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RESUMO 

Este trabalho analisou o tamanho do genoma de Plinia edulis (Vell.) Sobral, conhecido como 

cambucá, utilizando citometria de fluxo, e validou in silico marcadores moleculares. Para isso, 

foram realizados testes de citometria de fluxo visando à caracterização do valor 2C e, 

paralelamente, uma comparação entre softwares de análise de dados, buscando identificar uma 

alternativa gratuita e eficiente. Além disso, foram realizadas prospecções de marcadores 

moleculares SSR com o auxílio de diferentes softwares e caracterizações via BLASTn. Os 

resultados da citometria de fluxo não puderam ser concluídos devido à manutenção do 

equipamento e à ausência de um padrão interno mais adequado para P. edulis. Entre os 

softwares analisados, Flowing Software 2.5.1 e MACSQuantify™ Software 3.0.2 destacaram-

se como as ferramentas mais eficientes, embora o último apresente uma interface de difícil 

utilização. Quanto aos marcadores, foram desenvolvidos 17 marcadores moleculares 

promissores, a maioria correlacionada com mRNA e com tamanhos adequados, oferecendo 

novas ferramentas para estudos genéticos de Myrtaceae. Apesar das limitações técnicas, este 

joga luz sobre lacunas de conhecimento e demonstrando o potencial da integração de 

abordagens biotecnológicas e experimentais para o entendimento da biodiversidade. 

Palavras-chaves: Bioinformática; cambucá; validação; Myrteae; microsatélite. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

This study analyzed the genome size of Plinia edulis (Vell.) Sobral, also known as cambucá, 

using flow cytometry and validated molecular markers in silico. For this purpose, flow 

cytometry tests were performed to characterize the 2C Value and, in parallel, a comparison 

between data analysis software programs was performed, seeking to identify a free and efficient 

alternative. In addition, prospecting for SSR molecular markers through different softwares and 

characterizations via BLASTn were performed. The flow cytometry results could not be 

concluded due to equipment maintenance and the absence of a more suitable internal standard 

for P. edulis. Among the software programs analyzed, Flowing Software 2.5.1 and 

MACSQuantify™ Software 3.0.2 stood out as the most efficient tools, although the latter has a 

difficult-to-use interface. Regarding the markers, 17 promising molecular markers were 

developed, most of them correlated with mRNA and with adequate sizes, offering new tools 

for genetic studies of Myrtaceae. Despite technical limitations, this sheds light on knowledge 

gaps and demonstrates the potential of integrating biotechnological and experimental 

approaches for understanding biodiversity. 

Key-words: Bioinformatics; cambuca; validation; Myrteae; microsatellite. 
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1 INTRODUÇÃO 

Myrtaceae possui aproximadamente 132 gêneros e 5950 espécies no mundo 

(Christenhusz; Byng, 2016) e 23 gêneros e 1.034 espécies no Brasil sendo 12,7% dessas 

endêmicas no país, além de ser uma das 10 maiores famílias de angiospermas em território 

nacional. (Zappi et al., 2015). Entre elas existem membros de interesse econômico, como o 

gênero Plinia (Franzon et al., 2009), com cerca de 80 espécies no mundo (Govaerts et al., 

2008), qual foi inicialmente descrito por Plumier em 1703 (Plumier; Tournefort 1703), o nome 

sendo uma homenagem a Plínio, O Velho, e só tendo descrição formal em 1753 com a espécie 

Plinia pinnata L. (Linné, 1753). 

Mesmo tendo estudos que datam a séculos atrás e com grande potencial nutracêutico 

e farmacológico, continua sendo um gênero negligenciado. Exemplo disso é a Plinia edulis 

(Vell.) Sobral, espécie com grande atividade antioxidante (Štěpánková, 2024; Ishikawa et al., 

2008), gastroprotetoras (Rosa et al., 2017) e parte da medicina tradicional caiçara (Ishikawa et 

al., 2008), mas que frequentemente tem o suas ameaças de extinção negligenciadas. Isso ocorre 

mesmo com seu grande potencial para consumo sustentável, considerando que o uso comercial, 

ao preservar as sementes e retirar pouca biomassa da planta, não exerce pressão significativa 

sobre a população natural (Lima et al., 2020). Ademais, o uso desta espécie, por ser nessas 

condições, pode ser usado na preservação do germoplasma por meio de propagação. Entretanto 

não se possui informações sobre sua genética como o tamanho de seu genoma diploide ou 

possíveis marcadores moleculares, como os marcadores moleculares de Sequências Simples 

Repetidas (SSR), impossibilitando estudos mais aprofundados. E de acordo com Dos Santos et 

al. (2021), são necessários mais estudos com abordagens moleculares, tanto para resolução de 

incertezas filogenéticas, quanto para avanços na tecnologia de micropropagação. 

Saber o tamanho do genoma é importante, uma vez que genomas maiores são 

correlacionados com divisão celular mais lenta, maior consumo de nutrientes para replicação 

do DNA e maior volume tanto do núcleo quanto da célula (Gregory, 2001). Além do mais, o 

tamanho do genoma é uma informação necessária para determinar se houve a duplicação do 

genoma completo evento que ocorreu cerca de 50 vezes independentemente na evolução de 

angiospermas (Landis et al., 2018) podendo ser de um “beco sem saída”, até surgimento de 

novidades evolutivas e possível aumento da complexidade biológica a longo prazo (Van De 

Peer; Mizrachi; Marchal, 2017). Em suma, descobrir o Valor 2C é um passo necessário que 

possibilita futuras pesquisas variando de determinar o quanto se falta sequenciar do genoma, 

descrever o processo evolutivo de taxa, até inferir questões metabólicas. E no caso de 

Myrtaceae, poucos gêneros e espécies da família possuem o tamanho de seu genoma descrito, 
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acima de que existem níveis de discrepância entre valores estimados na literatura especializada 

(Grattapaglia et al., 2012). Mesmo assim, um estudo com citometria de fluxo demostrou que a 

maioria das espécies estudadas possuem o Valor 2C entre 0,4 e 0,6 picogramas (pg), entretanto 

no mesmo estudo se levanta a dúvida sobre a ocorrência ou não de redução do genoma nuclear 

em Plinia (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008). Vale ressaltar que estudos mais recentes 

encontraram espécies de Myrtaceae com uma maior quantidade de genoma como 1,37 pg 

(Carvalho; Carvalho; Soares, 2017). 

A citometria de fluxo, nesse contexto, consiste em medir a fluorescência emitida pelos 

núcleos das células suspensas em fluido quando são atingidas por feixes de luz ao passar pelo 

citômetro. Esse teste é comumente e preferencialmente utilizado para se descobrir o tamanho 

do genoma de diferentes grupos de seres vivos como animais, fungos e plantas. Esse tipo de 

teste é utilizado para se calcular o Valor 2C — quantidade de DNA do genoma diploide, 

geralmente dado em pg ou mega pares de base (Mbp) — (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008; 

Doležel; Bartos, 2005; Doležel et al., 2003; Doležel, Greilhuber e Suda, 2007; e Fritsche, 2012).  

Todavia, encontrar um software gratuito e eficiente é uma tarefa significativamente desafiadora. 

Já os marcadores moleculares são ferramentas essenciais para estudos genéticos, sendo 

amplamente utilizados para caracterizar variações em populações para o manejo florestal e 

conservação, assim como para melhoramento genético em diferentes espécies. Sendo 

amplamente aplicados em Myrtaceae, o tipo de marcador molecular mais comumente utilizado 

são os SSR, também conhecidos como microssatélites. Inclusive a transferência desses 

marcadores entre as espécies de Myrtaceae é suficientemente eficiente para viabilizar estudos 

genéticos em toda a família. Algo visto com o sequenciamento do genoma de Eucalyptus 

grandis W.Hill ex Maiden, apesar disso apenas 4 das 17 tribos de Myrtaceae possuem 

marcadores SSR catalogados (Grattapaglia et al., 2012). Prospectar e validar marcadores SSR 

in silico possibilita redução do tempo e recursos gastos por melhor selecionar previamente os 

marcadores.  

Neste trabalho se procurou averiguar o tamanho do genoma de P. edulis, tal qual 

apontar uma alternativa gratuita e efetiva de software de análise de dados, por fim se validou in 

silico marcadores SSR.  

 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Validar marcadores SSR in silico, caracterizar o tamanho do genoma e estabelecer 

diretrizes para o estudo da espécie P.edulis. 
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Produzir resultados preliminares sobre o Valor 2C de P. edulis. 

● Determinar o melhor software para análise de dados de citometria. 

● Prospectar in silico marcadores genéticos para a espécie P. edulis. 

● Redução de custos e melhores condições de delineamento para futuras pesquisas. 

 

3 MÉTODO 

Para a realização deste trabalho foi efetuado o cultivo de plantas de P. edulis e Solanum 

lycopersicum L., cultivar ‘Stupické’ para obtenção de material para citometria de fluxo visando 

determinar o tamanho do genoma (Figura 1). Além de determinar o tamanho do genoma foi 

realizada a validação in silico de marcadores moleculares SSR utilizando diferentes softwares 

(Figura 1).  
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Figura 1 – Resumo do método utilizado neste trabalho com a diagrama de fluxo para a 

validação dos marcadores SSR e da citometria de fluxo 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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3.1 CULTIVO E OBTENÇÃO DE MATERIAL 

Foi utilizado de sementes de P. edulis coletadas em diferentes sítios de Santa Catarina. 

Para o cultivo, realizou-se o despolpamento dessas sementes com um processo de desinfestação 

baseado em Jobim (2014) com modificações:  1 minuto submergido em álcool 70%, indo para 

15 minutos em NaClO 2% com agitação e 30 minutos em água destilada. Depois foram 

mantidas in vitro em meio ágar até o surgimento de folhas saudáveis e depois serem passadas 

a vasos comuns com câmara úmida para a aclimatação. Sendo então colocadas em estufa tipo 

túnel seco para crescimento. 

Para determinar o tamanho do genoma da P.edulis se é necessário um padrão de 

referência e, por isso, se foram cultivadas sementes de S. lycopersicum ‘Stupické’ gentilmente 

cedidas por Dr. Jaroslav Doležel do Instituto de Experimentação Botânica da Academia de 

Ciências da Tchéquia que foram cultivadas em vasos comuns numa estufa tipo túnel seco para 

crescimento junto às P. edulis como pode ser observado na Figura2. 

Figura 2 – Germinação in vitro de P. edulis à esquerda e cultivo de plântulas de S. 

lycopersicum ‘Stupické’ à direita  

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 3 – Cultivo de P. edulis com câmara úmida e S. lycopersicum ‘Stupické’ em túnel seco 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Notas: existem outras plantas também sendo cultivadas, mas um exemplo S. lycopersicum ‘Stupické’ 

podem ser diferenciados pela presença de tubos falcon com a tampa vermelha, já os com a tampa azul são Pisum 

sativum L. 

 

3.3 CITOMETRIA DE FLUXO 

3.3.1 Preparo de material 

No intuito de descobrir o tamanho do genoma de P. edulis por meio do Valor 2C. 

Mudas desta planta foram cultivadas junto às de S. lycopersicum ‘Stupické’, sendo esse segundo 

usado como padrão de referência (2C = 1.96 pg DNA) para a retirada de material genético pelas 

folhas (Doležel, Greilhuber e Suda, 2007).  

Após a retirada duma porção das folhas de ambas as plantas, cerca de cerca de 150 mg 

de tecido de folhas saudáveis foram picotados em pedaços menores com uma lâmina de barbear, 

sendo então mergulhados em 2ml de tampão Otto I para a redução dos compostos fenólicos. O 

procedimento foi feito tanto sobre o gelo e gelo gel artificial para manter temperaturas abaixo 

de 18º C. Após isso, a solução passará por um filtro de malha de nylon 40 μm (BD Falcon) para 

então ser centrifugada a 150g por 5 minutos a temperatura de 5 ºC. O sobrenadante foi removido 

e o pellet ressuspendido em 100 µL de tampão Otto I. A suspensão dos núcleos foi deixada no 

escuro por 30 minutos em 500 μL de Otto-II buffer (Otto, 1990) suplementado com 50 μg mL 

-1 de Iodeto de Propídeo (IP; Biotium) e RNase-A (Fritsche, 2012 e Costa; Dornelas; Forni-

Martins, 2008). 

A medição da fluorescência IP foi realizada com o citômetro de fluxo do Laboratório 

Multiusuário de Estudos em Biologia da Universidade Federal de Santa Catarina 
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(LAMEB/UFSC) modelo BD® FACSCanto™ II, equipado com Argon Laser de emissão de 

luz no comprimento de onda de 488 a 633 nm. A tensão do equipamento foi mantida constante 

durante as análises, os picos foram designados para canais específicos, assim como a posições 

dos picos das amostras e do padrão de referência foi estabelecido analisando a primeira 

execução com cada amostra separadamente. Enquanto à análise dos dados, diferentes softwares 

foram contrapostos para categorizá-los conforme sua performance, se fora realizado um 

histograma junto ao número de eventos para se obter resultados preliminares do Valor 2C. Para 

validação dos dados o experimento deve ser realizado em triplicata e em 3 dias distintos.    

Por fim, para a realização dos cálculos foi considerado que 1 pg DNA = 0,978 x 109 

bp (Doležel et al., 2003), o valor C do DNA seria calculado conforme a seguinte equação 

(Doležel & Bartos, 2005): 

Amostra 2C de DNA= (pico da média da amostra G1). padrão de referência 2C (pg DNA) 

                                                           (pico padrão das amostras de G1) 

 

3.3.2 Comparação entre os softwares 

Os programas selecionados para a comparação foram Floreada.oi (https://floreada.io), 

Flowing Software 2.5.1 (https://flowingsoftware.com/) e Macsquantify™ Software 3.0.2 

(https://www.miltenyibiotec.com/UN-en/products/macsquantify-software.html#160-003-800) 

fora utilizado somente um dos resultados da citometria para realização da contraposição, Dia 

1, onde se verificou a capacidade de se analisar os dados, assim como capacidade de customizar 

o gráfico para se obter melhor visualização dos dados. Os critérios para se avaliar esses 

programas foram estes (Beeston et. al, 2016): 

● Etapas para a instalação. 

● Gratuidade. 

● Presença em artigos científicos nos últimos cinco anos. 

● Possibilidade de acentuar a visualização de picos do gráfico por cores diferentes. 

 

3.4 MARCADORES 

Foram utilizados dados do genoma já sequenciado de P. edulis cedido por cortesia do 

Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV - UFSC), 

assembles foram utilizados para a prospecção, desenho e mapeamento dos primers e motifs para 

os marcadores se empregando o GMATA (Wang; Wang, 2016). Para então, com o uso de 

utilitários do pacote SPCR (Cao et al., 2005), foi realizada a validação desses marcadores por 

meio de simulação de PCR no SPCR 3.0 e, com o Simgel, a produção dos géis virtuais com 

https://flowingsoftware.com/
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base na simulação obtida. Os géis com a melhor visualização das bandas de interesse foram 

selecionados para verificação da existência de dois ou mais loci na região desejada ao verificar 

as sequências amplificadas (Silva, 2016 e Sarzi, 2017). Os critérios para selecionar os 

marcadores foram: 

● Alelos devem estar entre 100 e 800 bp. 

● Motifs devem apresentar um mínimo de 6 repetições se forem dímeros e trímeros, 5 repetições 

se forem quadrímeros ou pentâmeros. 

● Não apresentar loci sobrepostos. 

Após isso ocorreu a caracterização in vitro dos marcadores por meio do BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 CITOMETRIA DE FLUXO 

4.1.1 Resultados da citometria 

O genoma de S. lycopersicum ‘Stupické’ apresentar ser significativamente maior do 

que P. edulis, a ponto de aparecerem apenas seus picos (Figura 5). Vale ressaltar que não foi 

possível realizar as 3 repetições necessárias, uma vez que o citômetro de fluxo BD FACS Canto 

II ficou fora de operação devido a um erro de comunicação no carrinho de fluidos ocorrido 

durante a realização dos testes.  

Assim como um maior detalhamento dos dados obtidos pode ser visto na Tabela 1, 

relevante ressaltar que nos gráficos a Área de Dispersão Frontal de Luz (FSC-A) indica a luz 

captada pelo sensor frontal do citômetro, logo medindo a fluorescência emitida no eixo X, já 

no eixo Y está o número de eventos. Assim como o Coefiente de Variação (CV) encontra-se 

também na Tabela 1.  
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  Figura 4 – Gráficos produzidos no Macsquantify™ Software 3.0.2 apresentando os picos 

amarelo e pico vermelho do Dia 1 e o pico verde obtidos nos diferentes dias 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Notas: Uma vez que a moda, a mediana e a média não apresentam grandes variações, significa que a média não 

está sendo enviesada. 

Tabela 1 – Tabela criada com bases nos gráficos da Figura 5 apresentando os valores obtidos 

para o pico 1 somente. 

Valores 
Dia 1 - pico 

amarelo 

Dia 1 - pico 

vermelho 
Dia 2 - pico verde 

Número total de eventos 50054 50054 26158 

Média FSC-A 40,55 98,34 51,56 

Valor 2C* 0,92 pg  

Fonte: Elaborado pelo autor 

Notas: Vale ressaltar que não foi possível obter a média do Dia 3 ou dois picos em todos os gráficos, logo foi 

impossível calcular o Valor 2C com alto grau de confiança. 

 

O cálculo utilizado pode ser descrito da seguinte maneira:  

Média de G1 amostra = Média FSC-A de pico amarelo e pico verde = (40,55+51,56)/2 = 46,05 

Média de G1 padrão = Média FSC-A de pico vermelho = 98,07. 

(Média de G1 amostra/ Média de G1 padrão). (Valor 2C de referência) =  

(46,05/98,07).1,96 = 0,92  
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É de extrema importância ressaltar que devido à falta das triplicatas, se torna 

impossível calcular com confiança o Valor 2C, sendo o valor aqui obtido somente um 

resultado preliminar. O pico vermelho foi considerado G1 padrão uma vez que seu valor de 

fluorescência é similar o encontrado para o mesmo cultivar por Carvalho, Carvalho e Soares 

(2017). E tanto o pico amarelo quanto o verde foram agrupados juntos por possuem a média de 

FSC-A similar. 

 

4.1.2 Resultados da comparação entre softwares 

Os resultados obtidos da comparação podem ser visualizados na Tabela 2 e no Quadro 

1, a primeira apresenta os dados obtidos pelos softwares e o segundo descreve a comparação 

com base nos critérios estabelecidos. Assim como uma exemplificação dos gráficos que podem 

ser produzidos nos softwares se encontra na Figura 5. 

 Figura 5 – Exemplo de gráficos produzidos pelos diferentes softwares e como seus picos 

podem ser diferenciados 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

Tabela 2 – Tabela criada com bases nos gráficos da Figura 6 fazendo para comparação de 

valores obtidos nos softwares  

Software Floreada.Oi 
Flowing Software 

2.5.1 

 Macsquantify™ 

Software 3.0.2 

Número de 

eventos de pico 1 
14817 9435 8164 

Número de 

eventos de pico 2 
12602 7187 7468 

Número total de 

eventos 
50054 50054 50054 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Notas: dos valores calculados pelos softwares, o Floreada. Oi é o que apresenta maior discrepância e diferente do 

que se geralmente espera encontrar com os dados obtidos na espécie apontada. 

 

Quadro1 – Comparação entre os softwares com base nos critérios propostos no item 3.3.2 

Software Floreada.oi 
Flowing Software 

2.5.1 
MACSQuantify™ Software 3.0.2 
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Etapas para a 

instalação 

É realizado pelo 

site somente 

precisando de ter 

acesso a internet. 

 

 

Necessita se ir ao site — 

logo precisa de acesso à 

internet — sendo que a 

instalação ocorre por 

meio do Gerenciador de 

Instalação.  

 

 

Necessita se ir ao site — logo precisa de 

acesso à internet — sendo que a 

instalação ocorre por meio do 

Gerenciador de Instalação. Além de que 

tem de se realizar o cadastro para 

acessar (pode ser mantido o cadastro 

padrão, usuário e senha: 

first_setup_account) 

 

Gratuidade Sim Sim Sim 

Presença em 

artigos 

científicos 

últimos 5 

anos 

Não Sim Sim 

Possibilidade 

de acentuar 

picos do 

gráfico por 

cores 

diferente 

Não 
Sim, mas não na mesma 

aba. 
Sim 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.3 MARCADORES E PRIMERS 

Os primers que não passaram pelos critérios de validação foram descartados, sendo 17 

selecionados (Anexo A). Observa-se que a maioria dos marcadores estão entre 200bp e 800bp 

(Anexo B). É notável que houve frequente aparição de duas espécies de Myrtaceae, a 

Rhodamnia argentea Benth e Syzygium oleosum (F.Muell.) B.Hyland, além de que a maioria 

dos marcadores está relacionada com RNA mensageiro (mRNA) (Anexo C). Por fim, as 

sequências amplificadas ainda não se encontram no NCBI, mas sim expostas neste trabalho em 

formato FAST-ALL (FASTA) (Anexo D). 

 

5 DISCUSSÃO  

Não foi possível realizar as três repetições em dias diferentes necessárias para a 

validação do experimento, uma vez que o citômetro entrou em manutenção devido a um erro 

de comunicação no carrinho de fluidos. E é observado que não foi possível avaliar de maneira 

confiável o valor 2C do genoma da P. edulis. Vale aqui ressaltar que as espécies de Myrtaceae 
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possuem um genoma de 0,4 a 0,6 pg (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008) e o Valor 2C obtido 

foi de 0,92 pg. Entretanto, estudos mais recentes demostram espécies como Eucalyptus 

deglupta Blume possuem 0,99 pg e Eucalyptus paniculata Sm. 1,37 pg (Carvalho; Carvalho; 

Soares, 2017) demostrando maior variabilidade no tamanho do genoma antes previsto. Com 

isso, os resultados obtidos nesse trabalho parecem seguir a segunda tendência.  

Outro ponto mais importante é o de que essa família possui grande quantidade de 

compostos que interferem nos resultados da citometria, esse empecilho foi contornado 

congelando as folhas em estudos anteriores (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008).   

Já no que se refere aos softwares, Flowing Software 2.5.1 acaba sendo melhor software 

no geral para análises de histogramas de citometria. Entretanto, por haver falta de suporte desde 

2013, apresenta menor compatibilidade com sistemas operacionais e computadores mais atuais. 

Já o Macsquantify™ Software 3.0.2, mesmo necessitando de mais etapas para ser instalado, 

ainda possui suporte e tem performance similar. 

Quanto aos marcadores encontrados, as espécies mais apontadas pelo BLASTn foram 

R. argentea e o S. oleosum, porém isso se possivelmente se deve ao fato de existir mais 

informação das mesmas em relação às demais plantas de Myrtaceae, como obervamos em 

estudos genômicos como o de Chen et al. (2024).  Sobre esta perspectiva, um trabalho de 

transferibilidade destes marcadores em espécies do mesmo gênero ou entre P. edulis, R. 

argentea e S. oleosum se torna requerido, a exemplo do que foi realizado por Silva (2016). 

Observa-se também que foram encontrados marcadores com um bom score e ligados 

com áreas de interesse. Como o P8 estar relacionado a proteínas RPP13-like, grupo 

constantemente relacionado com defesa contra patógenos como fungos (Cheng et al., 2018; 

Adhikari; Mideros; Jamann, 2021). Também se tem o P10 com os genes da F-box, uma das 

maiores superfamílias de proteínas e que mesmo assim necessita de estudos mais sistematizados 

em plantas (Zhang et al., 2019). E por fim P11 possivelmente está relacionado com enzimas 

fosfolipazes A2 que podem ter uso industrial para emulsificação (Mariani; Fidelio, 2019).  

De forma geral, os marcadores encontrados demonstram viáveis para testes de 

amplificação em laboratório e apresentam alta similaridade gênica, logo necessitam da 

validação em bancada para comprovar se o que é visto computacionalmente corresponde com 

o que pode ser reproduzido experimentalmente. 

 

6 CONCLUSÃO 

Através das análises e dos resultados obtidos, é evidente que os testes de citometria de 

fluxo não descreveram o Valor 2C devido a problemas de manutenção no citômetro, entretanto 
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destacaram a necessidade de otimizar os protocolos para espécies de Myrtaceae. Além disso, a 

comparação entre softwares de análise evidenciou que o Flowing Software 2.5.1 apenas perde 

por falta de suporte a anos, sendo o MACSQuantify™ Software 3.0.2 mais confiável no sentido 

de compatibilidade com computares e sistemas operacionais mais novos.  

Na etapa de validação in silico, foram selecionados 17 SSR viáveis, onde a maioria 

possui alta taxa de correlação com sequências de mRNA e podendo ter transferibilidade entre 

diferentes espécies. No entanto a validação em bancada ainda é necessária para que esses 

marcadores possam representar uma maior contribuição da pesquisa genética com P. edulis e 

para outras espécies de Myrtaceae. 

Por fim, este estudo reforça a relevância de combinar abordagens experimentais e 

computacionais no entendimento da diversidade genética, assim como a importância de se 

aprimorar técnicas analíticas para direcionar futuras investigações. 
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GLOSSÁRIO 

B 

Banco de germoplasma: coleção de material genético conservado para uso imediato ou futuro. 

C 

Citometria de fluxo: técnica que se usa da refração da luz para caracterizar características 

químicas de células suspensas em fluido.  

CV: O Coeficiente de Variação é um indicado estatístico que descreve a variabilidade de um 

conjunto de dados. 

F 

FSC-A: A Área de Dispersão Frontal de Luz (do inglês Forward Scater Area) é a medida de 

luz captada pelo sensor frontal do citômetro de fluxo. No caso mede a fluorescência do IP no 

material genético. 

H 

Histograma: representação em gráfico da distribuição de frequências em intervalos em barras 

ou colunas. 

I 

In silico: Método de investigação que se usa de modelos informáticos para realizar previsões 

ou simulações. 

L 

Locus: posição determinada de uma região de interesse no genoma. 

M 

Motifs: sequências curtas e repetitivas no DNA que, possivelmente, possuem alguma função.  

mRNA: Tipo de RNA que carrega o produto da transcrição gênica, transferindo informação do 

DNA até o ribossomo para a síntese proteica. 
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P 

Primers: sequências curtas de DNA de fita simples que iniciam a síntese de DNA, podem ser 

usados para amplificar partes específicas do genoma. 

S 

Software: conjunto de instruções determinadas, assim como escritas em alguma linguagem de 

programação para serem lidas e executadas por um computador na realização de tarefas.  

V 

Valor 2C: O “C” se refere às palavras: “constante” ou “característico”. Esse valor se refere a 

quantidade de genoma diplóide (enquanto o Valor C se refere ao haplóide) por núcleo e é 

normalmente medido em pg ou bp. 
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ANEXO A - Amplificações em gel virtual obtidas com o software Simgel 
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ANEXO B – Lista dos primers dos marcadores moleculares SSR validados, assim como 

motifs encontrados e tamanho das sequências amplificadas. 

Nome Primer 5’→ 3’ Motif Tamanho (bp) 

P1 TGTGCCTTTTAGGGTTTTGG 

TGATGAGAGGAGGGCAATCT 

(TGTTGC)8 300 

P2 AGTGGAACCCCTTCTTCGTT 

GGGAGGAGCTTCCTTGAGTT 

(CTCCAA)5 819 

P3 ACCACTCGCACACACTTCAC 

CTACACGGAAAGACGGGAAA 

(CTCG)6 370 

P4 TGATCGAGCTTGCTTGTGAG 

GATTGTTTCCGACCATTCCA 

(TTAT)5 771 

P5 TGACATCTGCAGGTTGAGGA 

ACCCGGTGAGGGAAAATAAC 

(TC)8 388 

P6 CATTTGCCTCTTCCTCCTTG 

CATTATTGACCCCACGCTCT 

(ATCTTC)5 269 

P7 GTGGCAGAGCAGATCACAAA 

TCAATCCGATACAGCACCAA 

(AAGC)6 207 

P8 GCTGATTCTGCCCTTCAGTC 

ATCCACCTTCCCATCCCTAA 

(TC)12 250 

P9 GCCCAAACAACAAGCGTAAT 

TGACAACCGAACCAAAATGA 

(GAAGAG)6 353 

P10 GGGGATCTTCCTCATTCTCC 

TTCGACACGAATCGACAGAG 

(CT)7 235 

P11 CCGAGACGAAGTCGCTATGT 

GCTGGTTTGGTCAGCTTCTT 

(CAGA)7 331 

P12 GTCCTGCACGTCATTCCATA 

AGGGTTGCAAGAAGCTTTGA 

(GTCC)10 629 

P13 CAGCATGTTTCCTGAGCGTA 

CTGCCTTTGTTCCATTCCAT 

(GGAG)6 358 

P14 ATGCCTTTTCAGGGAGGACT 

TTCTGCTCAGATGCCAACAC 

(GA)19 329 

P15 CGCCAAACATTGAGGATTTT 

GTGAACAGCTGCCATATCCA 

(TC)16 397 

P16 TGCGCTTTAACAAACCTGAA 

GGTAGGGCTCTAAGGGATGC 

(AGGCA)6 383 

P17 GCTGGACATGGACAAAATGA 

CAGGGTTTCACAACATGCAC 

(AGA)7 659 
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ANEXO C – Análise de regiões gênicas com o banco de dados Blastn de alta similaridade. 

Poç

o 

Predicted Predicted Cobertur

a (%) 

Percentua

l 

identitário 

(%) 

Valor e 

P1 XM_056304

920.1 

PREDICTED: Syzygium oleosum protein SHI 

RELATED SEQUENCE 1 (LOC115672561), 

transcript variant X3, mRNA 

100 94.00 5e-122 

P2 MG557631.

1 

Campomanesia xanthocarpa clone Cxant36 

microsatellite sequence 

100 97.44 0.0 

P3 XM_039302

013.1 

PREDICTED: Eucalyptus grandis probable 

phospholipid-transporting ATPase 8 

(LOC104419254), mRNA 

97 81.55 4e-74 

P4 XM_030675

583.1 

PREDICTED: Rhodamnia argentea probable 

glucan endo-1,3-beta-glucosidase BG4 

(LOC115741592), mRNA 

71 89.21 0.0 

P5 XR_008818

329.1 

PREDICTED: Syzygium oleosum uncharacterized 

LOC115676680 (LOC115676680), ncRNA 

69 83.52 4e-59 

P6 XM_056304

823.1 

PREDICTED: Syzygium oleosum uncharacterized 

LOC115692736 (LOC115692736), transcript 

variant X1, mRNA 

67 91.21 6e-61 

P7 XM_030678

321.2 

PREDICTED: Rhodamnia argentea uncharacterized 

LOC115743510 (LOC115743510), transcript 

variant X2, mRNA 

68 91.84 1e-46 

P8 XM_030690

393.2 

PREDICTED: Rhodamnia argentea disease 

resistance protein RPP13-like (LOC115752254), 

transcript variant X1, mRNA 

68 89.60 4e-49 

P9 XM_030666

894.2 

PREDICTED: Rhodamnia argentea methyl 

jasmonate esterase 1-like (LOC115735584), mRNA 

60 85.12 2e-51 

P10 XR_007199

668.1 

PREDICTED: Rhodamnia argentea F-box protein 

At5g46170-like (LOC115755980), transcript 

variant X2, misc_RNA 

57 93.38 4e-47 

P11 XM_048272

919.1 

PREDICTED: Rhodamnia argentea phospholipase 

A-2-activating protein (LOC115735798), transcript 

variant X5, mRNA 

53 95.49 3e-50 

P12 OX637392.1 Ilex aquifolium genome assembly, chromosome: 2 51 71.95 2e-10 

P13 XM_030679

679.2 

PREDICTED: Rhodamnia argentea ribulose 

bisphosphate carboxylase small subunit, 

chloroplastic 3-like (LOC115744471), mRNA 

39 86.62 3e-30 

P14 XM_048271

966.1 

PREDICTED: Rhodamnia argentea ATP-dependent 

DNA helicase At3g02060, chloroplastic 

(LOC115756815), transcript variant X2, mRNA 

36 95.04 6e-44 

P15 XM_030667

497.2 

PREDICTED: Rhodamnia argentea glycoprotein 3-

alpha-L-fucosyltransferase A (LOC115735996), 

mRNA 

33 98.50 3e-57 

P16 XM_048272

469.1 

PREDICTED: Rhodamnia argentea AT-rich 

interactive domain-containing protein 3-like 

(LOC115756851), transcript variant X3, mRNA 

32 97.26 2e-23 

Pit1

7 

XM_030594

904.2 

PREDICTED: Syzygium oleosum organ-specific 

protein S2 (LOC115672908), mRNA 

32 83.80 4e-42 
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ANEXO D – Sequências amplificadas dos marcadores SSR validados em formato FASTA 

Sequência Amplificada (FASTA) 

>P1 

TGTGCCTTTTAGGGTTTTGGGGTTGGAGGGAGCTCTGTCGGTGAACAGGAACGTTGTCTAGGAGATGTTGC

TGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGATGTCTCTGGTGTCTCCTGTAGGCAG

GAACCCAAGTGCTTTTGATGTGAGTTTGGCAGTGAAAGCCTTTGCTTTTGCAACAAGTCCTGCACCTCCTGT

ACACACAGTCCCTCTTGGCTTGGTTCCCACAGTCCTGACACCTTGACGAGCTAGTGCTCATCCCAGATTGCC

CTCCTCTCATCA 

>P2 

AGTGGAACCCCTTCTTCGTTCTTATCATTTTCGGCTTTCTTACTTAGAAAATGAACATTCTTTAATCAATTAT

CTGCCTTGTCTTCTAGTAGTCAAATCTCGCTCCTCCAAGAGCGGAAATAGCCATTCTTGCAGCACTTCTTCC

TCCAACTCCAACTCCAACTCCAACTCCAACAAGGGCTTCTTCTTCTTATGATTCTGCTTGAACTGGATTCAC

TATTCTAAGTTCAGTGACTCTCGGATATCAATCAGAATAAAGGGTAGACAAAACCATTAGCATTGTTAACC

CATCTCTCAACTCAAGGAAGCTCCTCCCCTCTCTCTCGGGTGAGGGTCAGGAACAGTAGAAGAGGCTTTTG

CTGCTCACGCCTCCGCTGCTATTTCATAAAGGGCTACTCGCTCTTGGAGTAAGGGCATTAGGGTTAGGCGG

GAAAGGAAGGGCCTTTTTTGGGTATGGGGCCCATTCTCCCTTATGGGCCTAGCAAGTTTTTTCCCCATCTTC

TGACCCAACTTACTCCTATCTTAAGTCTACTGGGGGTAAGGATAGTCTGTCAAGCCCTAATTTGCCTTTCCC

ACGGCCACGACCATTGAAGGATGAGCGCTGATCATTCGAAGATTGATAAGCAATAAAGAAAGCCTTGGTA

TCAGTAGATGAATGCAATTGATGAAACCGTTGCGAATGCTACAATAGCTTCGCCTTAAAGTCATCAAAGCT

GATATTGGTTGTGCTATTAGTGATTGTGGTGACGAAAGCGGTGGTAATCCGGCTAAGGCATAAATAACCAG

ATCCTTGTGTGAGACCGGAGAATTGATTGCAAT 

>P3 

ACCACTCGCACACACTTCACAAAGCTCACCCTCTCTCTCTCTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCATTTC

AAGCTGAGAGCAACAAGGAAGAGACCTCCGCGACTTGAGACGAAAGAAAGGAATTCTCGGGAGCCGCTGT

TAGCGGGAAGTTTTCTGTGCTTATAATCTCCCCATTTGGGCTTCTCGCATGCCCAAACGCGGAGATGAATGT

GGGTTGATCTTTCTCTGCGTCTCGCTCGATCCCCCTTTCCGTTGTCGTCGCTACGGGTCGTGGAAGCGTGGC

TGTTCGACCGTTAGCAGCTCAAGGAGGCCGTGAAACTGCGTGTATTGGCTCTATCCATGGCTTTTTCCCGTC

TTTCCGTGTAG 

>P4 

TGATCGAGCTTGCTTGTGAGTTTTTACATGTCTCTTCTTATCATAATGTCTGAGGAAAATAAACTTTCAATTA

TTTATTTATTTATTTATCTCCTTGAAGTTCTATATGCCCCACCATTTTATGATAATGGAAGAGCGTCCTTATT

CTATTTTTGTTCAGATTACTAACTCATAGTGATAATTTTCATGTTTTTAGATAGGTAGTAAGATTCAAAGAG

ATGGCATCAGCTTGGATAAATATTGTCATATCAATAGGAGCATTGCTGTACTACCATATCGAAATCACAGA

GGCACTGCTCGACATTGGCGTGAACTATGGAATGGTCGGAAACAATCTCCCCTCTCCGGCCAAGGTGGTCC

AACTCTACAAGAAGTACAATATTGGAAAAATGCGACTTTTCGACCCAAATCCGGTCGTGCTCAATGCACTT

CGGGGCAGTGGAATAGACGTCACACTAGGCATAAAAAACCAAGACTTACAATCCATAGCATCGAGTGCTG

ATGCGGCTAAGAAATGGTTCGACACTAACGTGCAACCCTACATGAGCGACATCACCATTCAGTATATTTCG

GCCGGTAACGAAGTCATCCCCGGAGATTTGGCTCGATATGTATTGCCAGCTATGCAAAATTTACAAATTGT

TATAAGCAATTATAAATATACTGGAGTGAGGGTGTCCACAGCAGTTGCGACCAATGTCGTGAATTCATTCC

CACCCTCGAGCGTTGTATTCACCAACGAAGCTCGAGCTGATATGGTTGGAATCATAA 

>P5 

TGACATCTGCAGGTTGAGGATCCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTTTTCCTTTTCGG

TTGGTTTTCATTTTGATTCTTGCTGTCTTAAAATGTTTATGCTCAGCATAATTACTCTTTGATATCTAATTCTG

TGGTTTGGTGGATTGTTTGTGAATTTTGTTTCATATGGTTACACCCCAGTGGCATCGTAGTTGTGATGCTGC

AGCCAGAGATGTCGCGTGCATTCGTTGTGTACTTGTCACCTACAAGGAACCTCTCCCCGCTGCTGCCCGGCT

TCGGCCTTGAAGCTGCTGCTGTCAGGTCGGCTGCCTTCAAGCCGCTGCCCCTTCCGCCGCTCGAACTCTCTT

CTTTGTTATTTTCCCTCACCGGGT 

>P6 

CATTTGCCTCTTCCTCCTTGTAAATTTTCATGCTCTTTCCATGAACATCTTATCTTCATCTTCATCTTCATCTT

CATCTTCAGTGTAAACACCAACTAGCCACTAGACTAGCTGCATCGCTCGGAGCTTGCACTGAAGTTAGAGT

CTCTGATGAGGAGCTAGCCATCTTATTTTCCAAACTCTGAGCATGCTGTTGAAGAGGTGAATGCATCCAAG

TATATCAGCCAGGTATTTCCATGATGTTCCGAAAGAGCGTGGGGTCAATAATG 

>P7 

GTGGCAGAGCAGATCACAAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAGCAGCAGCAAGAATTGCTCCTGTGAAT

AGAATTCACCATACAGAAATGGCCTACTTACAAAGAATTTCTCAAGCAGTCACCACCTGATTACAGCAGTC

TCTCCCCAATTTTCCCACATGAAGATCAAGGATCACCAAAAGAACTTTGGTGCTGTATCGGATTGA 

>P8 

ATGCCTTTTCAGGGAGGACTTGTGTCATGGTTCAATCCGAAAAGGTAAGGCCAATGTGGCTGAGCGAGCGA

GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATATGGGTGTAAGAGGCTTTGGTACTATCTTTGG

CGAGCAGCAGACAGGCGATGTGGGGAAAATCGGCATTGATCTCTTCTTTGAAATGCTATGTGAGAGCTTGT

CAAAGGTATCTTCTGCTGTATGATTAGCTCGTGCAACTGTGGCACCCATTATAACACTACATTTTACATTTT

ACATTTTACAAGGTTGATGGGAAATGGTGTTGGCATCTGAGCAGAA 

>P9 
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GCCCAAACAACAAGCGTAATCTTCTCAGAACCCAAGATATGGCCGACAAGGATCACTTAATTTGTCCAGTT

AAGCTAGACCTTCCATGACATCTCTCAGAGATCGATTTCAGAGATGTGGTCTGAAGCAGGTCGATCTTGAA

AGCGGCCAGGTCAAGTGGAGCGACTTTGTGACCCAATGATCTTAGGAATTTGGCCATCTTTACCAACACCA

TCGTGCACCGCGGCCTGATCCATGAACCAGTGCAAAGTGCTTGATTTCAAGTGATGCTTCATTCTGCTCGAA

GCAGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGATGCTTCATTTTGGTTCGGTTGTCA 

>P10 

GGGGATCTTCCTCATTCTCCTCTCTCTTTCACCTGAGCTTGTTCCTCTCTCTGTCTCTGTCTCTGTCTCTGTCT

CTGTCTCTTCTTCATCACCTGTAAGCTCTCTCTCTCTCTGTAGGTTTCATAGGTTGTGTCGTAGATCTACTGC

AAGGAGAAGCCCGACCCATGTCGCAGTTCCTTCGGATGAGCGTTGCATGACTTCACGACTTTCGAAAGCTC

TGTCGATTCGTGTCGAA 

>P11 

CCGAGACGAAGTCGCTATGTTGCCGTCCCCGCACACGCATACACCACGAGCCTAAGGATGAATCGACGATC

GTTCACATAGGCTTAGAAGAGTGGTGAATAAATTCAATTCTAAGCAAACGCGGGATGAGATCGTTTCACGG

GGAATGCGGCACAATTCCACCAATGAAGAAATGCTCGGAAATTATCGCATGAACTTACATCGTCCTCGTGG

CCACGAAGCTCGCACCGAAGCTGATAATCTTTGAAATCGATATCCATCGCGCAGACAGACAGACAGACAG

ACAGACAGAGAGTTGATCAGAGAGGGAAAAGAAGCTGACCAAACCAGC 

>P12 

GTCCGCCTAATATTTCCTTAACATTGAGACATGAAAAATGTTGTGCACACCAGACATCCTTGGTGGGAGCG

CTAGTCGATACACCTTTTTGCCAACTCTTCCTCATATTTCGAGAGGTCAAACGTACCTCGGGCTAAGCTTTC

CTTTCTTTCCAAATCTAGATAGTCTTTTCCATGGCGACACTTTCAAGAATACGTGGTCGCCCACTTGAAATT

GCAACGGTCGTTGTCGATTATCGGCATAGCTTTTCTGTCTACTCTGCGCTGTCCGCATATGCTCACGAATTA

CATTCACTATATCTGAAGTGATCCGCACCAATTCAGGCCTTGTCAATTTCTTCTCTCCCACTTCGGACCAAC

ACGTAGGTGTCCTGCACGTCATTCCATATAAGGCTTCGAACGGTGCTATGCCAATAGTCTGCTGAAAACTA

TTATTATATGCAAACTCCGCCAATGGCAATTTTTCATTCCAATTTTCTTTAAAATCAATGGCGCACGCACGA

AGCATGTCTTCCAAAATTTGATTCACCCTTTATCTGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGT

CCGTGAAAAGTAGTGTTGAATTGCAACTTCATTCTCAAAGCTTCTTGCAACCCT 

>P13 

CAGCATGTTTCCTGAGCGTAATTGAAGAACACGAGTTAGAATGCATAACTCGATTTCACTCGAATTGCAGC

CGCGATTGATTTGTCAAGATTCCTAATGAGCAAAACGAGCAACCATCGTATTAATGAATCTAGTTGTTGTTT

CCAGGAGTACGCAGATTATAGGATTCGCGATCTTAGTTACATCAAGTGCCACTTCGAATTCGAGGCACGAG

ATCCATCCTTTCTTGAGCATATAGTCGATCTCCTTGGCAACTGAATCGTTCGATAGAGGAGGGAGGGAGGG

AGGGAGGGAGGAAAGGGTCTCAAACTTCTTGTTGTTGATCGGAATCCATGTCTATGGAATGGAACAAAGG

CAG 

>P14 

GCTGATTCTGCCCTTCAGTCTTGGGTGGATTATGGTTTGGTCAGCTTTGAGATTCTGCAGCTTCTCTTTGAGC

AAGAAAGCAGCGACTTCAGTAGCCATGAGAATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAGCAGATGAGAAGCA

GAATCAAGAAATGGAAATGGATGTCAAAGCTCTGAGAAGGGGGCTTTTTGTCGTTCTTTCTTTCCTCTTTCC

TCTTTTTTTTTTTTTTAGGGATGGGAAGGTGGAT 

>P15 

CGCCAAACATTGAGGATTTTGCACCTGCTCCTGGATCATATTTACATATCAAGGAGTTAAAAGATGTTCCA

GAAGTCGCCAAGACAATGATTTACCTCTCAGAGAATCCTGTTGCATATAACCAATCATTAAGGTCTCTCTCT

CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACGCACGCACGCACGCACGAGCGGATAATTTTTTT

CCTTAGTTTGTTCTTTTCTTTTTTGAAATGCTCATTATTTTCTGATTCTGAGGATTTGTGCTTTGGAATTGCTA

CTAATTCTGTGCCTGAAAGACTTTTGACATGAATGTGCCTCTATTAGTTGGAAGTATGAGGGTCCATCGGAT

TCTTTCAAGGCCCTTGTGGATATGGCAGCTGTTCAC 

>P16 

TGCGCTTTAACAAACCTGAAGATAACATTGGGAGCCAGTATAGTAAGTCTCATGTAAGGCTATCCAACAAG

CACAAAAATCAAGAAAACTGATTAAAAGATAACTACCACTCTTTATCTGCTTGTCACTTTTCTGCGAAAAG

TTACATTTCCCATCCTGAAAAATGAAATTTTTTGTAACTGGGGACCACAAATGGAATGGATAAAACAGAGG

CAAGGCAAGGCAAGGCAAGGCAAGGCAGATGGCAGGACATAATCGTTGGAACTGTTGAATATCGAATCTT

AAAATGCCTTAACAATTGGATTGCTAACCTCAGCATTACCAGAACTCTGAGAGTGCCAACCCTGCATAGCA

CGAGCAGCAGCATCCCTTAGAGCCCTACC 

>P17 

GCTGAGAAAGGAGAGGATGAGCGGTTGAAGATGCCTGATGATCAAGATCAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG

ACATCTGCTTAGTTTGAAACTAGAGAAGGGAAAGAAAAACAGGGATTAAAAATAATGTGGTAGATGCTTT

TCTGCAGCACGTGCATATGTAGAACTTCTTTTAATCATAGTATCATTACGCATATGCTTGTGATTAGAGCAC

GTCAAGAGTATTGTCCCCTCGGTTGCAACTTCTCAGATTTAACTACAGTTGTTCATGATTTCCATTTTGCTGT

CTCTGTCTGATCTCTCATTTACTTCTCAATCATTTAGTCCGTTCACCGTATAGCTGGACATGGACAAAATGA

TACGATATATCGGATGAGATAACCGCGTTTTACCTATATATATATATATATGTGTGTGTGTGTGTGTCATGG

AAAACCCCCTCTTCTGATCTTCTTCATAAACAGGAAACATTTCTTGAAGGAAAGCTTCAGTGTTTTTTTCTTT

CTTTCTTTCTTTCCATAGAAAGAAGCCAACAGGCAGACAAAATATATGGAGACAGCCTGATCTTTTTTTTCT

TTTTTGGTCTGGGCGTATTCTATCTTATTCTACTATACAAGTCACACTGTATACGCCATGTGCCGTGTGCATG

TTGTGAAACCCTG 

 


