 A h 1 A h 1
Guabi05 3 0,527 0,883 2 0,180 0,325 4 0,509 0,900 4 0477 0,924
Guabill 2 0,483 0,676 1 0,000 0,000 1 0,000 0,000 2 0,320 0,500
MEDIA 2,5 0505 0,780 L5 0,09 0,163 2,5 0254 0,450 3 0398 0712

Desvio padrao 0,7 0,031 0,146 0,7 0127 0,230 2,1 0360 0363 1,4 0111 0300
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5.4 Discussao

Os marcadores microssatélites nucleares desenvolvidos em
Campomanesia xanthocarpa, apresentaram um numero reduzido de
alelos por loco (de dois a oito) (Tabela 5.9). Silva (2012) utilizando SSR
desenvolvidos em FEucalyptus spp. (denominados de Embra), Eugenia
uniflora (denominados de Eun) e Melaleuca alternifolia (denominados
de Scu) e transferidos para analise da diversidade genética em
populagdes de C. xanthocarpa no Parana, também verificou um numero
reduzido de alelos por loco (de dois a sete).

Entretanto, Zucchi et al. (2003) utilizou trés locos iguais aos do
estudo de Silva (2012) para analisar a variagdo genética de Eugenia
dysenterica e verificou nimero de alelos consideravelmente superior em
dois locos: Embra 14 = 22 alelos e Embra 210 = 14 alelos, contra Embra
14 = 7 alelos e Embra 210 = 3 alelos verificado por Silva (2012) em C.
xanthocarpa. Demonstram os resultados, portanto, que mesmo
utilizando SSR transferidos, o numero de alelos em C. xanthocarpa é
menor quando comparado com as demais espécies de Myrtaceae.
Levando em consideragdo que no estudo de Zucchi et al. (2003), haviam
em média de 12 plantas por populagdo amostrada, totalizando 116
plantas e Silva (2012) foram analisadas 20 plantas por populagio,
totalizando 60 plantas.

Ferreira-Ramos et al. (2014) utilizou oito locos SSR iguais aos
utilizados por Silva (2012) ao analisar a variagdo genética em quatro
espécies. Eugenia uniflora, E. piriformis, E. brasiliensis e FE.
francavilleana, onde para o loco Embra 14 foram verificados 2, 0, 5 e
22 alelos, respectivamente para cada espécie. Para o loco Embra 63,
Ferreira-Ramos et al. (2014) verificaram 11, 4, 2 ¢ 0 alelos em cada
espécie, respectivamente. E para o loco Embra 210, os autores
verificaram 9, 15, 4 e 2 alelos em cada espécie, respectivamente. Estes
resultados demonstram como o niimero de alelos ¢é variavel por espécie,
considerando que o numero de plantas amostradas no estudo de
Ferreira-Ramos et al. (2014) foi de 32 plantas de Eugenia uniflora, 26
de E. piriformis, 16 de E. brasiliensis e 32 plantas amostradas de E.
francavilleana.

Utilizando o loco Scu052tt, Silva (2012) verificou apenas 4 alelos
em C. xanthocarpa, ¢ Ferreira-Ramos et al. (2014) verificou 10, 7,3 ¢ 3
alelos para Eugenia uniflora, E. piriformis, E. brasiliensis e E.
francavilleana, respectivamente. Ferreira-Ramos et al. (2008)
verificaram numero de alelos consideravelmente superiores em trés
locos iguais aos utilizados por Silva (2012), Eun 5 = 21 alelos, Eun
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11=18 alelos e Eun121= 10 alelos. E comum encontrar valores acima de
10 alelos por loco quando se utilizam marcadores microssatélites,
entretanto, como visto acima, o namero de alelos variou entre as
espécies, mesmo quando se utilizaram os mesmos locos.

De acordo com Machado (2017), as espécies Campomanesia
xanthocarpa e Acca sellowiana estido mais relacionadas geneticamente
quando comparadas com Eugenia uniflora que faz parte da mesma tribo,
Myrteae.

Santos et al. (2008), ao estudar 4. sellowiana, utilizou SSRs
espécie-especificos e encontrou de cinco a onze alelos por loco, com
PIC variando de 0,499 a 0,872. Olkoski (2014), também em seu estudo
com A. sellowiana, encontrou de dez a trinta alelos por loco utilizando
SSRs espécie-especificos, com um PIC elevado, variando de 0,704 a
0,904 para os locos analisados. Para os SSR desenvolvidos neste estudo,
foram verificados valores de PIC inferiores, que variaram de 0,269
(Cxant26) a 0,637 (Cxant36) (Tabela 5.9). Segundo Botstein et al.
(1980), para que um marcador seja extremamente informativo, &
desejavel que o loco apresente muitos alelos e o valor de PIC proximo a
1,00. Sendo assim, os marcadores Cxant76 e¢ Cxant36 sdo altamente
informativos, pois apresentaram valores de PIC superiores a 0,500. Os
demais locos s@o considerados moderadamente informativos, pois
apresentaram PIC dentro do intervalo de 0,250 a 0,500.

Considerando o conjunto dos oito locos SSR nucleares, a
heterozigosidade esperada foi maior que a heterozigosidade observada
em todas as populagdes, o que gerou indices de fixacdo significativos
em trés, das quatro populagdes analisadas no Estado de Santa Catarina:
Coronel Freitas (£=0,299), Tomeré (£=0,193) e Sdo Joaquim (f=0,170)
(Tabela 5.10). As estimativas significativas indicam que ha excesso de
homozigotos em cada populagdo em relacdo ao que se espera pelo
HWE, portanto ha possibilidade de estar ocorrendo deriva genética e
endogamia nessas populagdes. A atuacdo dessas for¢as micro evolutivas
podem estar relacionadas ao processo de fragmentacdo florestal em
Coronel Freitas e lomeré. Porém, mesmo em area com grande cobertura
florestal, observou-se desvios significativos do HWE em Sao Joaquim,
sugerindo a atuacdo de outras variaveis atuando nessas populagdes.

Estas forcas micro evolutivas poderdo ocasionar ao longo do
tempo a perda de alguns alelos e fixacdo de outros alelos nessas
populagdes. Com a diminui¢do da frequéncia de genotipos heterozigotos
nas proximas geragdes, a capacidade de adaptagdo dos individuos diante
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da pressao de selegdo do ambiente podera ser menor (HARTL; CLARK,
2010).

No estudo de Silva (2012), foi verificada pouca variagdo entre as
heterozigosidades nas trés populagdes de C. xanthocarpa analisadas
pelo autor no Estado do Parand, com valores médios de Hp de 0,46 e Hg
de 0,47. As trés populagdes, denominadas de A, B e C, apresentaram
valores de Hp igual a 0,41; 0,45 e 0,41, respectivamente. Os valores de
Hg foram de 0,42; 0,53 e 0,45, respectivamente para as populagdes A, B
e C. E importante ressaltar que a regido de ocorréncia ¢ distinta, além do
préprio marcador utilizado e o tamanho amostral. Segundo a descrigéo
de Silva (2012), a populagido A é um fragmento de vegetagao isolada por
areas agricolas, ja os fragmentos B e C estdo conectados a outros
remanescentes florestais, em uma area de preservagdo ambiental.

A populagdo A estudada por Silva (2012) é semelhante a
populagdo de Iomeré analisada nesta Dissertagdo, pois também ¢
considerado um fragmento pequeno e proximo ao perimetro urbano.
Além disso, na area em que a populacdo de lomeré se encontra, ha
baixissima diversidade de espécies. A populacdo amostrada em Coronel
Freitas ¢ cercada por areas agricolas, e boa parte das plantas coletadas
estava em area de Mata Ciliar da propriedade. A populacdo de Sdo José
do Cerrito também ¢ cercada por areas agricolas, e € proxima ao leito do
Rio Caveiras. Ja a populagdo amostrada em Sdo Joaquim pertence a um
remanescente florestal de dificil acesso (area particular préxima ao Rio
Pelotas).

Ao compararmos com outras espécies do género, Miranda et al.
(2016) utilizaram EST-SSR transferidos de FEucalyptus para duas
espécies de guabiroba existentes no Cerrado, a C. adamantium ¢ C.
pubescens, onde verificaram que ndo havia indice de fixagdo
significativo, com os valores de Hp variando entre 0,498 a 0,507 entre
as populagoes, e os valores de Hg entre 0,504 a 0,629. Em estudos com
pitanga (E. uniflora), Ferreira-Ramos et al. (2008) a partir de
marcadores SSR, verificaram os valores de Hp entre 0,381 a 0,472 e Hg
entre 0,812 a 0,830, indicando déficit de hetorizogotos nas populacdes
analisadas no Estado de Sdo Paulo. Utilizando SSR espécie-especifico
em A. sellowiana, Borsuk (2018) comparou 15 populagdes distribuidas
em terras Indigenas, comunidades quilombolas e Unidades de
Conservag¢do no Sul do Brasil, e encontrou valores de Hq variando entre
0,54 a 0,77 e Hg entre 0,77 a 0,86, resultando em indices de fixa¢do
significativos para todas as populacdes analisadas, indicando evidéncias
de endogamia e deriva genética nesses conjuntos de plantas.
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Com relagao as estatisticas F (Tabela 5.11), o conjunto das quatro
populagdes de C. xanthocarpa apresentou indice de fixagdo total (Fir)
significativo de 0,339. Para o indice de fixacdo devido a subdivisdo
(Fsr), foi verificado o valor significativo de 0,188, o que indica que
18,8% da wvariagdo alélica encontrada nas populagdes ndo ¢
compartilhada pelo conjunto das populacdes devido a subdivisdao. O
valor de Fgr é proximo ao valor obtido por Silva (2012) para os locos
SSR analisados nas popula¢des de C. xanthocarpa do Parana (Fsp =
0,19). Ao comparar o valor de F i, Silva (2012) obteve um indice menor
(Frr =0,21) utilizando os locos SSR.

Ferreira-Ramos et al. (2008), estudando a genética de trés
populagdes de E. uniflora a partir de locos SSR, verificaram o valor de
Fsr de 0,031, um valor considerado baixo, porém foi significativo no
estudo, indicando uma baixa diferenciagdo genética entre as populacdes.
Borsuk (2018) também verificou um valor considerado baixo e
significativo para o indice de diferenciacdo entre as populacdes de A.
sellowiana (Fsr=0,06).

De acordo com Hartl e Clark (2010), a estruturagdo genética pode
fazer com que ocorra fixagdo de alelos ou perda de alelos ao longo do
tempo, reduzindo assim a diversidade genética dentro das populagdes.
Sendo assim, em razdo do Fsr obtido neste estudo (0,188), destaca-se a
necessidade de mais de uma area para a conservacao da guabiroba, bem
como de agdes voltadas ao aumento do fluxo génico entre fragmentos,
como por exemplo, a criagdo de corredores ecoldgicos, a protecdo € a
manuten¢do da fauna e a prote¢do dos regenerantes nestas areas. Estas
acdes também poderao auxiliar na reducao dos efeitos negativos gerados
pela deriva genética e endogamia (f), que foi observado na maioria das
populagdes.

E importante salientar que a coleta excessiva de frutos para
consumo ou para beneficiamento na industria podera influenciar
negativamente o fluxo génico da espécie. Portanto, estratégias de
colheita devem ser levadas em consideragdo dentro de um contexto de
autoecologia e manejo sustentdvel para a conservagdo genética da
espécie. A adogao de praticas sustentaveis adequadas em cada realidade,
como por exemplo, a introdugdo de migrantes de outras popula¢des da
regido, poderiam trazer beneficios e até mesmo reverter estes quadros de
estruturag@o genética e altos valores do indice de fixagao.

A divergéncia encontrada entre as populagdes de Santa Catarina
poderiam ser explicadas devido ao isolamento por distancia. Entretanto,
ao realizar o Teste de Mantel, foi possivel verificar que a distancia
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geografica entre as populagdes explica muito pouco essa diferenciagdo,
sendo que o coeficiente de correlagdo foi de apenas 16% (Figura 5.2).
Os fatores historicos, evolutivos e ecologicos podem estar relacionados
a essa divergéncia observada, como por exemplo, a acdo humana
historica em cada regido e a propria presenca ¢ quantidade dos
polinizadores e dispersores em cada populacio (LOVELESS;
HAMRICK, 1984). Sendo assim, estudos que envolvam filogeografia e
ecologia da espécie em sua area de distribuicdo e ocorréncia se tornam
extremamente relevantes para compreender a interacdo entre esses
fatores.

A partir da andlise do dendrograma, foi possivel verificar a
formag@o de dois grupos, sendo um grupo formado pelas populagdes de
Coronel Freitas e Iomeré e outro formado por pelas populagdes de Sao
Joaquim e Sdo José do Cerrito. Aparentemente, com base nas distancias
genéticas, verificou-se uma estruturacdo entre as populagdes mais
conservadas versus as menos conservadas.

Foram verificados quatro alelos exclusivos (Tabela 5.7), sendo
dois em Coronel Freitas e dois em Sao José do Cerrito. Importante
observar que o alelo 355 do loco Cxant76 identificado na populagdo de
Coronel Freitas e o alelo 495 do loco Cxant50 identificado na populagao
de Sao José do Cerrito, também sdo considerados alelos raros, com
frequéncia alélica menor que 0,05. Silva (2012) também encontrou
alelos exclusivos nas populac¢des do Parana, sendo um deles considerado
raro, com frequéncia alélica inferior a 0,05. Estes alelos com baixa
frequéncia sdo vulneraveis aos efeitos de deriva genética, onde a longo
prazo estes alelos poderdo ser perdidos na populagio (KAGEYAMA;
GANDARA; SOUZA, 1998; HARTL; CLARK, 2007).

A maior parte dos alelos raros (Tabela 5.8) foi identificada na
populagdo de Sao José do Cerrito (AR=7), entretanto esta populacio ndo
apresentou indice de fixagdo significativo (f= 0,067; p<0,05), bem
como apresentou valor satisfatorio de diversidade genética e, portanto,
demonstra a importancia desta populagdo do ponto de vista de
conservacao in situ.

Porém, os dados chamam a atengdo para a populagdo analisada
no municipio de Coronel Freitas, onde o indice de fixacao foi alto e
significativo (f= 0,299; p<0,05), ¢ foi identificada a presenca de quatro
alelos raros e dois alelos exclusivos para essa populagdo, sendo que um
dos alelos exclusivos ¢ considerado raro (alelo 355, loco Cxant76,
frequéncia alélica 0,021). Pelo fato de haver um déficit de heterozigotos
em relagdo ao que se espera pelo HWE, o que resultou na estimativa
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elevada de f, ha indicativo de que estid ocorrendo deriva genética e
endogamia nessa populacdo. Pelo fato desta populagdo apresentar um
alto indice de diversidade genética e a presenca de alelos exclusivos,
reforca-se a importancia de promover agdes para aumentar o fluxo
génico entre os demais fragmentos objetivando contrapor os efeitos da
deriva genética e assim auxiliar na permanéncia dos alelos raros na
populagdo.

Considerando o conjunto das quatro populacdes, foi possivel
verificar a partir da AMOVA (Tabela 5.12), que 61% da variacdo
encontrada correspondem a variagdo dentro de plantas, enquanto que
22% da variagdo ¢é entre plantas e 17% entre populagdes. Este valor
corrobora com o valor de Fgr, onde foi verificado o valor significativo
de 18,8% de divergéncia entre as populagdes. Demais estudos com
espécies da familia Myrtaceae também reportaram o predominio da
variacdo genética dentro das populagdes. Utilizando marcadores ISSR
em C. xanthocarpa, Silva (2012) verificou que 66,9% da variagdo
genética € encontrada dentro das populagdes. Para o estudo com A.
sellowiana, Borsuk (2018), a partir da utilizacdo de marcadores SSR,
verificou que a maior parte da variagdo demonstrada pela AMOVA foi
dentro de plantas (75%), seguida por 24% entre plantas e 1% entre os
grupos por ele estudados. Zucchi (2002), utilizando marcador RAPD em
Eugenia dysenterica verificou que 72,97% da variabilidade genética esta
dentro de populacdes.

Com relagdo as andlises utilizando os cpSSR, neste estudo foi
verificado que o nimero de alelos por loco variou de dois a quatro
(Tabela 5.13). E com relagdo a diversidade haplotipica, foi possivel
observar grande variagdo entre as populagdes de C. xanthocarpa, onde o
menor valor de diversidade de haplétipos foi observado em Iomeré
(5=0,090) e o maior valor em Coronel Freitas (A=0,505).

Populacdo de Iomeré apresentou uma diversidade de haplotipos
extremamente baixa (2=0,090), principalmente devido ao loco Guabil1
que apresentou um uUnico alelo. Em Sdo Joaquim, o loco Guabi 11
também apresentou um unico alelo, entretanto o loco Guabi05
apresentou quatro alelos e gerou uma diversidade haplotipica superior,
fazendo com que a média entre locos ndo fosse tdo baixa quanto o valor
observado em lomeré (£=0,254).

Na familia Myrtaceae, Olkoski (2014) estudou a filogeografia de
A. sellowiana a partir de sequenciamento de 32 populagdes utilizando
marcadores cpSSR universais, onde obteve variacdo da diversidade de
haplotipos de zero a 0,615. Turchetto-Zolet et al. (2011), estudando a
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historia evolutiva de E. uniflora, a partir da utilizagdo de marcadores
cpSSR  universais, encontraram oito haplotipos e verificaram
diversidade haplotipica variando de zero a 0,733.

Na literatura, a maioria dos estudos baseados em marcadores
plastidiais utilizaram cpSSR universais, onde também encontram um
numero baixo de alelos por loco. Moreno et al. (2009), utilizando
marcadores cpSSR universais para estudar a estrutura genética espacial
em populacdes de Hymenaea stigonacarpa (Fabaceae; popularmente
conhecida como jatoba-do-cerrado) verificaram um ntimero alelos por
loco variando de um a seis. No estudo de Moreno et al. (2009), os
autores verificaram que uma das populagdes apresentou um unico
haplétipo, indicando que a populagdo foi fundada por uma unica
linhagem materna, evidenciando o efeito fundador. J& em outra
populagdo, Moreno et al. (2009) verificaram diversidade haplotipica
moderada (£=0,667) apresentando seis haplotipos.

Em outro estudo utilizando cpSSR universais em analises
genéticas em uma populacdo de Manilkara huberi (Sapotaceae;
popularmente conhecida como magaranduba), Azevedo et al. (2008)
verificaram de dois a quatro alelos por loco polimérfico e um alto valor
de diversidade para adultos (4=0,898) e regenerantes (4=0,986).

Angioi et al. (2009) utilizaram cpSSR universais em Phaseolus
vulgaris ¢ P. coccineus (Leguminosae), e verificaram que o numero de
alelos variou de um a oito por loco para P. vulgaris e de um a seis para
P. coccineus. Foram verificados valores médios de diversidade genética
de 0,31 e 0,30, para P. vulgaris e P. coccineus, respectivamente. Pereira
(2015) estudou a filogeografia de Manihot esculenta (Euphorbiaceae;
Mandioca) utilizando cpSSR universais ¢ também verificou um baixo
numero de alelos por loco, de dois a trés. Para cada loco, a diversidade
haplotipica variou de 0,007 a 0,360, e ao analisar por grupo de
variedade, o indice apresentou variagdo entre 0,034 a 0,147. Além disso,
Pereira (2015) verificou que o indice de Shannon em Manihot esculenta
variou de 0,023 a 0,567 para cada loco.

O indice de Shannon é um indice de diversidade genética
(LEWONTIN, 1972), e no presente estudo, o indice de Shannon variou
de 0,325 a 0,924 para o loco Guabi05 ¢ de zeroa 0,676 para o loco
Guabill, entre as quatro populagdes de C. xanthocarpa analisadas. As
populagdes de Iomeré e Sdo Joaquim apresentaram indice de Shannon
igual a zero para o loco Guabi 11, pois foi verificado apenas um alelo.

Ao observar a média dos dois locos plastidiais, os valores do
indice de Shannon seguiram a mesma tendéncia da média de diversidade
de haplétipos observada, onde o maior valor do indice Shannon foi
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observado na populagdo de Coronel Freitas (1 = 0,780), seguido por Sdo
José do Cerrito (/ = 0,712) e Sao Joaquim (I = 0,450). lomeré
apresentou o menor numero de alelos plastidiais para os dois locos
analisados, e, portanto, os menores indices de diversidade de haplotipos
e indice de Shannon (/= 0,163).

A partir da validacdo destes marcadores SSR plastidiais em C.
xanthocarpa, estudos evolutivos, de filogeografia, filogenético e de
fluxo génico poderao ser realizados na area de ocorréncia da espécie.
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5.5 Conclusoes

Os oito locos microssatélites nucleares se mostraram tteis nas
analises de genética populacional, os quais demonstraram valores do
Contetido de Informagéo de Polimorfismo (PIC) variando de 0,269 a
0,637. Os valores de heterozigosidade observada variaram de 0,313 a
0,436 e esperada de 0,376 a 0,508 entre as populagdes, sendo que trés,
das quatro populagdes apresentaram indices de fixacdo significativos
(Coronel Freitas, lomeré e Sdo Joaquim), indicando a ocorréncia de
deriva genética e endogamia nessa populacdo nessas populagoes.

Além disso, foram identificados dois alelos exclusivos na
populagdo de Coronel Freitas e outros dois alelos exclusivos na
populagdo de Sao José do Cerrito. Alelos raros foram identificados em
todas as populagoes.

A divergéncia genética entre as populagoes foi de 18,8%, onde a
maior parte da varidncia molecular se encontra dentro de plantas (61%),
0 que poderd ser agravado devido a coleta de frutos e consequente
redugdo de fluxo génico. Sendo assim, pelo fato da espécie apresentar
potencial comercial devido as caracteristicas de seus frutos, tornam-se
necessarias estratégias de colheita dentro de um contexto de manejo
sustentavel para a conservacdo genética da espécie. A¢des voltadas para
aumentar o fluxo génico entre fragmentos também sao indicadas, como
a formacdo de corredores ecologicos, protecdo e manutencao da fauna,
proteg¢do dos regenerantes. Estas acdes de manejo devem considerar os
resultados observados, sob o risco de aumentar ainda mais o indice de
fixagdo nas populagdes, a perda de alelos e a estruturacdo das
populagdes.

Analisando o conjunto de resultados, ha maior preocupagdo com
a populacdo de Coronel Freitas, visto que foram verificados alelos
exclusivos, raros e um alto indice de fixagdo. Assim, no decorrer das
geragdes, podera ocorrer perda da diversidade genética e alteragcdo da
estrutura genética desta populagdo, o que implica em menor capacidade
genética para colonizar novos ambientes.

Com a analise dos dois locos microssatélites plastidiais, foi
possivel encontrar diversidade de hapldtipos que variou de 0,090 a
0,505 entre as populagdes e indice de Shannon que variou de 0,163 a
0,780 entre as popula¢des. Além disso, a partir do loco Guabi05, foram
identificados dois alelos raros na populagdo de Sdo Joaquim. Utilizando
cpSSR, outros estudos poderdo ser realizados, como por exemplo
estudos evolutivos, de filogeografia, filogenético e de fluxo génico
poderdo ser realizados na area de ocorréncia da espécie.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este ¢ o primeiro estudo de desenvolvimento e caracterizagdo de
marcadores microssatélites nucleares e plastidiais espécie-especifico
para C. xanthocarpa com potencial aplicabilidade para outras sete
espécies de Myrtaceae (Acca sellowiana, Campomanesia aurea,
Eugenia pungens, FEugenia uniflora, Psidium australe, Psidium
cattleianum e Psidium grandiflorum).

Os marcadores de microssatélites recém-desenvolvidos para C.
xanthocarpa s3o uteis em estudos genéticos populacionais, onde com
este estudo foi possivel validar estes marcadores e gerar informacdes a
respeito da diversidade genética de quatro populagdes de guabiroba em
Santa Catarina.

Com a caracterizacdo e validagdo destes marcadores SSRs
espécie-especificos, outros estudos genéticos poderdo ser realizados
utilizando essas marcas e assim avangar na caracterizacdo genética da
espécie que se apresenta como um recurso nativo promissor e de
relevancia ecoldgica, porém ainda que incipientemente conhecido.

Pelo fato da guabirobeira estar distribuida em um contexto de
floresta altamente fragmentada, outros estudos em sua drea de
ocorréncia sdo essenciais para o futuro da conservagéo e uso sustentavel
dessa frutifera nativa promissora.
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APENDICE A - Distribui¢io das plantas dentro das populacdes
amostradas

Figura A.l1. Distribui¢do das plantas amostradas em Coronel Freitas, Santa
Catarina.

Google Earth

Figura A.2. Distribui¢go das plantas amostradas em Iomeré, Santa Catarina.
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Figura A.3. Distribuicdo das plantas amostradas em Sao Joaquim, Santa
Catarina.

Google Earth

Figura A.4. Distribuicdo das plantas amostradas em S&o José do Cerrito, Santa
Catarina.
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APENDICE B — Detalhamento do procedimento de extragio de
DNA proposto por Doyle e Doyle (1990), com modificacdes

Para a obtengdo do DNA das amostras foliares coletadas, foi
realizada a extragdo de DNA vegetal segundo protocolo CTAB proposto
por Doyle & Doyle (1990) com modificagdes. Em cadinho de cerdmica,
foram colocados cerca de 100 mg de tecido foliar previamente
desidratado em silica gel e posteriormente foi adicionado nitrogénio
liquido para a maceragdo do material. Cada amostra foi depositada em
microtubos de polietileno de 2 mL, onde foram adicionados 1200 pL de
tampdo de extracdo (CTAB 2%; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM
Tris-Cl pH 8,0; 2% polivinilpirrolidona e 2-mercaptoetanol 3,5%). A
mistura foi homogeneizada e os tubos foram incubados em banho-maria
a 60°C por 30 min, agitando as amostras a cada 10 min para o
homogeneizacdo da amostra. As amostras foram retiradas do banho-
maria e apds o resfriamento foram adicionados 600 pL de CIA
(cloroformio-alcool isoamilico 24:1), agitando as amostras por inversao
durante 5 min e posteriormente centrifugacao de 13500 g durante 5 min.
O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo onde o
procedimento com CIA foi repetido por trés vezes. Apds esse processo,
o sobrenadante foi novamente transferido para um novo microtubo e
entdo foram adicionados 50 pL de CTAB 10% (1,4 M de NaCl) e 600
pL de CIA, agitando as amostras por inversdo durante 5 min e
posteriormente centrifugagdo de 13500 g durante 5 min. Transferido o
sobrenadante para um novo microtubo, foram adicionados 2/3 do
volume da solugdo com isopropanol previamente refrigerado. As
amostras contendo isopropanol foram acondicionadas a -20°C por 12 h e
posteriormente foram submetidas a centrifugagdo de 4650 g durante 5
min. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado duas vezes com 1000 pL da solugdo de etanol 76% e acetato de
amonio 10 mM. As amostras foram agitadas por inversdo durante 1 min
e entdo centrifugadas por 1 min a 4650 g. Posteriormente, o pellet das
amostras foi lavado com 1000 uL de etanol absoluto, agitando por
inversdo durante 2 min e centrifugacdo por 1 min a 4650 g. O
sobrenadante foi descartado e as amostras foram submetidas a secagem.
O pellet foi ressuspendido com 50 pL da solugdo contendo agua ultra
pura autoclavada e 10 pg/mL de RNAse. Por fim as amostras foram
incubadas a 37°C por 60 min e posteriormente acondicionadas a -20°C.
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APENDICE C - Relaciio dos marcadores microssatélites testados

Planilha 1. Relagdo das temperaturas de anelamento utilizadas nos 77 pares de marcadores microssatélites nucleares
desenvolvidos em Campomanesia xanthocarpa

Motivo Tamanho

Locus Sequéncia (5'-3") microssatélite (pb) T, (°C)

Cxant0l F: CGTAAATAAAGACAGAAAGGTGGA (GCT)4 277 55
R: TGGGATAGAAGCAAAGTAGTGATG

Cxant02 F: TTAGTTTCCCCGCTCACC (TCTT)s 474 55
R: CATCTTCCTTCCCGTTTGTT

Cxant03 F: GCCTCTCCTTCTTGCTTGCT (TCGG); 477 56
R: CCGCTTCTCCCATCTTTCTT

Cxant04 F: CGGAATCTGCTATTGGGTTAG (CTTT)s 234 56
R: CAACTGAACGGGAAGTGGT

Cxant05 F: CGACTTTTCCTCTCTCCTTTTT (CT)s 341 56
R: ATCCGCACTACAGCCAATC

Cxant06 F: AGAGAAAGGCAAGGGGTAGG (AG)s 473 50
R: AAAAAGCAAAATAGGGTAAACGAG

Cxant07 F: CCCTTATTCCCAACTCCCTTA (GAA), 331 TD 60

R: CTCTTTCTCTCTCCGCCTCA
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Cxant08

Cxant09

Cxant10

Cxantl 1

Cxantl2

Cxantl3

Cxantl5

Cxantl6

Cxantl7

Cxantl8

F: CTGTGCCGAGATGTGAGGT

R: GGGAGAAGGTTGTGAAGGTG

F: CGAGTTTTGGTTGATTCTATTCTTG
R: ATCGGTCAGTTGCTTTCGTT

F: CGATTCCACGGCTTCTTTT

R: AGGTTTCGGTGACTCTTCCTT

F: ACTTTGCCTGCTCTGTGGTC

R: GCTCTTTCTGTGATGCTATTTCG
F: TGACTGGCTTTCCTTTCG

R: TACTCCCGCTCTTGCTTTT

F: CCGCAGTTGTAGGAGAGTAGG
R: GGGAAGATGGAAGAGATTGGT

F: GTGAAGAGAGGATAAGAAAGAAGCA

R: GGGAAAGGAAGAGTTGTGTGAA
F: GCGAACAGAGCGAATGAAG

R: CCCGAAATGAAGGAAAAGGT

F: AATCAACCGAGCCAGCAG

R: GACGACGGAATGGAAGAAAA

F: GCTGGTGGGTGGTCATTT

(GGTC);

(AGA),

(CAAG),

(CTTT),

(AAG)4

(ACTC)s

(AGAA);

(AT)s

(CTT),

(GAAA);

168

358

420

497

371

181

187

496

355

357

55

TD 60

TD 60

TD 60

TD 54

55

55

TD 60

TD 54

50



Cxant19

Cxant20

Cxant21

Cxant22*

Cxant23

Cxant24

Cxant25

Cxant26*

Cxant27

R: GTTTCCGTCTGTCTCGTCTCT

F: GGTTCCGTTCTGTTCTCTCTC

R: CTCATACTCCTCCCCTCATTC

F: CCCTTCCCTTTGTGTCTCTC

R: AGTGTGTTCCCATTCCTTCC

F: GCGAGCAGAAGCAAGGTTAT

R: CGGAATGGATGAGCGAAG

F: GCTTGGTGGTGCCTCTCTC

R: GCTCTTCCCTTTGCCTCTCT

F: ATCCCCGACCCTAATGAATG

R: GAAAGCCCAGCGACCAAG

F: TCCAAGAATACGACAAACCTG
R: CGAACTGAACTAAAACCTACCC
F: GCCAGATGACCCAGTTCG

R: TCGCTCAGTTCACACACAAGTT
F: ATGCAAAATCCCTACGTGCT

R: ATGACACATTTCGGCTGTGA

F: CAAAAAGAGAAAGTGGTGAGAAGA
R: ATGGCGGAAGGATAGATGTT

(ATTC),

(ATC),

(TC)s

(TCCA);

(GTCA),

(AAAG)

(CGAT);

(ATCG)s

(TA)s

338

151

477

209

215

314

167

162

370

55

55

55

57

55

TD 60

*k

57

55
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Cxant28

Cxant29

Cxant30

Cxant31

Cxant32

Cxant33

Cxant34

Cxant35

Cxant36*

Cxant37

F: GCATCTTTCTCCCATTCTTTTC

R: TATTCCTTCGGCTTTCTCTCTT

F: GCAAGCCAAAACCTACTCCT

R: TTCTATCCTCAACCTCCATCC

F: GCTTTCCACTAACACTAAGGACACT
R: GGCAGGCGAATCAAGAGA

F: GCTCGCTTCGCTTCTTCA

R: ATCCCTGCCCTGTTTTCC

F: CTGGCGTGTTAGGTGAAAAA

R: CGAGTTGGGGTAGTGAGGAG

F: AAGACGAACGGAGCAATAGAAG
R: AGGAGACAGCGAGTGGAGTG

F: CTGACACTAATCCCACACAGTTG
R: TATGGCTTCTGCCCACAGTA

F: GACCGCAAACGAAGGATG

R: CGAAACTGGAAGGAGAAACAA

F: TTCCCGCCTAACCCTAATG

R: GTCAAATCTCGCTCCTCCAA

F: TCAAGAGCACAGAACAGAGGAAA

(AAAG)

(TAGC)s

(CAG),

(TA)s

(TCCT)s

(AAGC)s

(AG)s

(CGGC);

(AAG)4

(TTA)q

271

252

172

378

463

346

175

273

323

396

TD 60

55

55

TD 60

TD 54

TD 60

56

TD 60

57

50



Cxant38

Cxant39

Cxant40

Cxant41

Cxant42

Cxant43

Cxant44

Cxant45

Cxant46

R: TCACGCCCAGAGGAAGGT

F: CCAGAAGGGAGGAGAGGAG
R: AGGAAAAGCAAGCAAAGACC
F: TCGTTTATTCGCTTGGTTAGA
R: GGGTTGGAGGTTCAGGTT

F: AGGCGTAGCAGCATTGAGA
R: CATAAGCAGCAAGCAAGGAG
F: TATCGCAGAGGCACAAGTTC
R: ATCGGGACGCAAAGAGATTA
F: GGCAGAGATGGAGGAGAGC
R: CAAAATAGAGATAGCAAAAGGCAAG
F: CTTGCTCTTTCCCCTTTCG

R: TCTGTCTTTACTCCCCTTCTGC
F: GGCTACGGCTCTCCTTCC

R: CATCTCCTTCGGCTCTCTGT

F: GCCTTTCGCCTTTTCATC

R: CCCCAGTTTCCTTTCTTTTG

F: GACCCCTTGACGACTTGAGA
R: CGTGCCTTGTTACCTTTTGC

(CTT)4

(TGAA);

(TTC)4

(AAAG);

(AT)s

(AGTC);

(CAAG);

(CTT)4

(TTG)s

416

249

194

376

170

474

330

236

253

TD 60

TD 60

55

TD 60

57

TD 60

TD 60

TD 60

57

111
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Cxant47

Cxant48

Cxant49

Cxant50*

Cxant51

Cxant52

Cxant53

Cxant54

Cxant55

Cxant56

F: AGCCAGTAAGCCAGCAAAC
R: GTTCTTCTCGGGTGGTTGAT
F: GGGAGTTTCTGGGTTTGTTG

R: GCATGAAAGAATAAATAAAAATGCAA

F: AACAAATACAGCACAAGCAACC
R: AGCCAGAAGAGCAAAGCAAC

F: CGCACAACCAGCACAAAAC

R: CTATCACCGAGGGAGGCAAG

F: AATGAGTAGGGCTGGTGGAA

R: GAGTTGGGTCTGGAGTTGGT

F: AGAAGACCAACCGAAGACG

R: AGGCTGCAATCATATAACCTTC
F: CTGGACTGACTTTTGCTTTTG

R: TGAGATTGTAGATTGGATAGAGGA
F: CATCTCCTTCTCCTCTTGCTG

R: GCCTCTGCTGTTTGTGGTATT

F: CACAATGATGAGCGACACAA

R: TTGACACCACAAGGGAAAAA

F: ATTATGCCTTGCGGTATGCT

(CAG),

(TA)s

(TTCT)s

(CTTT);

(AGO)s

(TTGA);

(TCA)s

(ACA),

(TGA)s

(TG)s

333

127

441

477

181

244

367

488

301

228

TD 60

kk

50

66

55

TD 60

50

54

TD 60

kk



Cxant57

Cxant58

Cxant59*

Cxant60

Cxant61

Cxant62

Cxant63

Cxant64

Cxant65

R: CACCCTTGTCTCTCCGATTT

F: TCGCTCACTTTCGGCTTC

R: GTTCGTTTCTTCATTTTCCTTTGT
F: TCATACCAACACACAAAACAGGA
R: TCAAGGCAAAACCGCAAG

F: GAGGGACTTTCAGTTTGTGTGTC
R: GACCGTTTCCAACATTTCCA

F: TCTAAGGACCACCCACGATA

R: GTTACTGTTCACCCGAGAGC

F: AAGAAGCAAGCCACCGTATCTC
R: ACGCCGAGGGAGGAAAGTAG

F: GCAAAAATAGGCTCGCAAA

R: GGAGGATAAAAACGGAAGCA

F: GCGAGAGAGAGGGAGAGTGG

R: CAAGCCCATCAAAAAGGACA

F: GCAATAGAAGAAGCGAAAAACA
R: TCAAGAAAACCCACAACAAGAG
F: TTGCTTGCTCGTCTATCAGC

R: CCGTTGTCGGGGAACTATT

(TCG),

(CTT)s

(GAo

(TCAA);

(GCO)q

(TC)s

(GA)s

(AGAA);

(AAT)s

171

265

230

107

110

299

240

354

209

113

TD 67

50

55

ek

TD 60

TD 60

TD 60

kk

TD 67
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Cxant66*

Cxant67

Cxant68

Cxant69*

Cxant70

Cxant71

Cxant72

Cxant73

Cxant74

Cxant75

F: GCGAGACCATAAGCCACTAC

R: TGAGAAGGAGACACACACAAAT
F: CAGCAAAATACAAAGAAAGGAAG
R: AAAAGGGAAGGAGCGTGA

F: GCTGTTGTTTTGGCTTTGTCT

R: CATTTGTGGTGGAGGAGGA

F: CCCAACACTCTCCACAATCC

R: TCCTTCCCTCTTCTCTCCATC

F: GGAGAGAAGAGGGAAGGAGA

R: CATAAGCAGAGAGAAGGAGAAGA
F: CTGCTCCCATTATTTACGGTTC

R: CTCAGCCAGTGTTGCGTCT

F: CAGGCAGAACAGGAGCAGA

R: CGTGAAAACAAAAGAGGAAAGC
F: CCCGTTTTTCCTATTCCTTT

R: CTCTGCTCTGTCTCCTTCCTT

F: CATTGGAGAGAAAGGGGAAA

R: TGGGCTGAAATCTGAAAGTG

F: ACCCATTTTCTTTGCCTTCC

(AGA),

(AC)s

(TC)s

(GA),

(GCT)s

(CT)s

(TTAA)

(AG)s

(GA)s

(GA)

211

449

249

294

242

150

443

336

275

195

57

50

TD 60

60

TD 60

54

TD 60

kk

TD 60

TD 60



Cxant76*

Cxant77

Cxant78

R: TGACACCTCATCCAGTTACACAA
F: ATGTTTTTGTGCGTTCTGG

R: TTGACCTTTGTTCCTCTTCCT

F: TTATGCTCGTCGTGTCCTTT

R: AAGTTTCGTTTTATGGATGTTCC
F: CATTTTCTGTGGTTTCCCTGA

R: GCCCTTGGATTGCTGTTG

(AAG)s

(TCTT)s

(CAG),

336

292

272

60

115

TD 60

TD 60

Notas: F= sequéncia forward; R= sequéncia reverse; Ta = temperatura de anelamento; *=SSR polimorficos; **SSR que nio

apresentaram produto de amplificacdo; Para programa TD, ver Apéndice D.

Planilha 2. Relacdo das temperaturas de anelamento utilizadas nos 12 pares de marcadores microssatélites plastidiais
desenvolvidos em Campomanesia xanthocarpa

Locus Sequéncia (5'-3") micll\'/f)(;gavt(:’eli te Regido Ta?;?:)lho (;FC“)

Guabi0l F: GGGTATAGGAAGTCATGTTGTCG (Ao psbA-trnK-UUU 305 55
R: AGCGATTGGGTTGAAATGAA

Guabi02 F: CACGACGCAATCAAAACATC (Ao trnK-UUU-rps16 226 55
R: TGGGTTCGTTCGATTTCTTG

Guabi03 F: GAATTAAACCTAAACCTCCGTGA (Ao rps16-trnQ-UUG 192 55
R: TCCAATGACAATTGTTCAGTCTATC

Guabi04 F: GTCCACTCAGCCATCTCTCC (A1 trnS-GCU-trnR-UCU 180 53
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Guabi05*

Guabi06

Guabi07

Guabi08

Guabi09

Guabil0

Guabil 1*

Guabil2

R: TTTTCTTTATCTAAATGGGATTGC
F: TTCTCGTGATTTGTATCCAAGG
R: TGCTTCAATCTTTCCTATCGAA
F: AAGCAAGCCCAACAGCTAAC

R: TCCCGTCGATAGGAACTAAAAA
F: GCCAAGCAGGAATTTTAGGA

R: TTTAGCCCAAGGTAATGTATGTG
F: ATGAACTCCCGCTTCCATC

R: GGGTTTTGGATCGTGTATCG

F: ATGAACGGCGGAATAAAGAA

R: TGGTACCCAATCGGATTAGAA

F: GCAAATCCTTTTTCCCCAGT

R: TATGAGAGCCCTTCCACCAC

F: TTGATTCAGGGAACAAATTCAA
R: TGGCTAGTGTGGTTCATTCAG

F: CGAATGGGATAGAATTCCAAAT
R: GCGATTCCAATTCAATTTACA

(Tho
(Ao
(T
(Tho
(Ao

(CTTG)s
(ATTA),

(Ao

trnS-GCU-trnR-UCU
atpH-atpl
atpH-atpl
rps2-rpoC2
rpOB-trnC-GCA
trnC-GCA-petN
trnE-UUC-trnT-GGU

psbZ-trnG-GCC

201

246

190

184

183

249

225

250

55

55

55

55

55

58

57

55

Notas: F= sequéncia forward; R= sequéncia reverse; Ta = temperatura de anelamento; *=SSR polimoérficos
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APENDICE D — Configuracio do programa TD (touchdown)

Planilha 3. Configuragdo do programa de amplificacdo via PCR em
Termociclador para rea¢des TD 54 - touchdown

Ciclos Etapas Temperatura Tempo
Desnaturagdo inicial 94°C 3 minutos
Desnaturagéo 94°C 30 segundos

6 Anelamento 54°C (-1°C a cada ciclo) 30 segundos
Extensdo 72°C 60 segundos
Desnaturacao 94°C 30 segundos

30  Anelamento 49°C 30 segundos
Extensdo 72°C 60 segundos
Extensdo final 72°C 30 minutos

Planilha 5. Configuracdo do programa de amplificagdo via PCR em

Termociclador para rea¢des TD 60 - touchdown

Ciclos Etapas Temperatura Tempo
Desnaturacio inicial 94°C 3 minutos
Desnaturagéo 94°C 30 segundos

6  Anelamento 60°C (-1°C a cada ciclo) 30 segundos
Extensdo 72°C 60 segundos
Desnaturagéo 94°C 30 segundos

30  Anelamento 54°C 30 segundos
Extensdo 72°C 60 segundos
Extensdo final 72°C 30 minutos

Planilha 4. Configuracdo do programa de amplificagdo via PCR em

Termociclador para reagdes TD 67 - touchdown

Ciclos Etapas Temperatura Tempo
Desnaturagdo inicial 94°C 3 minutos
Desnaturacao 94°C 30 segundos

6  Anelamento 67°C (-1°C acadaciclo) 30 segundos
Extensdo 72°C 60 segundos
Desnaturacao 94°C 30 segundos

30  Anelamento 61°C 30 segundos
Extensdo 72°C 60 segundos
Extensdo final 72°C 30 minutos
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APENCIDE E — Protocolo de eletroforese de gel desnaturante de
poliacrilamida proposto por Albright e Slatko (2000), com
modificacoes

Antes de iniciar a montagem das placas no sistema de
eletroforese vertical PROTEAN 11 xi Cell (BIO-RAD), lavar
cuidadosamente as placas de vidro, os espagadores e os pentes com agua
destilada e 4alcool 70% e secar com lenco de papel. Proceder a
montagem das placas seguindo a recomendagdo do fabricante. Neste
protocolo serdo descritos os procedimentos utilizados para um conjunto
de placas de vidro de 18,3 cm x 20 cm (outer glass plate) e de 16 cm x
20 cm (inner glass plate), com espagador de 1 mm.

Gel grande (40 mL), concentracdo de 8%:

1. Na capela, adicionar 19,2 g de ureia, 10,66 mL de solugdo
poliacrilamida (30% acrilamida/bisacrilamida 29:1) e 8 mL de
TBE 5X e manter sob agitagdo em banho-maria até dissolver
totalmente a ureia. Completar com agua destilada para o volume
final de 40 mL.

2. Em uma bisnaga, adicionar a solucdo de acrilamida, adicionar 30
uL de TEMED (tetramethylethylenediamine) ¢ 600 pL de
Persulfato de Amoénio (PSA 10%). Agitar a solugdo por 15 s,
aplicar a solucdo rapidamente entre as placas de vidro e inserir o
pente no gel. Aguardar a polimerizacdo do gel (cerca de 1 h).

3. Apos a polimerizagdo, retirar o conjunto da base de montagem e
retirar o pente do gel. Proceder com a lavagem dos pogos
utilizando TBE 1X.

Eletroforese:

1. Acoplar o conjunto de vidros no sistema de eletroforese vertical e
adicionar 350 mL de TBE 1X na cuba superior até o cobrimento
dos eletrodos. Adicionar TBE 1X na cuba inferior do sistema até
atingir pelo menos a parte inferior do conjunto de vidros

2. Realizar uma pré-corrida de 1 h para aquecer o gel e limpar os
poros com residuos de uréia (um gel: constante 20 mA; dois géis:
constante 40 mA)

3. Ap6s finalizar a pré-corrida, iniciar a preparacdo das amostras
para pipetar no gel. Em uma placa de PCR, adicionar 2 pL de
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produto de PCR e 4 puL de tampao de corrida. Em algumas células
da placa, adicionar 0,5 pL de Ladder 10 pb e 4 pL de tampdo de
corrida.

4. Proceder com a desnatura¢do das amostras: em Termociclador,
programar 94°C durante 10 min e logo em seguida manter as
amostras em gelo por 5 min.

5. Aplicar as amostras e o Ladder no gel e iniciar a eletroforese a
uma corrente elétrica constante de 20 mA para apenas um gel e
40 mA para dois géis.

6. Para amplificagdes com cerca de 150 pb, a corrida pode durar por
cerca de 5 h. Para amplificagdes acima de 300 pb, o ideal é deixar
a corrida por cerca de 8h30. Ao finalizar o tempo de eletroforese,
desligar o aparelho e desmontar cuidadosamente o sistema de
vidros.

Coloracio do gel:

A coloracdo do gel segue o protocolo proposto por Sanguinetti;
Dias-Neto; Simpson (1994):

1. Cuidadosamente, retirar o gel do sistema de vidros com auxilio
de uma piceta contendo agua destilada e coloca-lo em um
recipiente sobre a mesa agitadora.

2. Adicionar 200 mL de solu¢do fixadora ¢ 1,5 mL de solugdo de
nitrato de prata. Manter sob agitagdo no escuro por 5 min.

3. Descartar a solucdo fixadora e cuidadosamente realizar a lavagem
do gel por trés vezes com agua destilada morna

4. Em um Becker, adicionar 200 mL de solugdo reveladora
previamente aquecida e 750 pL de formaldeido. Despejar esta
solucdo no recipiente contendo o gel e manter sob agitagdo até o
momento em que as bandas e marcador de peso molecular
(Ladder) aparecam nitidamente.

5. Por fim, descartar a solugdo reveladora ¢ adicionar 200 mL de
solu¢do fixadora

6. Ao finalizar a coloracdo, os géis podem ser digitalizados em
scanner.

Protocolos das solugdes:

a) Persulfato de amonio (PSA 10%): Em um tubo tipo falcon,
adicionar 10 mL de agua destilada e 1 g de Persulfato de
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b)

Amonio. Manter sob agitacdo com auxilio de um vortex e
posteriormente fazer aliquotas de 600 e armazenar a -20°C.

Tampao de corrida: Em tubo falcon, adicionar 9,8 mL de
Formamida Hi-Di, 125 pl de EDTA 0,5M (pH 8), 0,005 g de
azul de bromofenol e¢ 0,005 g de xilenocianol. Manter sob
agitacdo com auxilio de um vortex e fazer aliquotas da solugéo
em microtubos. Armazenar as aliquotas a -20°C.

Solugao fixadora: Em uma proveta, adicionar 6,67 mL de acido
acético, 160 mL de etanol e completar para 1000 mL com agua
destilada.

Solugdo reveladora: Dissolver 22 g de NaOH (hidréxido de
sodio) em 1000 mL de agua destilada.

Solugao nitrato de prata: Dissolver 1 g de nitrato de prata em 5
mL de agua destilada. Reagente sensivel a luminosidade.
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