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RESUMO

Campomanesia adamantium O. Berg (Myrtaceae), conhecida como guavira ou gabiroba, é uma
planta endémica do Cerrado que apresenta potencial produtivo relacionado ao uso de seus frutos na
culinéria e propriedades medicinais. Pesquisas que avaliem a diversidade genética desta espécie
utilizando marcadores moleculares tornam-se relevantes para gerar informagdes que sirvam de base
para programas de genética de conservacao e melhoramento. Nesse contexto, o objetivo do presente
estudo foi investigar a variabilidade genética de populacGes de C. adamantium por meio de sete
marcadores microssatélites derivados de EST transferiveis de Eucalyptus, bem como, isolar e
caracterizar loci de microssatélites do genoma de C. adamantium por meio da construcdo de
biblioteca genémica enriquecida em microssatélites espécie-especificos. Para as analises de
variabilidade genética foram utilizados 207 individuos pertencentes a sete populac6es localizadas
em Dourados-MS, Bonito-MS, Ponta Pord-MS, Jardim-MS, Trés Ranchos-GO e Mineiros-GO no
Brasil e Cerro Cora no Paraguai. Os resultados possibilitaram a caracterizacdo da alta diversidade
genética entre as diferentes populacdes analisadas, destacando-se a de Bonito-MS e Jardim-MS. Foi
possivel também, verificar que a metodologia empregada para obtencdo de loci de microssatelites
permitiu o isolamento de 41 pares de primers, dos quais 36 resultaram em amplificacéo e indicaram
a existéncia de polimorfismos em populacdo de C. adamantium. Assim sendo, concluimos que 0s
dados gerados por meio de marcadores transferiveis demonstraram alta variabilidade genética entre
as populacdes estudadas. Além disso, os marcadores microssatélites isolados espécie-especificos
possibilitardo a realizacdo de pesquisas futuras tanto na area de genética de conservacdo como

melhoramento de populacdes nativas desta espécie.

Palavras-chave: biblioteca genémica, genética de populacdes, guavira; SSR; transferibilidade,

variabilidade genética.



ABSTRACT

Campomanesia adamantium O. Berg (Myrtaceae), known as guavira or gabiroba, is an endemic
plant of the Cerrado that presents productive potential related to the use of its fruits in cooking and
medicinal properties. Research that evaluates the genetic diversity of this species using molecular
markers becomes relevant to generate information that can serve as a basis for genetic conservation
and breeding programs. In this context, the objective of the present study was to investigate the
genetic variability of C. adamantium populations by means of seven microsatellite markers derived
from ESTs transferable from Eucalyptus, as well as to isolate and characterize microsatellite loci
from the C. adamantium genome by means of genomic library enriched in species-specific
microsatellites. For the analyzes of genetic variability, 207 individuals belonging to seven
populations located in Dourados-MS, Bonito-MS, Ponta Pord-MS, Jardim-MS, Trés Ranchos-GO
and Mineiros-GO in Brazil and Cerro Corad in Paraguay were used. The results allowed the
characterization of the high genetic diversity among the different populations analyzed, especially
Bonito-MS. It was also possible to verify that the methodology used to obtain microsatellite loci
allowed the isolation of 41 pairs of primers, of which 36 resulted in amplification and indicated the
existence of polymorphisms in C. adamantium population. Thus, we conclude that the data
generated by transferable markers showed high genetic variability among the populations studied.
In addition, isolated species-specific microsatellite markers will enable future research in the field
of conservation genetics as well as breeding of native populations of this species.

Keywords: Genetic variability; Genomic library; Guavira; Population genetics; SSR;
Transferability.
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CONSIDERACOES GERAIS

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, ocupando 21% do territrio (BOULARG,
2002), considerado um dos hotspots de biodiversidade do mundo (MYERS et al., 2000), estima-se
que contenha aproximadamente 12.000 espécies de plantas, das quais 34,9% (4.208) sdo endémicas
(FORZZA et al., 2012), representando um total de 13,4% de todas as espécies de plantas na regido
neotropical e 1,5% de todas as espécies de plantas do mundo.

O bioma Cerrado vem sofrendo transformagdes continuas devido ao desmatamento pela
acdo humana, principalmente pela expansao da agricultura e pecuaria que vem se expandindo essas
areas. Estas transformacfes tém levado a danos ambientais, incluindo a fragmentacdo de habitats,
extincdo da biodiversidade e degradacdo de ecossistemas (DURIGAN et al.,, 2004; KLINK;
MACHADO, 2005).

Plantas pertencentes a familia Myrtaceae, uma das maiores familias da flora brasileira
(JORGE et al., 2000), apresentam 26 géneros e cerca de 1000 especies (LORENZZI; SOUZA,
2008). Dentre estes, os géneros Eugenia, Campomanesia, Psidium e Myrciaria se destacam por
agregarem o maior numero de espécies de interesse econdmico. No cerrado 0s géneros Psidium e
Campomanesia vém ganhando importancia devido a exploracdo comercial de seus frutos (CASTRO
e LORENZZI, 2005).

Dentre as espécies do género Campomanesia, as espécies C. adamantium, C. xanthocarpa,
C. pubescens, C. sessiliflora e C. guazumifolia ocorrem em maior abundancia no Estado do Mato
Grosso do Sul, sendo algumas nativas dos ecossistemas Cerrado e Mata Atlantica (SOBRAL et al.,
2014).

Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg, pertencente a familia Myrtaceae, é
popularmente conhecida como guavira, gabiroba, guabiroba, guariroba, guabiroba-do-campo,
guabiroba-do-Cerrado, guabiroba-do-lisa, guabiroba-branca dependendo da regido a qual é
encontrada (SILVA et al., 2001).

Esta espécie € uma planta nativa do cerrado sensu stricto, cerraddo ou campo sujo.
Distribui-se amplamente nesse bioma e em fisionomias campestres de cerrado, sendo encontrada

nos estados de Sdo Paulo, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal,
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Bahia, Minas Gerais, até Santa Catarina. Também pode ser encontrada nas regides adjacentes da
Argentina e do Paraguai (SILVA et al., 2001; DURIGAN et al, 2004; LORENZI et al., 2006;
SOBRAL et al., 2014).

Os frutos desta espécie possuem um sabor acido e levemente adocicado, com aroma citrico
agradavel (VALLILO et al., 2006). Podem ser ingeridos in natura e na forma de sucos, sorvetes e
doces caseiros, sendo utilizados também na producéo de licores e vinhos (PORTO; GULIAS, 2006;
CARDOSO et al., 2010). Possuem elementos nutricionais importantes, como ferro, potéssio e
calcio, e altos niveis de compostos antioxidantes, em particular vitamina C e compostos fenélicos
(VALLILO et al., 2006, NAVES et al., 2016). Seus frutos sdo comercializados as margens de
rodovias e em feiras da regido do Cerrado, e possuem grande aceitacdo pela populagédo (PORTO,;
GULIAS, 2006).

C. admantium também é utilizada na medicina popular. Suas folhas e os frutos podem ser
empregados no tratamento de doencas do trato urinario e desarranjos intestinais (FERREIRA, 1972;
PIVA, 2002). Varias pesquisas relataram suas diversas propriedades farmacologicas, tais como anti-
inflamatéria (FERREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2014), antioxidante (RAMOS et al., 2007,
COUTINHO et al., 2008; COUTINHO et al., 2009; COUTINHO et al., 2010; PASCOAL et al.,
2011; ESPINDOLA et al., 2016; NAVES et al., 2016), antimicrobiana (PAVAN et al., 2009;
COUTINHO et al.; 2009; CARDOSO et al., 2010), antiproliferativa, apoptética (PASCOAL et al.,
2014), hepatoprotetora (FERNANDES et al., 2014), antihiperalgésica, antidepressiva (SOUZA et
al., 2014), e antihiperlipidemica (ESPINDOLA et al., 2016).

Esta espécie apresenta perspectivas de producdo comercial na regido do Cerrado, ndo sé
pela aceitacdo da populacdo como a sua ampla densidade, frequéncia e distribuicdo no ambiente e
vantagens produtivas. Além disso, apresenta facilidade de propagacdo natural, grande
disponibilidade de sementes e producdo de frutos de outubro a dezembro (PORTO; GULIAS,
2006).

A espécie é considerada melifera e ornamental, pois no periodo de floracdo, suas folhas
caem e apenas as delicadas flores brancas permanecem. Séo polinizadas principalmente por abelhas
do género Bombus, embora seja comum encontrar outros insetos visitando suas flores, como 0s

dipteros, que podem ser considerados polinizadores adicionais (ALMEIDA, 2000).



Existem poucos estudos publicados referentes a variabilidade genética com a guavira. A
maioria dos trabalhos infere a variabilidade fenotipica das populagcdes desta planta baseada em
resultados de biometria de populagdes. Resultados referentes a essa biometria indicam a existéncia
de variabilidade em varias caracteristicas, como germinacdo das sementes e morfologia dos frutos
(MELCHIOR et al., 2006; PELLOSO, 2011; OLIVEIRA et al., 2011; AJALLA, 2012; DRESCH et
al., 2013; WESP et al., 2013; RESENDE; TEIXEIRA, 2015).

Apenas trés estudos utilizaram marcadores moleculares para analisar a diversidade
genética em C. adamantium, e ambos indicaram alta variabilidade genética nas populacGes
estudadas (ASSIS et al., 2013; MIRANDA et al., 2016; FAGUNDES et al., 2016). Estas pesquisas
relataram a diversidade genética por meio de utilizacdo de marcadores microssatélites transferiveis.
Dessa forma torna-se necessario, a construcdo de bibliotecas gendmicas especificas para C.
adamantium por meio da identificacdo de loci de marcadores de microssatélites especificos para
essa espécie. O desenvolvimento desses marcadores possibilitard& compreender a variabilidade
genética e estrutura das populacGes de guavira, além de permitir a realizacdo de estudos com um
numero maior de individuos em diferentes populagdes.

A caracterizacao de variabilidade genética de populacdes é fundamental para programas de
melhoramento genético de plantas e em estratégias de conservacdo (SEHGAL; RAINA, 2008).
Uma vez que é essencial para que as espécies possam responder positivamente aos efeitos
ambientais adversos, como mudancgas climaticas e todos os tipos de estresses que podem ser
bidticos ou abioticos (MACHADO, 2008). O uso de marcadores moleculares para caracterizar
variacbes genéticas de populacbes é uma ferramenta Util para avaliar variacBes genéticas
(VARSHNEY et al., 2005).

Existem diversos tipos de marcadores moleculares atualmente, os mais utilizados séo:
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP), Inter Simple Sequence Repeats
(ISSRs), microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR), e Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) (OUBORG et al., 1999; VARSHNEY et al., 2007; SEHGAL; RAINA, 2008). Esses
marcadores apresentam diferencas em relacdo a abundancia genémica, nivel de polimorfismo

detectado, informagdo genética, especificidade dos locos, reprodutibilidade, requerimentos técnicos
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e custos (BUSO et al., 2003). Embora cada um possua suas vantagens e desvantagens, a escolha do
uso é determinada em grande parte pela aplicacdo desejada, conveniéncia e custo envolvido
(GUPTA et al., 2002).

Dentre os vérios tipos de marcadores moleculares destacam-se 0s microssatélites, SSRs
(Simple Sequence Repeats) ou STRs (Simple Tandem Repeats), que sdao segmentos de DNA que
consistem em unidades curtas de nucleotideos repetidas em tandem, de 1-6 pares de base de
comprimento, sendo encontrados em genomas eucariotos (BECKMANN; WEBER, 1992;
GOLDSTEIN; SCHLOTTERER, 1999; GUPTA et al., 2002; ZANE et al., 2002). Essas unidades
nucleotidicas de repeticdo, podem ser repetidos de 5 a 20 vezes (ELLEGREN, 2004). Plantas séo
ricas em repeticbes do tipo AT, enquanto que animais apresentam repeticbes de AC em maior
frequéncia (POWELL et al., 1996).

Os marcadores microssatéelites apresentam hipervariabilidade, natureza multialélica,
heranca codominante, reprodutibilidade, abundancia relativa, cobertura extensa do genoma
(incluindo genomas de organelas), localizacdo especifica no cromossomo, possibilidade de
automacao e genotipagem de alto rendimento (POWELL et al., 1996; PARIDA et al., 2009).

A principal desvantagem deste tipo de marcador esta no custo e tempo necessarios para o
desenvolvimento de biblioteca genémica enriquecida, o sequenciamento dos clones positivos para
microssatelites, o desenho de primers, a selecdo de locos informativos e a caracterizacdo da
variacdo. Outro aspecto relevante é a necessidade de mdo de obra especializada (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; BOWATER; WEELS 2000; OLVEIRA et al., 2006).

Entretanto, por apresentarem propriedades polimoérficas, os SSRs tém recebido importancia
consideravel em pesquisa na area de genética de conservacdo e melhoramento de plantas (GUPTA,;
VARSHNEY, 2000; ELLIS; BURKE, 2007; PARIDA et al., 2009). Varios trabalhos utilizando
microssatélites podem ser encontrados na literatura, indicando a construcdo de bibliotecas
genbmicas para espécies pouco estudadas, além da sua aplicabilidade em estudos de variabilidade
genética (CHISTIAKOV et al., 2006; WANG et al, 2009; KALIA et al., 2011).

A transferibilidade, ou seja, a habilidade de transferir marcadores entre espécies
filogeneticamente proximas trata-se de estratégia utilizada para reduzir o tempo e o custo investidos

no desenvolvimento de marcadores microssatélites para uma espécie (KALIA et al., 2011).
9



Pesquisas recentes com C. adamantium avaliaram diversidade genética utilizando marcadores AFLP
(ASSIS et al., 2013); e microssatélites transferiveis de Eucalyiptus (MIRANDA et al., 2016;
FAGUNDES et al., 2016).

Dessa forma, estudos de genética de populacdes de plantas nativas sdo necessarios para
fornecer subsidios para programas de conservacdo e melhoramento, visto que a degradacdo do
Cerrado, seja pelo extrativismo inadequado ou pela expansdo das fronteiras agricolas, podem afetar
a distribuicdo da espécie nas areas impactadas .

Nesse contexto, considerando a escassez de pesquisas que avaliem o efeito do avango das
fronteiras agricolas em diversidade genética de guavira na regido do Cerrado, torna-se relevante o
uso de marcadores microssatélites transferiveis, bem como a construcdo e validacdo de
microssatélites espécie-especificos, a fim de avaliar a variabilidade em nivel molecular em

populacdes de C. adamantium associada a caracteristica ambiental a qual a espécie esta inserida.
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OBJETIVOS

Geral

» Fornecer subsidios para caracterizagdo da variabilidade genética de

Campomanesia adamantium;
Especificos

» Avaliar a eficiéncia discriminatéria alélica de sete locos de marcadores
moleculares microssatéelites transferiveis EST derivados de Eucalyptus para
avaliacdo de diversidade genética em C. adamantium de sete populacdes

naturais do bioma Cerrado;

» Determinar a variabilidade genética nas populacbes de C. adamantium
coletadas no Cerrado Sul-Mato-Grossense (Bonito, Jardim, Ponta Pord,
Dourados), Goiano (Trés Ranchos, Mineiros) e Paraguaio (Cerro Cora)
uitilizando marcadores microssatélites transferiveis EST derivados de

Eucalyptus;

> Analisar os parametros populacionais referentes a variabilidade genética e a

estrutura de populacdes;

» Construir biblioteca gendmica de C. adamantium enriquecida com sequéncias

microssatélites;
» Desenhar primers e selecionar os locos informativos para C. adamantium;

» Caracterizar a diversidade alélica da populacdo de C. adamantium. uitilizando

marcadores microssatélites espécie especificos.
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Resumo

Campomanesia adamantium O. Berg (Myrtaceae), conhecida como guavira ou gabiroba, é uma
planta endémica do bioma Cerrado. Tem um potencial de produgéo devido ao uso de seus frutos na
culinéria e suas propriedades medicinais. Estudos de diversidade genética utilizando marcadores
moleculares com espécies nativas do bioma Cerrado sdo necessarios para fornecer a base para
programas de conservacdo e melhoramento. Neste contexto, este trabalho foi realizado para
investigar a variabilidade genética de sete populacbes de C. adamantium utilizando marcadores
microssatelites derivados de EST transferidos de Eucalyptus spp. Um total de 207 individuos foram
amostrados em populacdes nativas do bioma Cerrado utilizando sete marcadores polimorficos. A
analise genética mostrou que a variabilidade dentro das populacdes (94%) foi maior do que entre as
populacdes (6%). Foi possivel identificar dois grupos diferentes pelo método de inferéncia
bayesiana empregado, permitindo distinguir entre as populagdes do bioma cerrado Sul-mato-
Grossense e Goiano. Utilizando marcadores transferiveis de SSR foi possivel obter um perfil
molecular das populacdes avaliadas, mostrando que esses marcadores foram efetivos e exibiram
polimorfismo suficiente para estimar a variabilidade genética de populacdes de C. adamantium.
Assim, a conservacgdo e a coleta de germoplasma de populacdes de guavira tornam-se importantes
para preservar sua alta variabilidade genética, que sdo importantes para a conservacao da espécie e
do bioma.

Palavras-chave: guavira; SSR; variabilidade genética; amplificacdo heter6loga, genética
populacional.

Introducéo

O Cerrado brasileiro € considerado a segunda maior reserva genética de espécies nativas
do pais, devido a alta biodiversidade encontrada neste bioma. A flora apresenta riqueza notavel,
com frutos e espécies medicinais, varios destes recursos vegetais sdo explorados pelos seres

humanos (Klink e Machado, 2005; Forzza et al., 2012).
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Campomanesia adamantium O. Berg (Myrtaceae), também conhecida como guavira,
gabiroba, guabiroba, guabiroba-do-campo ou guariroba, é uma planta nativa amplamente
encontrada no Cerrado (Silva et al., 2001). Os frutos podem ser consumidos in natura ou utilizados
na preparacdo de doces, tais como geléias, sorvetes e sucos. As folhas e frutos destas plantas
também sdo amplamente utilizados na medicina popular (Porto e Gulias, 2006; Cardoso et al.,
2010). Vérios estudos estdo sendo realizados para caracterizar as propriedades quimicas e
medicinais visando a domesticacdo desta planta, indicando também a existéncia de grande
variabilidade genética, inferida através da avaliacdo de padrBes fenotipicos (Agostini-Costa et al.,
2006; Melchior et al., 2006, Oliveira et al., 2011, Dresch et al., 2013, Wesp et al., 2013, Resende e
Teixeira, 2009).

A variabilidade genética € fundamental para programas de melhoramento genético e
estratégias de conservagdo (Sehgal e Raina, 2008). Uma das ferramentas Uteis para avaliar as
variagdes genéticas sdo os marcadores moleculares, que também sdo meios eficientes de relacionar
variacdes fenotipicas e genotipicas (Varshney et al., 2005). Os marcadores de microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeats) tém sido amplamente utilizados para o estudo da genética em
plantas, uma vez que sdo tipicamente codominantes, multielélicos, polimérficos e tém uma elevada
heterozigosidade (Brondani et al., 1998; Parida et al., 2009; Chiang et al., 2011).

Para reduzir o tempo e o custo investidos no desenvolvimento de marcadores de
microssatéelites para uma espécie, a capacidade de transferéncia de marcadores entre espécies
filogenéticamente proximas é uma estratégia amplamente utilizada (Fagundes et al., 2016), a
transferibilidade ja foi realizada para C. adamantium a partir de marcadores microssatélite
derivados de EST de Eucalyptus spp. (Miranda et al., 2016, Fagundes et al., 2016).

A pesquisa com marcadores moleculares em guavira ainda é escassa (Assis et al., 2013,
Miranda et al., 2016). Assim, estudos de genética populacional sdo necessarios para apoiar
programas de conservacdo e melhoramento, ja que a degradacdo do bioma Cerrado, por extracdo
inadequada ou pela expansdo das fronteiras agricolas, pode afetar a variabilidade genética na
Campomanesia (Miranda et al., 2016).

Considerando que existe um grande interesse por plantas na regido do Cerrado e que

poucos estudos de diversidade genética tém sido realizados com estas espécies, 0 uso de marcadores
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microssatélites transferiveis para avaliar a variabilidade no nivel molecular de populacGes de C.

adamantium. Neste contexto, este trabalho foi realizado para investigar a variabilidade genética de

sete populagcdes nativas de C. adamantium através de marcadores de microssatélites derivados de

EST transferidos de Eucalyptus.

Material e métodos

Material vegetal

Amostras de folhas jovens foram coletadas de 207 individuos pertencentes a sete

populacdes de C. adamantium localizadas no bioma Cerrado. A localizacdo das populacées, o0

namero de individuos amostrados e as coordenadas geograficas sao mostradas na Figura 1 e Tabela
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Tabela 1. Localizacdo de populagdes de C. adamantium, nimero de amostras de individuos, coordenadas
geograficas e caracterizagdo da area.

Populagtes li\lnu dT\/eiEI?Jg: Localidade C;Oe%;?%?gzs Caracterizacao da area
_ _ 21°09°02.1°°S Auséncia_ de_ Fragmentacao; EIeva}do
Bonito (BO) 33 MS, Brasil 56"28’12.8”0 numero de individuos; Reserva Particular
) de Patriménio Natural
_ _ 21925°43.5°°S Auséncia_ de_ Fragmentacao; Eleva}do
Jardim (JA) 35 MS, Brasil 56"13’29.8”0 numero de individuos; Reserva Particular
) de Patriménio Natural
Cer(rgcc)ora 35 Paraguai géog?gég Parque Nacional de Conservacao
< OAmsAA A2 Fragmentacdo média; NUmero médio de
Ponta Pord 35 MS, Brasil 22042,44‘4,,8 ir%dividu%s; Presenca de Pecuaria e
(PP) 55°38’31.6°0 Adri
gricultura
Dourados 29 MS. Brasil 22°08°16.3”’S Alta Fragmentagdo; Baixo ntimero de
(DO) ' 55°08°24.2°0 individuos; Area Agricola
Mineiros 20 GO Brasil 17°33°88.5”S Alta Fragmentagéo; Baixo nimero de
(M1) ' 52936°78 6”0 individuos; Area Agricola
Trés Ranchos 20 GO Brasil 18°21°88.7”’S Alta Fragmentagéo; Baixo nimero de
(TR) ' 47°46°49.7°0 individuos; Area Agricola

Analise de microssatélites

O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido foliar utilizando o método CTAB (Doyle e
Doyle, 1987) e a quantidade de DNA foi obtida em nanophotdometro (DS-11® Denovix). Sete
marcadores de microssatélites derivados de EST transferiveis desenvolvidos por Grattapaglia et al.
(2015) para Eucalyptus ssp. (EMBRA 1076, 1335, 1363, 1364, 1374, 1470, 1811) para
amplificacdo por PCR de acordo com as condi¢bes descritas por Miranda et al. (2016). O
comprimento dos fragmentos amplificados foi detectado em sequenciador automatizado (AB13500)
e a andlise dos dados foram realizadas utilizando o software GeneMapper 5.0 (Applied

Biosystems).

Anélise de dados
A frequéncia de alelos foi estimada por contagem direta. Os parametros de diversidade

genética, incluindo heterozigosidade esperada (HE) e observada (HO), conteudo de informacao
polimérfico (PIC) e equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram estimados utilizando o software
CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007). O software FSTAT foi utilizado para calcular a riqueza
alélica e a estatistica F. O valor de P foi ajustado usando o procedimento de Bonferroni (GOUDET,
2002) com o mesmo pacote estatistico. A estrutura populacional foi avaliada por analise de

variancia molecular (AMOVA) utilizando o programa ARLEQUIN (Schneider et al., 2000). O
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dendrograma foi construido por analise de cluster usando o método Neighbor-Net com o auxilio do
programa Sliptree, baseado em célculos das distancias genéticas de Reynold (FST) usando FSTAT.
Os individuos foram agrupados em um determinado nimero de populacdes probabilisticos
atribuidos em grupos inferidos pelo método Bayesiano no software STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000). Os testes foram realizados utilizando um modelo de adicdo onde as frequéncias alélicas
foram correlacionadas. Para selecionar o numero apropriado de populagdes inferidas, foram
realizadas varias analises com K (nimero de populacdes inferidas) variando de 2 a 10, com 300.000
interacOes (periodo de queima de 3000), com trés repeticdes independentes para cada analise. Os
valores reais de K foram inferidos a partir da magnitude de AK e dados em fungdo de K, com o
auxilio do programa Harvester de estrutura (Earl e VonHoldt, 2012) seguindo 0 modelo proposto

por Evanno et al. (2005).

Resultados

Os parametros genéticos observados a partir da genotipagem das 207 amostras das sete
populacdes analisadas com sete loci de microssatélites estdo descritos na Tabela 2. Detectamos 71
alelos e o tamanho dos fragmentos variou de 197 a 396 pares de bases nos sete loci analisados.
Todos os loci foram polimorficos, apresentando uma média de 10,14 + 6,12 alelos por locus. O
locus Embra 1376 apresentou o maior nimero de polimorfismos (21 alelos) eo Embra 1076

apresentou 0 menor namero de polimorfismos (3 alelos) (Tabela 2).

Tabela 2. Variagdo genética de microssatélites em Campomanesia adamantium (n = 207)

Locus N Ho He PIC
Embra 1076 3 0,99 0,51 0,39
Embra 1335 4 0,42 0,36 0,32
Embra 1363 16 0,80 0,89 0,88
Embra 1364 21 0,78 0,93 0,92
Embra 1374 12 0,58 0,80 0,77
Embra 1470 6 0,53 0,52 0,47
Embra 1811 9 0,19 0,36 0,34
MédiaxDP 10,14+6,12 0,61+0,24 0,62+0,22 0,58+0,24

Namero de alelos por locus (N), Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He), Contelido de informagio
polimérfica (PIC)

Considerando as andlises genéticas realizadas neste estudo, a populacdo de Bonito
apresentou o maior nimero médio de alelos por locus (6,14) e a maior riqueza alélica (5,67) em
relacdo as demais populacbes. A populacdo de Trés Ranchos apresentou os valores mais baixos

(4,57 e 4,50, respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela 3. Diversidade genética em populagBes de Campomanesia adamantium

Populac6es N ANA Ho He PA Fis AR HWE
Bonito/MS 33  6,14+3,18 0,73+0,03  0,63+0,08 0,04 -0,15 5,64 2
Jardim/MS 35 6,003,221 0,73+0,03  0,64+0,07 0,01 -0,14 5,48 1
Ponta Pord/MS 35 5,86+4,06 0,61+0,03 0,61+0,08 0,03 0,00 5,21 2
Dourados/MS 29 514+2,73 0,61+0,03  0,59+0,08 0,03 -0,03 4,77 4
Trés Ranchos/GO 20 457+4,16  0,44+0,04  0,44%0,15 NA 0,00 4,50 2
Mineiros/GO 20 4,86+3,76  0,42+0,04  0,46+0,13 0,04 0,08 4,81 2
Cerro Cord/PY 35 5,86+4,38 0,62+0,03  0,61+0,08 0,03 -0,01 5,47 4

Numero de individuos (N), Nimero médio de alelos (ANA), Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He), Frequéncia de alelos
privados (PA) Coeficiente de endogamia (FIS), Riqueza alélica (AR), Diversidade genética ), Nimero de Loci no equilibrio de Hardy Weinberg
(HWE), NA- N&o apresentou.

Quando todas as populacdes foram analisadas em conjunto, todos os loci de microssatélites
foram encontrados no equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (Tabela 2). No entanto, quando a
analise estatistica foi realizada para cada populacdo, Jardim tinha apenas um marcador em
equilibrio. As populac6es de Dourados e Cerro Cora apresentaram o0 maior nUmero de marcadores
em equilibrio, 4 (Tabela 3). O indice de endogamia (FIS) foi baixo em todas as populacfes e

algumas populagdes apresentaram indice negativo (Tabela 3).

A matriz de diferenciacdo genética entre populacdes, com base nos indices FST, foi
apresentada na Tabela 4. Pode-se observar que as maiores taxas de diferenciacdo genética foram
entre as populacées Dourados/MS e Trés Ranchos/GO (0,111). Por outro lado, os valores mais
baixos foram entre as populacbes Jardim/MS e Bonito/MS (0,009). Utilizando a diferenciacdo
populacional, foi identificado que as populacdes de Mato Grosso do Sul e Paraguai sdo

geneticamente mais proximas do que as populacées de Goias.
Tabela 4. Estimativa em pares da diferenciacdo genética entre populagdes de C. adamantium estudadas.

BO JD CC PP DO Ml TR
BO
JD 0,009
CC 0,046 0,021
PP 0,050 0,021 0,011
DO 0,073 0,035 0,038 0,018
Ml 0,051 0,081 0,012 0,104 0,109
TR 0,074 0,084 0,010 0,103 0,111 0,051

BO — Bonito/MS; JD — Jardim/MS; CC — Cerro Cora/PY; PP — Ponta Pord/MS; DO - Dourados; MI — Mineiros/GO; TR
- Trés Ranchos/GO.
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A anélise de variancia molecular (AMOVA) revelou que as populagdes apresentam baixa
estrutura genética entre populacdes de 6% e estimativas de diferenciacdo baseadas em FST (0,06)
foram significativas (p <0,001). A anélise dos dados do método de Neighbor-Joing indicou que a
populacdo de Bonito e Jardim/MS ocupou uma posi¢do intermediaria em relagdo a outras
populacbes. As populacdes de Trés Ranchos e Mineiros do Estado de Goias se agruparam,
mostrando sua proximidade genética quando comparadas com outras populagfes. As populacGes de
Goias apresentaram a maior distancia em relacéo a outras populagdes (Fig. 2).

Ho oop .
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Fig. 2 - Neighbor-Joing dendrograma baseado na distancia genética de Reynold (FST) de sete loci de microssatélites. O
grafico mostra as relagfes genéticas entre as sete populacfes de C. adamantium (BO — Bonito/MS; JD — Jardim/MS;
CC — Cerro Cora/PY; PP — Ponta Pord/MS; DO - Dourados; MI — Mineiros/GO; TR - Trés Ranchos/GO).

A Tabela 5 mostra as proporcdes de cada populacdo atribuidas aos trés grupos inferidos

pelo programa Structure, com variancia minima.

Tabela 5. Numero de individuos (N) por populacdo e propor¢do de associacdo de cada populacdo em cada um dos 3
grupos inferidos pelo programa Structure a. Associagdes superiores a 0,5 estdo em negrito.

Agrupamentos Inferidos

Populagdes ] 5 3 N
Bonito/MS 0,35 0,27 0,38 33
Jardim/MS 0,41 0,10 0,48 35
Ponta Por&/MS 0,57 0,02 0,40 35
Dourados/MS 0,40 0,02 0,57 29
Trés Ranchos/GO 0,02 0,97 0,01 20
Mineiros/GO 0,01 0,96 0,02 20
Cerro Cora/PY 0,56 0,08 0,35 35
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Pode-se observar na Tabela 5 que o agrupamento 2 representa as populacées do Estado de
Goias com 97% para Trés Ranchos/GO e 96% para Mineiros/GO, de alocagdo correta de seus
individuos em suas respectivas populagdes. O agrupamento 1 representa as populacdes de Cerro
Coré (Paraguai) e Ponta Pord, que € a regido mais proxima deste pais, com uma alocacdo correta de
56% e 57%, respectivamente. A populacdo de Dourados é a Unica alocacdo no agrupamento 3

(57%) com significancia estatistica (p> 0,05).

A estrutura genética das populac@es foi analisada utilizando estatisticas bayesianas com o
auxilio do programa Structure. O agrupamento de k = 3 (Fig. 2) corresponde ao k real, de acordo
com a metodologia proposta por Evanno et al. (2005), onde se observaram padrées complexos de
miscigenacdo para todas as populaces de Mato Grosso do Sul e Paraguai analisadas. O diagrama
mostrou similaridade entre populagdes de Trés Ranchos e Mineiros do Estado de Goias. Apesar de
ter uma proporcdo menor do que 0s outros grupos, para Mato Grosso do Sul e Paraguai as
populagbes parecem compartilhar o0 mesmo pool genético, sendo visivel a ocorréncia de

mesticagem dentro dessas populacdes.

0.00

BO JD CC PP DO MI TR

Fig. 3 - Agrupamento individual de sete populacdes diferentes analisado por método estatistico bayesiano utilizando o
programa Structure. Cada amostra foi representada por uma linha vertical dividida em segmentos classificados de
acordo com o tamanho e a cor. Estes resultados correspondem a proporc¢ao relativa do genoma das amostras em relacdo
a populagdo deduzida pelo programa. Diferentes populacbes sdo separadas pelas linhas pretas. (BO — Bonito/MS; JD —
Jardim/MS; CC — Cerro Cord/PY; PP — Ponta Pord/MS; DO - Dourados; MI — Mineiros/GO; TR - Trés Ranchos/GO).

Discussao

O namero de alelos obtidos para os sete loci foi maior que 0 numero obtido por Miranda et
al. (2016), que utilizaram os mesmos marcadores obtendo uma média de 7 alelos por locus em duas
populagcbes de C. adamantium no estado de Goias. A maior média de alelos (10,14) encontrada em
nosso estudo pode ser explicada por varios fatores, como uma diferenca no nimero de amostras
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entre 0s dois experimentos, uma vez que Miranda et al. (2016) testaram os marcadores em apenas
duas populacdes do mesmo estado usando 40 individuos. Este estudo foi realizado com seis
populacdes de dois estados diferentes (Mato Grosso do Sul e Goias) e uma populacdo de Cerro Cora
localizada em um Parque Nacional de conservacdo do Paraguai. A discrepancia entre os resultados
da variabilidade pode estar relacionada a pressdo seletiva diferencial que pode ocorrer em cada um
dos ambientes naturais (areas agricolas, partagens ou parque nacional).

A alta variabilidade genética em C. adamantium também foi revelada em outros estudos.
Miranda et al. (2016) também observaram alta diversidade genética em duas populacdes de Goias
(HO = 0,50). No entanto, menor em comparagao com a média encontrada nas populac6es analisadas
neste estudo (HO = 0,60). A alta diversidade genética da guavira também foi detectada por Assis et
al. (2013), que verificaram altas taxas de polimorfismos em populacGes de Goias por meio de
marcadores RAPD. Além disso, os resultados de alta variabilidade genética encontrados por meio
de marcadores moleculares corroboram a alta variabilidade fenotipica ja encontrada na guavira em
estudos que utilizaram biométrica (Melchior et al., 2006; Resende e Teixeira, 2009; Oliveira et al.,
2011; Dresch et al., 2013).

As populacdes de Bonito e Jardim apresentaram maior riqueza alélica quando comparadas
as demais populacdes (Tabela 2). Isto é possivelmente devido ao maior nimero de individuos nos
arredores, auséncia de fragmentacdo e ambientes agricola, uma vez que estes locais de referéncia
em turismo ecoldgico no estado do Mato Grosso do Sul. Pode ainda citar que nesses locais existe
uma educacdo ambiental mais conciente, existindo eventos que destacam e valorizam frutos de
espécies nativas, ndo ocorrendo assim a extracao extrativista desses frutos.

Dourados, Trés Ranchos e Mineiros apresentaram 0s menores valores de riqueza alélica,
namero de alelos por locus e valores mais elevados de HO que de HE. Este fato pode ser explicado
pela perda de alelos devido a deriva genética causada pela acdo antrépica, baixo nimero de
individuos nos arredores, uma vez que a populacdo esta localizada em uma regido com alto nivel de
fragmentacdo e cercada por areas agricolas e pastagens.

A acdo antropica e a crescente expansdo da agricultura, vem causando a perda de habitat
que pode resultar na reducdo do tamanho da populagdo (Phong et al., 2015). O uso constante de

agrotoxicos tem contribuido para o declinio de insetos, como os polinizadores, principalmente as
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abelhas (Kremen et al., 2007; Cresswell, 2001; Henry et al., 2012). Esses fatores também podem
ajudar na perda de diversidade genética em populagdes com niveis mais altos de perturbagdo
humana uma vez que o nimero de plantas é reduzido nesses ambientes.

Pode-se observar, a partir do dendrograma (Fig. 2), que as populacdes proximas
geograficamentes estavam mais proximas geneticamente, como populac@es do estado de Goias e as
demais populacdes do estado do Mato Grosso do Sul e do Paraguai. Esse fato pode ser explicado
pelo compartilhamento de semelhancas genéticas, proporcionando similaridade genética e
proximidade, como indicado no gréfico pelo método Neighbor-Joing. As populacdes de Jardim e
Bonito foram posicionadas medianamente no grafico, o que pode mostrar um alto grau de
misigenacdo com as demais populacdes analisadas. As distancia geografica entre as populacdes
podem afetar diretamente no fluxo génico, ocorrendo o chamado isolamento por distancia (Hedrick,
2011).

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) mostraram que a variacao entre
as populacdes foram baixa (Yeh, 2000) e significativa, com indice de fixacdo (FST = 0,06). Com
base neste critério, € possivel inferir que as populacbes podem ser consideradas geneticamente
semelhantes. Portanto, s6 tém uma maior distin¢gdo nas populagdes do Estado de Goids com as
demais populacdes estudadas e com grau de miscigenacao dentro das populacdes de Mato Grosso
do Sul e Paraguai (Figuras 1 e 4).

Em geral, a distancia geografica entre as populacGes foi diretamente proporcional a
distancia genética, o que pode estar relacionado com a dificuldade de compartilhar alelos (Futuyma,
1992, Phong et al., 2015). Assim, ambos os resultados de proximidade genética podem ser
correlacionados com a proximidade geografica real das populacdes, uma vez que as populac@es do
estado de Mato Grosso do Sul e do Paraguai, devido a sua proximidade geografica, como Bonito e
Jardim estdo mais proximos uns dos outros (39 km), enguanto as populacdes de Dourados e Bonito
sdo mais distantes (175 km). Ao comparar as populacdes do estado de Goids também estavam
proximas uma da outra, apresentando-se em um clado distinto das demais populagdes.

O namero de populacdes, bem como a estrutura populacional gerada pelo programa
Structure (Figura 3), também confirmaram que existe um grau de miscigenacdo dentro das

populagbes do Mato Grosso do Sul e do Paraguai e que as populagdes de Goias sdo geneticamente
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distintas. Embora haja uma partilha de alelos com outras populac@es inferida, € necessario mais
estudos, incluindo um maior nimero de marcadores, pois 0 uso de marcadores transferiveis pode
ndo estar mostrando a informagdo real da diversidade genética nas populagdes analisadas. O
presente estudo € o primeiro a caracterizar diferentes populacdes do bioma Cerrado C. adamantium
utilizando marcadores microssatélites.

Considerando que a variabilidade genética entre as populacdes de C. adamantium
demonstra um padrdo de diferenciacdo aparentemente correlacionado com a distancia geogréfica,
possivelmente esse fluxo genético que corresponde a diferengas na estrutura populacional. A ampla
densidade, frequéncia e distribuicdo do ambiente dessas espécies também sdo caracteristicas que
suportam esses modelos de fluxo génico (Agostini-Costa et al., 2006).

A alta diversidade genética encontrada nas populacdes de C. adamantium neste e em
outros estudos mostra a importancia da conservagao in situ desta espécie e do bioma Cerrado. As
populacdes estudadas apresentam alto valor para a conservagao, uma vez que a diversidade genética
é extremamente importante para a sobrevivéncia da espécie, também destaca a necessidade de
conservacdo das populacdes devido a possivel existéncia de alelos privados. O conhecimento de
como a variagdo genética é dividida em populaces pode ter implicacdes importantes na biologia
evolutiva, ecologia e conservacao da espécie.

A existéncia de baixa diferenciacdo entre populacbes, padrdes de fluxo genético
relacionados a distancia geogréafica e a alta variabilidade fenotipica relatada em outros estudos
(Resende e Teixeira, 2009, Dresch et al., 2013, Wesp et al., 2013) pode ser correlacionada com a
alta variabilidade genética revelada no nivel molecular neste estudo. Assim, estudos de correlacéo
entre caracteristicas fenotipicas de interesse e variacBes genéticas detectadas por marcadores
moleculares podem ser realizadas para auxiliar na selecdo de gendtipos superiores. Além disso, as
populacdes investigadas neste estudo constituem reservas de variabilidade Uteis para programas de

melhoramento de C. adamantium.

Conclusao

A diversidade genética foi elevada em todas as populagdes, e estas apresentaram baixos

niveis de diferenciacdo devido ao compartilhamento de alelos principalmente em populacdes de
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Mato Grosso do Sul e Paraguai, sendo as populacdes geograficamente mais proximas maior a
semelhanga genetica.

A importancia da conservacdo e coleta de germoplasma de populagdes de guavira para
evitar a perda de diversidade genética, que além de ser de extrema importancia para a sua
sobrevivéncia, pode servir como fonte de selecdo de gendtipos superiores para a reproducdo desta

espécie promissora para 0 Bioma Cerrado.
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ANEXO |

A revista que pretende-se publicar é a Genetics and Molecular Biology que apresenta fator de
impacto de 1,341 e Qualis B2 para Interdisciplinar.

Objetivos e Escopo: O Jornal publica contribui¢cbes que apresentam os resultados de pesquisas
originais em genética, evolucdo e disciplinas cientificas relacionadas. Os manuscritos que
apresentem apenas métodos e aplicacdes, sem uma analise de dados genéticos, ndo sera considerado
para publicacao.

As normas para publicacio  podem ser acessadas através do link: <
http://www.gmb.org.br/submission-of-papers >
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e Premissa do estudo: Desenvolveram-se iniciadores microsatélites e caracterizacdo para
investigar a estrutura genética da populagdo em Campomanesia adamantium.

e Métodos e Resultados: Construimos uma biblioteca gendmica enriquecida em
microssatelites e desenhamos 41 pares de iniciadores para loci de repetices de sequéncia
Unica, dos quais 36 foram amplificados com sucesso e polimorficos. O nimero de alelos
variou de dois a oito, com uma média de 4,73 alelos por locus. Os valores de
heterozigozidade observada e esperada variaram de 0,09 a 1,00 e 0,09 a 0,85,
respectivamente. Os valores de contetdo da informacgdo polimoérfica variaram de 0,08 a
0,78, com uma média de 0,56 mostrando altos niveis de polimorfismo. Todos os loci ndo
mostraram desvio significativo de HWE.

e Conclusdes: Este é o primeiro conjunto de marcadores de microssatélites para C.
adamantium que sera util para estimar parametros de diversidade genética e estrutura
populacional. Esses marcadores podem ser uma ferramenta valiosa para estratégias de
manejo eficientes em ambientes naturais e programas de melhoramento.

Palavras-chave: guavira; Estrutura genética; Loci de microsatélites; SSR, transferibilidade.
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INTRODUCAO

O bioma Cerrado apresenta grande diversidade de plantas nativas com potencial de
inclusdo no mercado econbmico. No entanto, a variabilidade é cada vez mais ameacada pelo
desmatamento e pela expansdo da agricultura (Rocha et al.,, 2011). Entre as plantas nativas,
Campomanesia adamantium O. Berg (Myrtaceae), uma arvore de baga também conhecida como
guavira ou gabiroba, destaca-se pelo alto potencial econémico de comercializagcdo e o uso de seus
frutos na producgdo de alimentos e bebidas (Vallilo et al. , 2006). Além disso, muitos estudos tém
investigado suas propriedades medicinais, indicando que a planta contém atividade antioxidante
(Coutinho et al., 2008), antimicrobiana (Pavan et al., 2009) e antitumoral (Pascoal et al., 2014).

Estudos de genética molecular com essa espécie sdo escassos (Assis et al., 2013, Miranda
et al., 2016) e ainda sdo insuficientes para fornecer dados sobre a estrutura da populagdo e a
variabilidade genética, que sdo informacdes valiosas para apoiar a conservacdo e estratégias de
manejo. Os marcadores microssatélites sdo instrumentos eficientes para a avaliacdo das variacOes
genéticas a nivel individual e populacional devido as suas muitas vantagens (Kalia et al., 2011; Gao
et al., 2013; Haq et al, 2014), entretanto, nenhum desenvolvimento de marcadores de
microssatelites foi relatado para C. adamantium. Portanto, o objetivo foi isolar e caracterizar
marcadores microssatélites em C. adamantium pela construgdo de uma biblioteca gendmica

enriquecida em microssatélites.

METODOS E RESULTADOS

Materiais vegetais e extracdo de DNA - As folhas jovens foram coletadas de um Unico acesso de C.
adamantium localizado no Horto de Plantas Medicinais (22° 11'45.08 " S; 54° 56'7,35" O) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA / UFGD), Dourados-MS, Brasil. O tecido foliar foi utilizado
para extracdo de DNA gendmico de acordo com 0 método CTAB (Doyle e Doyle, 1987).

Desenvolvimento de SSRs e design de iniciadores - Uma biblioteca genémica enriquecida em
microssatélites foi desenvolvida seguindo o protocolo adaptado (Billotte et al., 1999). O DNA
genémico foi digerido com a enzima de restricdo Afal (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) e
ligado aos adaptadores de cadeia dupla 5-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3 ‘e 5'-
TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3'. A tecnica de enriguecimento consistiu numa captura
baseada em hibridizacdo utilizando sondas ligadas a biotina (CT) 8 e (GT) 8 e esferas magnéticas
revestidas com estreptavidina (MagneSphere Magnetic Separation Products, Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, EUA). Os fragmentos de DNA enriquecidos em microssatélites foram
amplificados por PCR, e depois foram clonados em pGEM-T Easy Vector (Promega Corporation,

Madison, Wisconsin, EUA). As células competentes de Escherichia coli XL1-Blue (Promega
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Corporation) foram transformadas com os plasmideos recombinantes e os clones positivos foram
seleccionados através de meio de cultura contendo ampicilina e p-galactosidase. Um total de
noventa e seis colbnias foram seleccionadas utilizando rastreio azul/branco e sequenciadas
utilizando um sequénciador ABI 3500xL (Applied Biosystems) com iniciadores T7 e SP6 e o
BigDye Terminator versdo 3.1 Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer-Applied Biosystems). Um total
de 41 clones apresentou sequéncias de microsatélites adequadas para a concepgdo de iniciadores
utilizando o software Primer3Plus (Untergasser et al., 2012), com os seguintes parametros: tamanho
dos produtos de amplificacdo final 100 a 300 pb, percentagem de GC minimo 40% e maximo 60%
Temperaturas de anelamento variando de 57°C a 65°C e a diferenga na temperatura de anelamento
entre pares de iniciadores de no maximo 3°C.

Validacdo de Primer - Quarenta e um pares de primers foram desenhados e testados para
amplificagdo em C. adamantium (n = 5). Os PCR foram realizados em 25 pL de volumes de reagdo
contendo 50 ng de DNA, 7,5 uL de agua ultra-pura (Fermentas, Waltham, MA, EUA), 0,15 uM de
primer foward e reverse, 12,5 uL. de PCR Master MIX (50 U/ml de Taq DNA polimerase, 400 uM
de dNTP e 3 mM de MgCly) (Fermentas). O programa consistiu numa desnaturacgéo inicial a 94°C
durante 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 1 min, anelamento a 60°C
durante 1 min, extensdo a 72°C durante 1 min e uma extenséo final a 72°C durante 15 min. Os
produtos de amplificacdo foram verificados através de geéis de agarose a 2%. A avaliacdo do
polimorfismo e a genotipagem foram realizadas em 15 individuos de C. adamantium, utilizando
géis de poliacrilamida 7% corados com nitrato de prata (Creste et al., 2001). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando CERVUS v. 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007) e Microsatellite Toolkit
v.3.1.1 (Park, 2001) para calcular o namero de alelos por locus (A), a heterozigosidade esperada
(He), heterozigosidade observada (Ho), conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC) e equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE).

Deteccdo de polimorfismo SSR e analise de dados - A construcdo da biblioteca genémica
enriquecida em microssatélites teve uma taxa de sucesso de enriquecimento de 42,71%. Foi
desenhado um total de 41 pares de primers, dos quais 37 resultaram em amplificacdo bem-sucedida.
A avaliacdo do polimorfismo indicou que 36 marcadores eram polimdrficos e um era monomarfico
(Tabela 1). O numero de alelos variou de dois a oito, com uma média de 4,73. Ho e He variou de
0,09 a 1,00 e de 0,09 a 0,85, respectivamente. Os valores de PIC (conteldo de informacdo
polimérfica) variaram de 0,08 a 0,78, com uma média de 0,56 mostrando niveis elevados de
polimorfismo (Tabela 1). Todos os loci ndo mostraram desvio significativo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (p <0,05). Estes resultados foram consistentes com nossas expectativas, pois a populagéo

estudada é aparentemente pequena e isolada.
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CONCLUSOES
Foi desenvolvido o primeiro conjunto de marcadores de microssatélites para C. adamantium, que
sera util para estudos de genética populacional. O uso dos loci microsatélites hipervariaveis
descritos neste estudo obteve bons resultados uma vez que uma Unica populacdo foi testada,
sugerindo que todos os loci podem ser usados para apoiar a conservagdo genética e programas de

melhoramento de C. adamantium.
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Tabela 1. Caracterizacdo de 41 loci de microssatélites em Campomanesia adamantium.

Locus  Sequénciade primers (5" - 3") Repeticio FTA Ta Na Ni Ho He PIC GenBank AN

F: TATCAAGTCACGAAGGTGGG

CAMP 01 (TG)s 150-180 60 7 11 0455 0,835 0,768
R: TGGCAAGTATATCCTGCTCA

AMpoz | CCAATCATGCGATATCGTGE TG 150-195 60 4 9 0,333 0,712 061

CAMPOZ . TGGCAAGTATATCCTGCTCA (TG)s - ! ! 613
F: GTTGGCTCAACAGTTAGCAG

CAMP 03 L o CTCOGCATTTOCE (TG)s 160-180 60 4 10 05500 0,753 0,665
F: CTTAATGCACATCCGCAACA

CAMP 04 L AT GTCACGAGACA (GA)1(CA)s 250-270 60 5 9 0,556 0,660 0,580
F: ACAGAATGTCGTACCTGCAA

CAMP 05 L' e AACTOGETATETC (AC)s 150-180 60 6 9 0,444 0,843 0,766
F: GGTTGAGGAACTAGATCGGG

CAMP 06 . A CTTOCOAAACCTTTG (TG)7 250275 60 4 5 0200 0,778 0,645
F: CTCTCTCCTTTCGCATCCTT

CAMPO7 O & T AGTCOOATCAATCA (GC); 190-190 60 2 11 0,091 0,091 0,083
F: AATAGCTTCCAGACTGCTCC

CAMP OB L e AGAATTTCGAGCOOC (TC)as 240-260 60 3 11 0273 0,593 0,504
F: CATCCCGAGTAGCTACAGAG

CAMP 09 L = AT TOOAAAGGGE (AG)20 245-270 60 7 9 0,667 0,843 0,770
F: GGAGGGTGACATAAGAGCAA

CAMP 10 ' Lo A T T AACAAGACATACCA (TG)as 175-185 60 5 10 0,900 0,742 0,653
F: CTGTTCTTGCCACTCTGTTG

CAMP 11 o e A TTCCGOCAACAAGCAC (TC)1(CA) 16 280-350 60 6 11 0,364 0,801 0,726
F: CATATCGCCTTTTTAGCCCG

CAMP 12 L G AGAAAGTTCGC (TG); 265-270 60 3 11 0,091 0,255 0,228
F: AGTCGAGTGGGCTCTAGTAT

CAMP 13 L GOTOAGAAAGAGT (TG)s 215-290 60 8 10 0,800 0,774 0,708
F: TGGTCTTGGTTCCTTTCACA

CAMP 14 L 2 CAGTTTOAGCA (GT)r 290-300 60 3 6 0,167 0,439 0,363
F: CCAATCATGCGATATCGTGC

CAMP15 L = o A TTOGCAAGT AT (TG)s 190-210 60 4 10 0,300 0,595 0,509
F: GAGATCATAGGGCTCTTCGG

CAMP16 o 2 A A A COTTOCTTTT (TG)s 185-195 60 4 8 1,000 0,717 0,612
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F:

TCATCTTCGGCTACATAACGT

CAMP17 o oA CCOTTITCOTCTITAGA (AC)s 130-160 60 9 0889 0778 0,692
F: ACTCGAAGAAGCACTAAGGG

CAMP 18 L T TTGOAAGTG (AC)10 270-290 60 9 0444 0745 0,652
F: GAGAAGAGAGGGAGCCTTTG

CAMP 19 2 A CCOTOTIGAATG (GA)zs 160-180 60 11 0,091 0,255 0,228
F: GGGGCCATTTTATCTCTCGA

CAMP20 . 1 ATATAGCGGGTGGTCTCGA (TA)(CAR 60
F: GTAGATTGCTGCTAGCTTGC

CAMP 21 o e O ATOAAAAT (TG)s 280310 60 11 0,909 0,848 0,784
F: TGGTTCCTAAGATCTCCCCA

CAMP22 0 2 A A CTTCTGTATOCT (TG)s 115-125 60 11 0,727 0,675 0,586
F: CCCTTGAAAACTTGTGGTGG

CAMP 23 L o CAGCGOAGGE (GA) 150-190 60 11 0,818 0,779 0,706
F: CAAGTCCTACATGGCTGGAT

CAMP 24 R: AGTGCACGAAAACTGGTCTA (TG)y 200-230 60 11 1,000 0,567 0,436
F: TCCATGCCTTTTCCTCTTTAGA

CAMP 25 Ll e S CTACATAACGT (TG)s 140-160 60 10 0,800 0,721 0,627
F: TCTTCGACGAGGTAACAAGG

CAMP26 O (= v A T O AAT ACCOA (AC)s 180 -205 60 9 0,333 0621 0,501
F: ATGAAACGGTGGCATCTTTG

CAMP 27 o ST COAAGA (TC)2 230-250 60 8 0,500 0,708 0,616
F: CGTGATGAAGAGTGATGGGA

CAMP28 o 1 A TTGATAACTGOGGGTGA (GA)x 210-235 60 10 0,100 0,511 0,460
F: TCTTTGGAGTAGATTGCTGCT

CAMP 29  R: ATTTCACCTTCGGTCCCATC (TG 60
F: GAGTCCTAGTGCACAATGGT

CAMP30 R TTTTGGGGCTCACTCTATCG (TG)s(GA)0(AG)s 270-300 60 11 0545 0,463 0,411
F- TCTTTGGAGTAGATTGCTGCT

CAMP 3l  R: ATTTCACCTTCGGTCCCATC (TG)s 60
F: AAAGTGCAGAGAAAGTTCGC

CAMP32 L e S T T T T AGCCRG (CA); 270-273 60 10 0,100 0,279 0,247
F: AACTCGTCCAAAATCTCCGT

CAMP33 O e oTCTeTOTC (GT)s 210-240 60 11 0,091 0,325 0,282
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CAMP 34 (AC)e 210-250 60 5 11 0455 0468 0,420
s EARIATTTT o

CAMP 36 T o L taaT (CA)s 120-150 60 5 10 0,600 0,732 0,643
CAMP 37 'F:;: gig%ﬂ?&iﬂg;&ﬁ%cc (GA)x 150-210 60 6 10 0,600 0,632 0,570
CAMP 38 'F:;: igg?ﬁ%ﬁi%%ﬁ%gg@ie (TG)(GA),  170-200 60 5 8 0875 0,808 0717
CAMP39 T éﬁéf;éﬁﬂ?éggggg;g% (TC)a 280-310 60 5 7 0857 0824 0726
CAMP a0 o S oS (TG)u(GA)s  270-300 60 6 10 0400 0,621 0553
CAMP 41 ';:: ?géﬁéﬂfg/g%::&(fg AA?T (TG)(GA).  250-310 60 8 10 0800 0,847 0,783

Média 473 968 052 064 056

FTA: Faixa de tamanhos de alelos (pb); Ta: Temperatura de anelamento (°C); Na: Numero de Alelos; Ni: nimero de individuos; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; PIC: contetdo de informacdo polimorfica.



ANEXO 11

A revista que pretende-se publicar é a Applications in Plant Sciences que apresenta fator de
impacto de 0.911 e ainda ndo esté inserida na plataforma sucupira, ndo sendo disponibilizada o seu
Qualis para Interdisciplinar.

Escopo: Applications in Plant Sciences (APPS) é uma revista mensal, em linha, de acesso aberto,
revisada por pares, promovendo a disseminagdo réapida de ferramentas inovadoras e protocolos
inovadores em todas as areas das ciéncias da planta, incluindo genética, estrutura, funcdo e
desenvolvimento. , Evolugdo, sistematica e ecologia. O objetivo de APPS é promover a
comunicac¢do dentro da comunidade de ciéncia de planta para avancar a pesquisa cientifica. APPS é
uma publicacdo da Sociedade Boténica da América (BSA), e estéa disponivel como parte da BioOne
Open Access Collection (www.bioone.org/loi/apps).

As normas para publicagio  podem ser acessadas através do link: <
http://cms.botany.org/home/publications/apps/instructions-for-authors.html#AuthorAgreementForm

>
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