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RESUMO

A pitangueira (Eugenia uniflora L.) ¢ uma espécie arborea nativa da Mata Atlantica
amplamente explorada para fins farmacoldgicos e econdmicos. Porém, existem poucos
estudos sobre sua ecologia, diversidade genética e sobre seu genoma. Para uma espécie nativa
ser explorada comercialmente sdo necessarios conhecimentos basicos de ecologia e genética
para ndo comprometer a espécie. O objetivo desse trabalho foi gerar conhecimentos basicos
sobre o genoma de E. unmiflora e desenvolver marcadores microssatélites que permitam
ampliar a realizagdo de estudos de genética de populacdes para esta espécie. Foi realizado o
sequenciamento parcial do genoma de E. uniflora por meio da plataforma Ion Torrent
PGM™, além da busca de marcadores microssatélite. Do sequenciamento obtivemos cerca de
1,4x de cobertura do genoma estimado de E. uniflora, com 1836 regides génicas preditas
(incluindo genes parciais), sendo em sua maioria genes relacionados a atividades essenciais a
célula, contudo algumas sequéncias mostraram estar relacionadas ao metabolismo secundario.
Um total de 111 marcadores microssatélites foram caracterizados, sendo destes 12 validados
em laboratério e 99 in silico. Os marcadores desenvolvidos e testados em laboratdrio
mostraram ser eficientes na obten¢do de dados genéticos de uma populagdao natural testada.
Dos marcadores validados in silico, 74 tem grande potencial para estudos de diversidade
genética e podem ser testados em laboratorio, apenas necessitando de ajustes na temperatura
de anelamento. Os marcadores desenvolvidos neste trabalho mostram ser eficientes no
fornecimento de dados de diversidade genética, sendo extremamente Uteis em trabalhos
futuros que visem avaliar a histdria evolutiva e a dindmica das populagdes, permitindo assim a

adocdo de medidas corretas de manejo e conservagao.

Palavras-chave: Pitanga; Genética de populagdes; SSR; Next Generation Sequencing.
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ABSTRACT

Brazilian cherry (Eugenia uniflora L.) is a tree species native to the Atlantic Forest widely
exploited for pharmacological and economic purposes. However, there are few studies about
its ecology, genetic diversity and on its genome. Basic knowledge of ecology and genetics is
needed for a native species being commercially exploited without compromising it. The aim
of this study was to generate ground knowledge about the genome of E. uniflora and to
develop microsatellite markers that allow increasing the studies on population genetics of this
species. We performed the sequencing of the partial genome of E. uniflora trough Ion Torrent
PGM™ platform, beyond the search of polymorphic microsatellite markers. From the
sequencing, we obtained about 1.4x coverage of E. uniflora estimated genome, with 1836
predicted genes (including partial genes) mainly related to essential cell activities, with some
sequences related to secondary metabolism. A total of 111 microsatellite markers were
characterized out of which 12 were validated in laboratory and 99 in silico. The markers
developed and tested in laboratory showed to be efficient in assessing genetic information
from the natural population evaluated. From the in silico validated markers, 74 have great
potential for genetic diversity studies and have to be tested in laboratory, requiring
adjustments in the annealing temperature. The markers developed in this work show to be
efficient in providing genetic diversity data, being extremely useful in future works that aim
to evaluate the evolutionary history and the dynamics of the populations, thus allowing the
adoption of correct management and conservation measures.

Key-words: Brazilian cherry; Population genetics; SSR; Next Generation Sequencing.
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1. Introducio

1.1 Eugenia uniflora

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitanga, pertence a familia
Myrtaceae e ¢ uma espécie arbustiva com ampla distribui¢do em toda a América do Sul,
estando presente nos biomas Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado e Pampa, distribuida nos mais
diversos tipos de solo, tendo apenas baixo desenvolvimento em solos salinos (DONADIO et
al., 2002; COSTELLA et al., 2013; DEMATTE, 1997; LIRA JUNIOR et al., 2007). Todos
esses biomas apresentam alta taxa de desmatamento, e estima-se que reste apenas 12,5% da
cobertura vegetal original da Mata Atlantica (SOS MATA ATLANTICA, 2016), menos de
20% para o cerrado (MYERS et al., 2000), menos de 50% para a Caatinga (KILL et al., 2007)
e menos de 36,03% para o Pampa (CSR/IBAMA, 2010), o que pode configurar fragmentacao

florestal e risco a espécies nativas.

As caracteristicas morfologicas da pitangueira incluem folhas opostas simples,
pecioladas e de coloragdo verde escuro, e consisténcia subcoridcea quando adultas e de cor
avermelhada quando jovens (Figura 1) e com a presenga de idioblastos secretores de
compostos fenodlicos (CARDOSO e SAJO, 2006; ROMAGNOLO e SOUZA, 2006). As
flores sao hermafroditas, de coloragdo branca (Figura 1), suavemente perfumadas, meliferas e
abundantes em poélen. A polinizagdo ¢ feita por insetos, sendo as abelhas os mais comuns e,
dentre elas, Apis mellifera ¢ a mais frequente sendo também considerada como polinizadora
efetiva (CARDOSO e SAJO, 2006; ROMAGNOLO e SOUZA, 2006; SILVA e PINHEIRO,
2007). Ha divergéncias entre estudos de autopoliniza¢do, sendo que Pelacani et al. (2000)
afirmam que E. uniflora ¢ totalmente autoincompativel e Franzon (2008) afirma que a
autopolinizacdo ocorre, mas com uma baixa taxa de frutificagdo efetiva (cerca de 6,4%). Sua

floracdo ¢ anual e em massa, ocorrendo de agosto a outubro (PELACANI et al. 2000).

O fruto ¢ uma baga, globosa a elipsoide com sulcos longitudinais (Figura 1) com
coloracdo podendo variar de vermelho a quase negro (ROMAGNOLO e SOUZA, 2006;
BEZURA et al., 2002), sendo sua dispersdo zoocodrica. Apesar de haverem poucos estudos
sobre seus dispersores o estudo de Budke et al. (2005) relata a dispersdo por aves e o estudo
de Castro e Galetti (2004), por lagartos Teiu.
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Figura 1: Flores (A — Fonte: José Lira Jr.); frutos (B — Fonte: Arnaldo Silva) e folhas (C —
Fonte: Forest e Kim Starr) de E. uniflora.

Essa espécie apresenta plasticidade aos mais diversos tipos de ambientes, podendo se
adaptar a diferentes niveis de geada, ventos fortes e temperaturas abaixo de zero graus
Celsius, sem desenvolver sintomas caracteristicos de danos. Quando cultivada em situagdes

de déficit hidrico apresenta perdas apenas na frutificagio (LIRA JUNIOR et al., 2007).

No ambito ecologico, E. uniflora é utilizada para recuperagdo de areas degradadas
(KNAPICK e MARANHO, 2007), além de apresentar potencial como bioinseticida (CUNHA
et al., 2016) e servir como fonte de alimento para diversos animais (BUDKE et al., 2005;

CASTRO e GALETTI, 2004) .

Seus frutos sdo consumidos in natura ou na forma de sucos, sorvetes, geleias, licores e
vinhos (LEDERMAN et al., 1992; BEZERRA et al., 1995). Nao ha dados oficiais sobre a
producdo e comercializacdo dos frutos, mas estima-se que o Brasil seja o maior produtor
mundial, tendo cerca de 300 hectares cultivados em Pernambuco (LIRA JUNIOR et al, 2007).
Seus frutos apresentam sabor exdtico e vém ganhando atencdo de outros paises (RIBEIRO,
1998). Porém, atualmente existe apenas uma cultivar para esta espécie, denominada
“Tropicana” que foi desenvolvida pela Empresa Pernambucana de Pesquisas Agropecudrias —

IPA.

Eugenia uniflora foi introduzida na medicina popular pelos indios Guaranis no século
XV, e desde entdo vem sendo amplamente utilizada no Brasil como alternativa terapéutica
para o tratamento de diarreia ndo infecciosa, tendo suas propriedades reconhecidas pela
resolugdo RDC N.° 10, de 09 de marco de 2010 (ALONSO, 2004; BRASIL, 2010). Em paises

em desenvolvimento como o Brasil, a utilizacdo de fitoterdpicos ¢ importante e bastante
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difundida, em parte pela grande biodiversidade e pelo dificil acesso da populacdo ao sistema

médico (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006; TEIXEIRA et al., 2016).

Os principais compostos quimicos de interesse ja identificados nas folhas de pitanga
sdo Oleos essenciais sesquiterpenos, germacreno e selina trienona (MORAIS et al., 1996;
MAIA et al., 1999; ADEOYE, 2006), eugeniflorinas D1 e D2, pentahidroxiindolizidina (LEE
et al., 1997; AURICCHIO E BACCHI , 2003), B-caroteno, vitamina C e vitamina E, licopeno,
rubixantina, cis-rubixantina, a-criptoxantina, cis-licopeno, zeaxantina, luteina (WANG et al.,
1996; RICE-EVANS et al., 1996; AZEVEDO-MELEIRO ¢ RODRIGUEZ-AMAYA, 2004),
antocianinas (WANG et al., 1997; BAGETTI, 2009), violaxantina, miricitrina e quercetina
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987). Essa ampla gama de compostos evidencia o

potencial de E. uniflora para exploragdo farmacolédgica e biotecnologica.

Diversos estudos tem comprovado a acdo antioxidante (CUNHA et al.,2016;
DENARDIN et al, 2015; FORTES et al, 2015; SOBRAL-SOUZA et al., 2014),
antimicrobiana e antifingica, inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus, Salmonela
cholerasuis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Paracoccidioides brasiliensis,
Candida krusei, Candida parapsilosis, apresentando atividade contra Trypanosoma
congolense ¢ sendo eficiente na reducdo do biofilme causador da gengivite em criangas
(ADEWUNMI et al., 2001; BIASI-GARBIN et al., 2016; JOVITO et al., 2016 ). Estudos
também indicam a inibicdo das enzimas a-glicosidase, maltase e sucrase, que fazem com que
haja uma diminui¢do da digestdo e absor¢do de acucares e gorduras, revelando assim um
possivel potencial de emprego dessa espécie no tratamento de diabetes e obesidade (ARAI et

al., 1999; MARGIS et al., 2000; MATSUMURA et al., 2000).

Apesar do amplo conhecimento sobre seu potencial farmacoldgico, agronomico e de
exploragdo econdmica, os estudos voltados para ecologia e genética de Eugenia uniflora até o
ano de 2012 eram muito limitados, correspondendo a aproximadamente apenas 11% do total

de trabalhos para a espécie (ALMEIDA et al., 2012).

Descrever e estudar a diversidade genética ¢ um ponto crucial para a conservacio de
espécies sendo também fundamental para o estabelecimento de estratégias conservacionistas
efetivas e para a manutencdo da saude de uma populacdo (YEEH et al, 1996), visto que a

selecdo natural atua nas variagdes existentes dentro das populagdes, sendo que quanto maior a
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variabilidade existente entre os individuos, maiores as chances de perpetuacdo da espécie
(TORGGLER et al, 1995). Também ressaltamos a importancia de conhecer o genoma de
espécies nativas, pois além de servir como documentacio da biodiversidade, pode ser 1til na
busca de sequéncias génicas que possam estar relacionadas com o potencial biotecnologico e
farmacologico. Nesse panorama, o Sequenciamento de Nova Geragdo surge como uma 6tima

ferramenta provedora de informagao, além de ter se tornado cada vez mais acessivel.

1.2.  Sequenciamento de nova Geragdo

Durante muito tempo, a obten¢cdo de informacgdes sobre a sequéncia gendmica dos

organismos vivos foi dificil e custosa, o que se deve em grande parte a falta de tecnologia.

No ano de 1977, houve a publicacdo de uma técnica que revolucionou os estudos em
genética: a quimica dideoxi, ou método de Sequenciamento de Sanger (SANGER et al.,
1997). Por quase trés décadas essa metodologia, também conhecida por “Primeira Geragao de
Sequenciamento”, se estabeleceu como o padrdo de sequenciamento de material genético.
Apesar da revolucdo para a area de genética ainda haviam muitas limitacdes, tais como o alto
valor por base, niumero baixo de sequéncias e tempo elevado para o sequenciamento

(DAVIES, 2010).

Com todas essas limitacdes associadas a necessidade de sequenciamento de genomas
cada vez maiores e mais complexos, em 2001, surgiu a corrida chamada “genoma de mil
dolares”, a qual foi promovida pelo laboratorio particular de Craig Venter, para promover o
desenvolvimento de quimicas de sequenciamento que fossem capazes de sequenciar qualquer

genoma com um custo reduzido e em pouco tempo (DAVIES, 2010).

A partir de 2006 surgiram entdo os sequenciadores de Segunda Geragdo (também
chamados de Next Generation Sequencing - NGS), com uma capacidade operacional maior,

maior numero de dados de alta qualidade e custos reduzidos (DAVIES, 2010).

As plataformas de segunda geracdo se dividem em dois tipos principais: as primeiras
com sequenciamento por deteccdo de luz, onde cada base incorporada no read emite um sinal

de luz (454 e Illumina) (METZKER, 2010) e as de variacdo de pH, onde a enzima DNA

polimerase libera como subproduto um ion H+, realizando inje¢des sucessivas dos quatro
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nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), fazendo a limpeza do sistema apo6s cada base
injetada. Essas plataformas sdo Ion Torrent e Ion Proton (ROTHERBERG et al., 2011).

A terceira geracdo de sequenciadores ja estd disponivel e surgiu com a plataforma
PACBIO, com reads de at¢ 10.000 pb, um aumento enorme quando comparado a cerca de
500 pb das outras plataformas de segunda geragdo (PACIFIC BIOSCIENCES, 2015). Porém,
essa plataforma ainda apresenta muitas desvantagens, como sua baixa confiabilidade, que
pode variar entre 84,2% a 97,8%. O sequenciamento de genomas de novo com esta técnica

nao ¢ muito indicado (RASKO et al., 2011).

Outra plataforma de sequenciamento de terceira geracao ja disponivel ¢ a MinlON, da
Oxford nanopore. Essa plataforma promete o sequenciamento de polimeros intactos de DNA
através do nanoporos de uma proteina sintética, tudo isso disponivel em dispositivos portateis
do tamanho de pendrives e com tamanho esperado de reads semelhante ao da quimica SMRT

da plataforma PACBIO (OXFORD NANOPORE, 2015).

Devido aos dados gerados pelas plataformas de terceira geracdo ainda ndo
apresentarem um alto grau de confiabilidade, ha uma tendéncia da utilizacdo da combinagao
de sequenciadores de segunda e de terceira geragdo, sendo os ultimos mais utilizados para o

fechamento de gaps das sequéncias e para resolver problemas de montagem.

Comparando-se as diferentes plataformas de sequenciamento, todas apresentam
vantagens e desvantagens. A plataforma Ion Torrent PGM™ por exemplo, apresenta um
baixo custo e o tempo de corrida rapido, de aproximadamente 2 horas (HAMILTON e
BUELL, 2012). Contudo, essa plataforma ndo ¢ indicada para o sequenciamento de genomas
completos, pois sdo necessarias inumeras corridas para gerar dados suficientes para completar
todos os gaps de um genoma completo. As sequéncias geradas em grande numero pelo
sequenciamento podem ser utilizadas para os mais diversos fins, tais como andlise de
transcriptomas, predigdo génica, expressdo diferencial de genes, melhoramento genético e

desenvolvimento de marcadores SSR.
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1.3 Marcadores SSR

Marcadores moleculares sao ferramentas utilizadas para acessar caracteristicas a nivel
molecular herdadas geneticamente, responsaveis por diferenciar organismos (MILACH,

1998).

Antes do surgimento das tecnologias de Sequenciamento de Nova Geragdo, o
desenvolvimento de marcadores microssatélites era trabalhoso e com alto custo, pois envolvia
a construcao de bibliotecas gendmicas, isolamento e sequenciamento de clones, seguido do

desenho de primers flanqueadores (LI, 2008).

Os marcadores SSR ou microssatélites sao sequéncias simples de 1- 6 pares de bases
repetidas em tandem e podem ser encontrados em grandes quantidades e uniformemente
distribuidos pelo genoma das plantas, além de serem codominantes, multialélicos e com o
mais alto conteudo de informac¢do de polimorfismo (ZUCCHI, 2003), sendo usados para
avaliar e monitorar similaridade, variabilidade e relagdo genética entre genotipos, construir
mapas genéticos e encontrar marcadores para caracteristicas de interesse
(MEHLENBACHER, 1995; PIGATO e LOPES, 2001; SALLA et al., 2002; UPADHYAY et
al., 2004).

O polimorfismo deste marcador ¢ baseado nos diferentes nimeros de repeti¢des de
determinado motivo. O principal mecanismo responsavel pelas variagdes no nimero destas

repetigdes € o processo de Slippage, caracterizado por erros durante a replicagdo do DNA
(CHODHARY ¢ TRIVEDI, 2010; WANG et al., 2009), assim como indels.

Esse tipo de marcador pode estar presente em regides codificantes e ndo codificantes,
sendo seu grau de polimorfismo consideravelmente menor em regides codificantes. Isso ¢
explicado pela menor pressdo seletiva sofrida pelas regides ndo codificantes que vao
acumulando as mudangas durante o processo de replicagdo e pela alta conservacio das regides

codificantes (KIMURA, 1968).

Sendo assim, as regides ndo codificantes ou “neutras”, expressam melhor a
variabilidade entre os individuos de populacdes, enquanto marcadores de regides génicas
podem servir para fins de melhoramento genético, por estarem associados a expressdao de

fendtipos que podem ter interesse econdmico (GUPTA et al., 2003).
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A caracterizacdo e validacdo de marcadores SSR ¢ de extrema importancia para
espécies nativas pouco estudadas, que estejam sendo exploradas sem medidas de manejo ou

que estejam sofrendo com a fragmentacao florestal, como ¢ o caso de Eugenia uniflora.

A partir do desenvolvimento dos marcadores microssatélites ¢ possivel a realizacdo de

estudos de diversidade genética de populagdes.

1.4  Genética de populagioes

Sabe-se que para a manutencdo da saude de uma populacdo é necessario que haja
diversidade genética, para que os organismos tenham uma melhor adaptabilidade as forgas de
selecdo natural atuantes. A capacidade de adaptagdo ¢ essencial para a sobrevivéncia da
espécie, principalmente em um cenario de mudangas climaticas e interferéncia humana nos

ambientes (MATYAS, 2005).

O grande crescimento das popula¢cdes humanas provoca um aumento significativo na
degradacdo ambiental, pois demanda recursos que muitas vezes sdo explorados sem
conhecimento, o que inclui a fragmentagdo de florestas pela agricultura e exploragdo dos

recursos naturais existentes (GEBUREK, 2005).

Eugenia uniflora encontra-se presente em biomas que foram muito devastados sem
conhecimento prévio. Isso pode acarretar na perda de diversidade genética, aumento de
endogamia pela redu¢do do numero de individuos, colaborar para a deriva genética e em

longo prazo pode acarretar até mesmo em especiagao.

Por isso, enfatizamos a importancia de estudos que abram portas para o conhecimento
da genética de populagdes para esta espécie nativa com amplo potencial econdomico e tio
pouco estudada nos ambitos genético e ecologico. Compreender sua dindmica populacional
permite que as medidas corretas de manejo e conservagdo sejam tomadas para evitar ameagas

a espécie.
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2. OBJETIVOS

Objetivamos realizar o sequenciamento parcial do genoma de Eugenia uniflora e o
desenvolvimento de marcadores SSR altamente polimoérficos que possam ser utilizados para
estudos de genética de populagdes e melhoramento genético, colaborando para a preservagao

dessa espécie.
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CAPITULO I

3. SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENOMA DE Eugenia uniflora L.

RESUMO

Eugenia uniflora (pitanga), ¢ uma espécie nativa amplamente utilizada na medicina popular,
possuindo a¢do antimicrobiana, antifingica e antioxidante comprovadas, além de apresentar
potencial para o tratamento de diabetes e obesidade. Apesar de todo seu potencial
farmacologico, pouco se sabe sobre seu genoma. Conhecer o genoma de espécies nativas
amplamente exploradas ¢ importante tanto para a documentacdo da biodiversidade quanto
para a abertura de portas para encontrar sequéncias com potencial econdmico. Este trabalho
teve como objetivo fornecer conhecimentos basicos sobre o genoma total de Eugenia uniflora
e prospectar sequéncias com potenciais fins biotecnoldgicos e de melhoramento genético. O
sequenciamento foi realizado na plataforma Ion Torrent, a montagem através do software
SPAdes e a anotacdo através do software Augustus. A anotacao funcional foi realizada a partir
do software Blast2go. Do sequenciamento obtivemos um total de 7 milhdes de pares de bases,
que apos montados corresponderam a uma cobertura de cerca de 1.4x do genoma estimado
para Eugenia uniflora. Um total de 1836 genes hipotéticos foram preditos, sendo em sua
maioria relacionados a fungdes essenciais para as células. Porém, alguns estdo relacionados ao
metabolismo secundario, podendo apresentar potencial econdmico. Este trabalho possibilitou
ampliar os conhecimentos sobre o genoma de Eugenia uniflora, além de conhecer genes
putativos relacionados ao metabolismo secundério e possiveis sequéncias regulatérias de

condigoes de estresse.

INTRODUCAO

Eugenia uniflora, também conhecida como pitangueira ¢ uma espécie arborea nativa
da Mata Atlantica, amplamente utilizada para fins econémicos e farmacolégicos. E utilizada
na medicina popular para o tratamento de diarreia ndo infecciosa (BRASIL, 2010), além de
possuir a¢do antimicrobiana, antifungica e antioxidante comprovadas por diversos estudos,

sendo eficiente no combate ao biofilme causador da gengivite e também podendo ser uma
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potencial alternativa para o tratamento de diabetes e obesidade, atuando na inibi¢do das
enzimas x-glicosidase, maltase e sucrase, o que reduz a absor¢do de agucares e gorduras. No
ambito ecologico apresenta potencial bioinseticida (ADEWUNMI et al., 2001; ARAI et al.,
1999; BIASI-GARBIN et al., 2016; CUNHA et al.,2016; DENARDIN et al., 2015; FORTES
et al., 2015; JOVITO et al., 2016; MARGIS et al., 2000; MATSUMURA et al., 2000;
SOBRAL-SOUZA et al., 2014), sendo amplamente distribuida nos mais diversos tipos de
ambientes e apresentando suscetibilidade apenas a solos salinos (LIRA JUNIOR et al.,2007).

Apesar de sua importancia econdmica e farmacoldgica, pouco se sabe sobre seu
genoma. Antes do surgimento do sequenciamento de nova geragdo, conhecer o genoma de
qualquer espécie era dificil e custoso. Atualmente isso ndo constitui um problema, pois as
plataformas de Nova Geragdo como Ion Torrent produzem milhdes de reads por precos cada
vez mais acessiveis e em um tempo relativamente curto, permitindo assim conhecer o genoma

de espécies tdo importantes economicamente (RASKO et al., 2011).

Nesse trabalho objetivamos fornecer conhecimentos bésicos sobre o genoma de
Eugenia uniflora e prospectar marcadores SSR e sequéncias que possam ser uteis para fins

biotecnolodgicos e de melhoramento genético.

METODOLOGIA

Amostragem e extra¢do de DNA

Amostras foliares de um individuo de FEugenia uniflora foram coletadas em uma
populacao natural do bioma Pampa (30°20°05.00”S, 054°21°44.00”W), Rio Grande do Sul —
Brasil. O voucher foi depositado sob numeragdo HBEI1150 no herbario Bruno Edgar Irgang,
da Universidade Federal do Pampa. O DNA total foi isolado de folhas saudéaveis através do
kit de extracdo DNeasy Plant Mini kit (Quiagen®) e a qualidade verificada por meio de
NanoVue™ (GE Healthcare).

Next Generation Sequencing

O DNA foi fragmentado utilizando o equipamento Biorruptor® para gerar fragmentos

de cerca de 300 pares de bases. As bibliotecas genomicas foram construidas e o
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sequenciamento foi realizado na plataforma Ion Torrent PGM™, usando um chip 318 de

acordo com as especificagdes do fabricante.

Anadlise de dados

Os reads foram montados a partir do software SPAdes v. 3.5.0 (BANKEVICH et al.,
2012), com tamanho minimo de 1000 pares de bases para cada contig e com tamanho de k-
mers de 21. A predicdo génica foi feita com o software Augustus (STANKE e WAAK, 2003)
e as sequencias de proteinas foram obtidas com o script getAnnoFasta.pl e a anotagdo
funcional foi realizada a partir do software Blast2go v. 4.0 (CONESA et al., 2005), com base
no banco de dados do Blastp e Gene Ontology.

Prospecgio de marcadores SSR

O software SSRLocator (MAIA et al., 2008) foi utilizado para encontrar
motivos SSR di-, tri- e tetrdmeros nos reads montados, com o minimo de seis repeticdes
cada. Primers para os loci SSR encontrados foram desenhados utilizando o software Primer3
(UNTERGASSER et al., 2012). Os primers foram testados por amplificag¢do in silico usando
o software SPCR (CAO et al., 2005) e, sabendo que os dados de montagem obtidos a partir do
sequenciamento ¢ feita em apenas um cromossomo, ndo sendo possiveis heterozigotos e
consequentemente ndo sendo possiveis dois alelos, foram seguidos os seguintes critérios para

a validagao:

. Nao apresentar loci sobrepostos;
. Os alelos devem estar entre 90 e 280 pb;
. Quando dois loci estiverem no tamanho desejado e ndo sobrepostos, eles

devem ser testados em laboratorio;

. Primers 6timos devem ter apenas um loco na regido desejada;
. Mais que dois loci na regido avaliada, sdo desconsiderados para analises em
laboratorio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento gerou cerca de 7.0 milhdes de pares de bases, as quais apos a
montagem e exclusdo de regides redundantes corresponderam a aproximadamente 3.15

milhdes de bases distribuidos em 2601 contigs, correspondendo a uma cobertura de cerca de
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1.4x o genoma estimado para Eugenia uniflora, com base em dados acessado por citometria
de fluxo (COSTA et al., 2008). A porcentagem de guanina e citosina para o draft do genoma
foi de 41,17%.

Foram preditos um total de 1836 genes putativos, incluindo regides génicas parciais.
Destas, cerca de 1400 sequéncias tiveram grande semelhanga com as sequéncias disponiveis

no banco de dados para Eucalyptus grandis (top hits) (Figura 1).

Top-Hit Species Distribution
[pitprediction_fastablast2go2]
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25_0 5(_)0 750 1,QOO 1,2_50
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Figura 1. Melhores alinhamentos (hits) gerados por meio de Blastp por espécie, sendo
Eucalyptus grandis a espécie que obteve os melhores alinhamentos.

As figuras 2 e 3 mostram a subdivisdo das sequéncias anotadas em 3 categorias, sendo
elas: Processos Biologicos (PB), Fun¢do Molecular (MF) e Componente Celular (CC). O
grafico de processos bioldgicos mostra que a maioria das sequéncias génicas estdo

relacionadas a fungdes essenciais a célula, tais como metabolismo e processos celulares.
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Ambos ocorrem no interior das células, sendo que o metabolismo corresponde a todas as
reacdes quimicas essenciais @ manutencao da vida e os processos celulares englobam todos os
processos que visam o crescimento e manutencdo. Algumas dessas sequéncias estdo
relacionadas ao sistema de defesa, resposta ao estresse e acdo antioxidante (Figura 3),
podendo ser de interesse econdmico, pois estdo associadas a via de produgdo de metabdlitos

secundarios.

Dentro de fung¢do molecular, os termos mais frequentes estdo associados a atividade
catalitica e a ligagdo ou acoplamento em geral (binding). A atividade catalitica remete a
atividade enzimatica realizada por proteinas (enzimas) e também por RNA (ribozimas). Estas
enzimas estdo distribuidas em seis principais classes: Oxidoredutares; Transferases;

Hidrolases; Liases; Isomerases e Ligases (Figura 4).

Em componente celular a maioria das sequéncias mostrou estar relacionada a
formagdo da célula, sendo a maioria das sequéncias (~370) correspondentes ao componente

integral da membrana e ao ntcleo (~100) (Figura 3).

Apesar de, em sua maioria, as sequéncias génicas putativas estarem relacionadas com
fungdes basais essenciais a célula, em uma breve anotagdo que realizamos para o Draft total
dos 2601 contigs, observamos que existem varias sequéncias que estdo associadas a processos
de defesa e de resposta. Essas sequéncias podem ser regides que conferem vantagens
adaptativas e que podem ser regides regulatorias ativadas em situacdo de estresse. Entre essas
regides, destacamos as que demonstram estar associadas a resposta ao estresse salino, resposta
ao metal pesado cddmio, resposta ao frio e resposta a fungos (Figura 5). Essas regides do
genoma total de Eugenia uniflora demonstram potencial tanto para programas de recuperagao
de areas degradadas, de melhoramento genético, como para fins farmacoldgicos, merecendo

assim de um estudo mais aprofundado.
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Figura 3. Resultados da anotacdo funcional detalhada através do software Blast2go com a utilizagdo de Blastp
e dos termos GO de nivel 2 para os genes putativos preditos para Eugenia uniflora. As barras dos graficos
apresentam o nimero de sequéncias identificadas para cada uma das categorias funcionais de Processos
Biologicos (PB), Funcdes Moleculares (MF) e Componentes Celulares (CC). * Aproximadamente 960

sequéncias foram classificadas como ‘outras’. ** Aproximadamente 740 sequéncias foram classificadas como

‘outras’.
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Figura 4. Distribuicdo das classes enzimadticas Identificadas nos genes putativos anotados para Eugenia
uniflora.
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Figura 5. Resultados da anotacdo funcional detalhada através do software Blast2go através de
Blastn com a utilizacdo dos termos GO de nivel 2 para a categoria de Processos Biologicos
para o genoma total de Eugenia uniflora.

Dos primers validados in silico, um total de 80 primers foram considerados viaveis, 18
necessitam de ajustes em laboratorio por apresentarem mais de um /oci na regido avaliada e

13 foram descartados das andlises por apresentarem mais de dois /oci ou loci sobrepostos
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(Anexo II e Anexo III). Grande parte dos marcadores validados in silico apresentam potencial
para estudos de diversidade genética, necessitando apenas de ajustes na temperatura de
anelamento durante a PCR. Destes primers, avaliamos quais apresentam alta similaridade com
regides génicas de Eucalyptus grandis, por meio de Blastn de alta similaridade. Conforme a
Tabela 1, percebemos que 52 dos primers apresentam similaridade com regides génicas de
Eucalyptus grandis, sendo que os primers Pit7, Pit8, Pit44, Pit91 e Pit97 estdo em regides
génicas do cloroplasto. Os primers encontrados em regides génicas podem ser interessantes
para programas de melhoramento genético, pois estdo associados a caracteres expressos que

podem conferir caracteristicas fenotipicas de interesse.

CONCLUSAO

A maioria dos genes anotados representam fungdes basais comuns presentes em
plantas em geral, sendo muitos deles expressos constitutivamente. Porém, as regides
associadas ao sistema de defesa, estresse e agdo antioxidante podem estar associadas a
producdo de fitoquimicos de interesse biotecnoldgico, além de possiveis sequéncias

regulatorias que podem conferir caracteristicas de interesse econdmico as regides génicas.

Os primers SSR desenvolvidos e validados in silico demonstraram em sua maioria alto
potencial para testes de amplificacdo em laboratorio e podem ser Uteis tanto para estudos de
diversidade genética como para programas de melhoramento genético, por apresentarem alta

similaridade com regides génicas.
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Tabela 1. Primers desenvolvidos para Eugenia uniflora que apresentam similaridade com
regides génicas de Eucalyptus grandis através de analise com o banco de dados do Blastn de
alta similaridade.

Primer  Regido de similaridade com Eucalyptus grandis

Pit 6 PREDICTED: Eucalyptus grandis autophagy related protein 18b (LOCI104436009), mRNA
Pit7e8 PREDICTED: Eucalyptus grandis cytochrome P450 97B2, chloroplastic (LOC104433683), mRNA
Pit 12 PREDICTED: Eucalyptus grandis TMV resistance protein Nlike (LOC104437590), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis probable splicing factor 34 subunit 1 (LOCI104421588),
transcript variant X1, mRNA

Pit 19 PREDICTED: Eucalyptus grandis ubiquitin conjugating enzyme E2 2 (LOC104433606), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis probable galactinol sucrose galactosyl transferase 1
(LOC104450392), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis serine/threonine protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory
subunit B alpha isoform (LOC104449952), transcript variant X2, mRNA

Pit 25 PREDICTED: Eucalyptus grandis pleiotropic drug resistance protein 2 (LOC104421273), mRNA
Pit 26 PREDICTED: Eucalyptus grandis protein FRIGIDA (LOC104456157), mRNA

Pit 27 PREDICTED: Eucalyptus grandis CCAAT/enhancer binding protein zeta (LOC104422905), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis betaDglucosyl crocetin betal,6glucosyltransferase

Pit 15

Pit 20

Pit 24

Pit33 (LOC104423526), mRNA

Pit 34 PREDICTED: Eucalyptus grandis mannoselphosphate guanyl transferase alpha (LOC104419311),
transcript variant X2, mRNA

. PREDICTED: Eucalyptus grandis AT hook motif nuclear localized protein 15 (LOC104421912),

Pit 38 . ;
transcript variant X1, mRNA

Pit 44 PREDICTED: Eucalyptus grandis pentatricopeptide repeat containing protein At1g30610,
chloroplastic (LOC104441234), mRNA

Pit 45 PREDICTED: Eucalyptus grandis probable trehalase (LOC104444090), transcript variant X3,

mRNA
Pit 53 PREDICTED: Eucalyptus grandis deltalpyrroline5Scarboxylate synthase (LOCI104454339), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis fatty acid amide hydrolase (LOC104419842), transcript variant
X2, mRNA
Pit 59 PREDICTED: Eucalyptus grandis Fbox/LRRrepeat protein 4 (LOC104425162), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis probably inactive leucine rich repeat receptor like protein kinase

Pit 55

Pit 60 At5g06940 (LOC104445429), mRNA

Pit 61 PREDICTED: Eucalyptus grandis constitutive photomorphogenesis protein 10 (LOC104433783),
mRNA

Pit 63 PREDICTED: Eucalyptus grandis nucleo base ascorbate transporter 7 (LOC104432918), transcript

variant X4, mRNA
Pit 65 PREDICTED: Eucalyptus grandis GDSL esterase/lipase At5g45960 (LOC104440967), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis probable receptor like protein kinase At2g42960

Pit72 (LOC104425048), transcript variant X2, mRNA
. PREDICTED: Eucalyptus grandis histidinetRNA ligase, cytoplasmic (LOC104449799), transcript
Pit 73 ;
variant X3, mRNA
Pit 74 PREDICTED: Eucalyptus grandis H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 (LOCI104445303),

mRNA
Pit 75 PREDICTED: Eucalyptus grandis zinc finger protein CONSTANSLIKE 6 (LOC104421639), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis protein DEHYDRATIONINDUCED 19 homolog 3
(LOC104432440), mRNA
Pit 78 PREDICTED: Eucalyptus grandis protein CROWDED NUCLEI 1 (LOC104422081), mRNA

Pit 76
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Pit 89

Pit 91

Pit 95

Pit 96
Pit 97
Pit 98
Pit 108
Pit 110

Pit 111
Pit 115
Pit 116

Pit 119

Pit 120
Pit 122
Pit 123
Pit 125

Pit 126
Pit 128
Pit 129
Pit 133
Pit 138

Pit 139

Pit 141

PREDICTED: Eucalyptus grandis ubiquitin carboxyl terminal hydrolase 12 (LOC104454073),
mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis pentatricopeptide repeat containing protein At3g18110,
chloroplastic (LOC104450263), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis LMBRI domain containing protein 2 homolog A
(LOC104418320), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis probable low specificity L threonine aldolase 1 (LOCI104415370),
transcript variant X4, mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis zeaxanthin epoxidase, chloroplastic (LOC104418568), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis transcriptional corepressor SEUSS (LOC104450883), transcript
variant X2, mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis ras related protein RABA4d (LOC104445522), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis probable 26S protease regulatory subunit 10B (LOC104445675),
transcript variant X3, mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis ras GTPase activating protein binding protein 1
(LOC104425708), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis DNA mismatch repair protein MSH6 (LOC104426818), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis phytochrome associated serine/threonine protein phosphatase
(LOC104421192), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis zinc finger CCCH domain containing protein 45
(LOC104441828), transcript variant X4, mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis Fbox protein At1g30790like (LOCI104440635), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis transcription factor MYB44 (LOC104443385), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis Nalphaacetyltransferase 50 (LOC104437074), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis zinc finger protein 598 (LOCI104424638), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis piezo type mechano sensitive ion channel homolog
(LOC104457039), transcript variant X4, mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis E3 ubiquitin protein ligase SINAT3 (LOC104443358), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis nuclear transcription factor Y subunit A3 (LOC104450006),
transcript variant X1, mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis glucosebphosphate isomerase, cytosolic (LOC104448748), mRNA
PREDICTED: Eucalyptus grandis probable Ltype lectin domain containing receptor kinase S.7
(LOC104434067), mRNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis E3 ubiquitin protein ligase listerin (LOC104422342), transcript
variant X3, misc_RNA

PREDICTED: Eucalyptus grandis BTB/POZ domain containing protein At2g30600
(LOC104448924), transcript variant X5, mRNA
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CAPITULO 11

4. MICROSATELLITE MARKERS DISCOVERY AND CHARACTERIZATION IN
Eugenia uniflora L. MYRTACEAE '
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—Brazil.

*Corresponding author: Valdir Marcos Stefenon <valdirstefenon@unipampa.edu.br>

Abstract: Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) is a tree species widely distributed in South
America and is suffering with the effects of the exploitation of natural populations. In this
study, we sequenced the partial genome of E. unmiflora and developed twelve highly
polymorphic microsatellite loci for genetic analysis of populations. A total of 73 alleles were
detected, with an observed and expected heterozygosity ranging from 0.000 to 0.567 and
0.569 to 0.906, respectively. These new microsatellites are valuable to obtaining genetic data
needed in conservation and in genetic improvement programs.

Key words: Next Generation Sequencing; Pitanga; Population Genetics; SSR; Surinam-

cherry.

Resumo: Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) é uma espécie arborea amplamente distribuida no
Sul da América e esta sofrendo com os efeitos da exploragdo de populagdes naturais. Neste
estudo nos sequenciamos o genoma parcial de E. uniflora e desenvolvemos doze loci
microssatélites altamente polimorficos para analises de genética de populagdes. Um total de
73 alelos foram detectados, com uma heterozigosidade observada e esperada variando de
0.000 a 0.567 e de 0.569 a 0.906, respectivamente. Estes novos microssatélites sdo de grande

1 Short Note submitted for publication in Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (Anexo |).
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valor para a obtencdo de dados genéticos necessarios na conservacao € em programas de
melhoramento genético.

Palavras-chave: Next Generation Sequencing; Pitanga; Population Genetics; SSR; Surinam-

cherry.

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) is an important economic and ecological genetic
resource native to the Atlantic Forest, Pampa and Cerrado biomes in Brazil. It is used in the
pharmaceutical and cosmetic industries with proved anti-inflammatory functions (Auricchio
et al. 2003; Costa et al. 2010). Popularly, the infusion of its leaves is used to treat
gastrointestinal illnesses, while its fruits are consumed fresh and as juice and ice cream
(Lederman et al., 1992; Ferreira et al., 1987). This species is also used in the recovery of
degraded areas by mining and is an important feed source to bees (Silva and Pinheiro, 2007),
while its wood is widely used by the population of rural areas for heating residences and
manufacturing poles for fencing (Costella et al. 2013).

Currently, there are few cultivated orchards to economic use of this species (Almeida
et al. 2012) and it may be suffering from unsustainable exploitation of natural populations
(Costella et al. 2013). Forest devastation can result in loss of biodiversity, affecting
population dynamics and changing the inbreeding processes, gene flow and genetic drift,
being fundamental the maintenance of genetic diversity for the survival of endangered species
(Holsinger and Gottlieb, 1991; Kageyama, 1998). This emphasizes the need for studies to
assess the status of natural populations of E. uniflora.

Our study aimed to develop molecular markers for this important resource, allowing to

access genetic diversity data from natural populations to better understand population
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dynamics, to plan reliable conservation measures and to advance programs of genetic
improvement of this species.

Total DNA was isolated from healthy leaves of one single individual using the
DNeasy Plant mini kit (Quiagen®). Sequencing was performed in an Ion Torrent PGM™ Next
Generation Sequence system, using a 318 chip, following manufacturers’ specifications. A
voucher of the sequenced individual was deposited in the Herbarium Bruno Edgar Irgang
(HBEI) of the Universidade Federal do Pampa, Campus S3o Gabriel (voucher HBEI1150).
The software SSRLocator (Maia et al., 2008) was used to find di-, tri- and tetramer SSR
motifs in the obtained reads, with the minimum of 6 repetitions each. Primers for SSR loci
were designed using the Primer3 software (Untergasser et al., 2012). Potentially amplifiable
SSR loci identified were tested for amplification in silico, using the software SPCR (Cao et
al., 2005). Loci with dimer motifs that revealed virtual amplification of a single locus with
alleles within the expected size range were tested in 36 individuals collected from a natural
population of E. uniflora located in the Pampa biome, Rio Grande do Sul State, Brazil. SSR
markers were amplified through PCR in a final volume of 25uL reaction mix, containing
about 30 ng of DNA, 0.25uM of buffer, 0.5 pM of MgCl,, 1U of Taq DNA-Polymerase
(Invitrogen®), 0.05uM of each dANTP, 0.125uM of each primer and 0.2 pg/uL of BSA.
Amplifications were carried out with 95°C for 5 min, annealing temperature ranging from
489C to 51.42C (see Table 1) for 1 min and extension at 72°C for 1 min, for a total of 30
cycles, with a final extension step of 72°C for 20 min. Alleles of each individual were
resolved through electrophoresis on 6% polyacrylamide gels. Allele sizing was performed by
comparison to 100 bp ladder (Ludwig Biotecnologia Ltda.). The genetic diversity indexes and

deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were tested with GenAlEx 6.4 software (Peakall

and Smouse 2006, 2012).
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A total of 7,000,000 base pairs were obtained in the sequencing run, corresponding to
about 1.4x coverage of the estimated genome of E. uniflora. Sixty potentially amplifiable
dimer SSR loci were identified and tested in silico. Twelve loci with virtual amplification of a
single allele (Figure 1) were tested in the sampled population. The twelve SSR markers tested
were polymorphic and generated a total of 73 alleles, ranging from 3 (Pit2, Pit9 and Pit25) to
12 (Pitl) alleles per locus (Table 1). Estimations of H, ranged from 0.0 (Pit3) to 0.567 (Pitl),
while H, measures ranged from 0.569 (Pit6) to 0.906 (Pit7). The effective number of alleles
(N,) ranged from 2.270 (Pit6) to 8.494 (Pit7). The Wright fixation index (Fjs) ranged from
0.339 (Pitl) to 1.000 (Pit3). A significant deviation of HWE (p<0.05) was observed in all loci,

except for Pit13.

The genetic diversity parameters estimated for these 12 loci are within the range
observed by Ferreira-Ramos et al. (2008), for seven SSR loci developed for E. uniflora. The
comparatively low estimations seem to be intrinsic to the species, linked to its selfing rate,
reducing H, and increasing F' (Almeida et al. 2012). However, the fragmentation and small
size of natural populations of tree species in the Pampa biome may also contribute for such

results.

In conclusion, these 12 SSR markers developed for E. uniflora are sufficiently variable
and informative to enable wide studies to characterize the genetic diversity, gene flow and
demographic history of natural populations of this species, as well as advancing the programs

of genetic improvement of the species.
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Figure 1: Virtual electrophoresis gel of loci Pitl, Pit6 and Pit10, which revealed a single

amplification within the expected size range (grey arrows). MW = molecular weight in base

pairs.
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Table 01. Microsatellite markers for Eugenia uniflora, including primers sequence (forward
and reverse), repeat motif, annealing temperature (T,), length of the amplified fragment based

on Next Generation Sequence data (product), Number of individuals with alleles (N), number
of allele per locus (Na), effective allele number (Ne), Wright Fixation Index (F), observed
(Ho) and expected (He) heterozigosity and GenBank accession number.

Repeat T, and Deviation GenBank
Locus Primer sequence (5°— 3°) epe' product | N | Na | Ne Ho He F from
motif (bp) HW number
P Equilibrium
. AAACCAAATCACATGCTAA 51,4°C p<0.01
’ 0| 12 | 7,004 | 0,567 | 0,872 | 0.339 KT 4
pitl ATGTCTGTGAGGAGTAGACA (AACYT - 129 3 ’ ’ ’ 768349
. TTTTAAAATAACGTCAAACC 48°C - p<0.001
1 3 2,510 | 0,250 | 0,621 | 0,584 KT
pit2 TCAAGTTTTAATTGGATTGT (GAA)® 244 6 ’ ’ ’ ’ 873889
. CATATTTTCCAATGTCAACT 48°C - p<0.001
2 4 2,776 | 0,000 | 0,651 | 1,000 KT
pit3 TCCACTCTGTCTATGCTAAT (GAG)S 280 ? ’ ’ ’ ’ 873890
. GCAAAAGCAAACATTTA 48°C - p<0.05
014 2,270 | 0,300 | 0,569 | 0,464 KT 2
Pit6 | carracrrrerGeratccag | A | ss 3 87389
. AATTGTATTGACAGAATTGG 48°C - p<0.001
1 11 | 8,494 | 0,316 | 0,906 | 0,642 KT
Pit7 TGAAAAAGACCGTAAAATAG (AAT)S 142 ? 873893
. TTGACAATTCTTAGCTTCAT 48°C - p<0.001
A 1 8 5,226 | 0,111 | 0,832 | 0,863 KT 4
Pi8 1 rrrrercaratrraaatear | ON | 129 8 87389
oC _ <0.001
pity | STAACTITCAAAAACGAAAA (TTG)6 BC- g3 2,416 | 0,071 | 0,597 | 0,878 | * 0.00
GACTATGGACAAACTTGAGA 263 KT873895
CTCAAATTTTGTTTAGCAAT 48°C - p<0.001
Pit10 (AT)6 144 351 8 6,110 | 0,257 | 0,848 | 0,693 KT873896
TATATTTGGACTCTGACCTG
ATTCCTAACAAAATTGGAAC 48°C - p<0.001
Pit12 (AT)8 242 36 | 9 2,621 | 0,333 | 0,627 | 0,461 KT873897
GAGATAGAGCATGAGACAGA
CTTGCCCTTAGGGTTT 48°C - p>0.05
Pit13 (AAG)6 2 1314 2,504 | 0,385 | 0,625 | 0,360 KT873898
AATGACACCATGAGTAAGAT 8
CTCTCAACTCAACCACG 48°C - p<0.001
Pit20 (CAQC)6 159 3414 2,916 | 0,206 | 0,667 | 0,687 KT873904
ACTGCTTCTCTCCATACAC
ATCTATAGGTGTGAAACGTG 48°C - p<0.001
Pit25 (AG)6 230 24 | 3 2,554 | 0,042 | 0,621 | 0,932 KT873907
TCTTGGTGATTTCTATTTGT
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O sequenciamento, além de documentacdo da biodiversidade, permitiu a identificacao
de sequéncias com potencial econdmico que merecem atencdo, principalmente devido as
inimeras potenciais aplicagdes de Eugenia uniflora para fins biotecnologicos. Com um
trabalho mais sofisticado sobre a atuacdo das sequéncias em rotas metabolicas € possivel
identificar as regides de producdo de substincias especificas que possam ser clonadas em

organismo transgénico e utilizadas para fins farmacologicos e biotecnoldgicos.

Os primers desenvolvidos e testados em laboratorio podem ser utilizados para testes
de diversidade genética de Eugenia uniflora e os demais primers validados, considerados
6timos ou que necessitam de ajustes podem ser testados para gerar um maior conjunto de

marcadores altamente polimorficos para a espécie.
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Anexo 2: Lista de primers validados in silico com as respectivas sequencias forward e

reverse, o tipo de motivo e o nlimero de acesso ao GenBank. De acordo com a validagao:

(*)primers que necessitam de ajustes para testes em laboratdrio e (**)primers a serem
descartados para testes em laboratorio. Os demais primers foram considerados 6timos para
testes em laboratorio.

Nome do Foward Reverse Sequéncia  Numero de
Primer repetida acesso
Pit5 CATAATACTGCATTCGTGTA TATCTGAAAATTTACCAAGC (AT)8 KT873891
Pit1S ATTCACACAGTCTAATTTGG GAAATATCCTGTTTGACAGA (TC)6 KT873899
Pit16** GTATCTTGCATAACCAAATC AGAAGAAGAAGAAGATGAG (AG)7 KT873900
G
Pit17 TATCTTGCATAACCAAATCT ATTGGTGAAACATACAACAC (TCT)6 KT873901
Pit18 CAGAGAAATCTTAATGGTTG TGAAATATCCCATAAAGAGA (GA)7 KT873902
Pit19 TGGTTTAGTGAGTGAAAGTT GAACTTTTTAATTTGTTGGA (TC)11 KT873903
Pit21** AATGTGGTCAAACAAATTAC TTGGTACAGCTTCTTGTACT (AC)9 KT873905
Pit24 GAGCATCATGATTACAGTTT ACAATGTCAGAGAGTCAAAG (GA)10 KT873906
Pit26* GCAGTAAGGTAACAAGAGAA TCCTGTTTTACAATGAAAGT (AC)7 KT873908
Pit27 TAACAACTAATGTAATGCCC CTTTAACTGGCTTTGAAGTA (GA)6 KT873909
Pit28* TGTTGTGCACTTGTATTAGA CTCTTATCCTTCGAAAGTG (GAA)7 KT873910
Pit29* AAAATCATATTCCAAATTCA GTTTAGTTTCCAAGCAGTAA (ACC)7-(TC)7 KT873911
Pit32 TTCCAAGTTTCTATTTTCTG TGTGTGTGAGTACTTTTGTG (TTC)7 KT873912
Pit33 TGGATCCTCAAAGAGATAG GAATACTTCTCAGGGATCTT (GA)9 KT873913
Pit34 TTGAAACTACTCCTGAGAAA TGGAAGATTTTTGTTATTGT (TC)6 KT873914
Pit35 GAAGATTCTTGCACACTTAG CTCCATATGAGGATCATAGA (AT)10 KT873915
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Pit36

Pit38

Pit42

Pit44

Pit45

Pit46**

Pit47

Pit48*

Pit49

Pit53

Pit54

Pit55

Pit56

Pit57

Pit59

Pit60*

Pit61

Pit62**

Pit63

Pit64*

Pit65

Pit66

AAGTGAATACCTCCTAGAGC

GTAGGTATGTCTTCTTGGCT

TCAAGCTTTAATAGGATCTG

AAACATTTATCCACTTGATG

GAGGACTTAAACATCTCACA

TCATCTTTTCATTAGACCAC

TATGTACGTATCGAATCCTT

ACATGTTATCTAAACCGAAA

GAGACAGAGAGGAGACAAG

AATAGCTTGGTAAACAAGTG

AACATCTAATGGCACTACAG

CTCACATACCTTGAAAGAAG

GACATCACTACTCCTTTCAA

TGATTTTTATGCTAGTGGAT

GGTCAGATTGAATGTCTAAA

CGTGAGAAATTTTCAGTTAC

TGAACCATTAAAGAAACATC

TTTTTAAACAAAAAGAGCAC

CACTCCAGTCTGTAAAACAT

AAAGCTAAAATTGAGCATAA

TACATCGGGATTAAAGACTA

TTTCAAAGGAGTAAGAGTCA

AATGATGAGACATATTTTGG

TAAAGAAGCTTTCTAACGAC

(TTC)6

(AG)6

TTCCAAAATAGAGGATATGA (GT)6

AATAAGATCATTGCTTTTTG

GTTCTTGCTTCTATTTGCTA

GAAAATGAAAGAGAAAGAA
A

ATAGCATAGTTTCAGCACAT

ATTTGCAGATTAATGTTGTT

AGAAGGGCACTGAATCT

AGTCTTAAGCTGTTTCCAGT

CTCAGGATTTGTTCAAGTAG

TAATCAAGCATTTAATACGG

TAATTTCAATGAACCAATTT

TTTTGGCTTAATAAATATGG

TCTTTTCATTTGAAGTTGTT

CGAGAGGTCTTATGTATTTG

AATCTCTACCACTGGGTCT

AAATCATCCTTCTTCTCTTC

TCAATCTCAACAAGTTCTTC

CCACTCTTTCTCTCTCTCTT

ATAGCTTTAAGGGTCTTGTT

CTCAGTATTTGAAAGCAACT

(AT)6

(TG)7

(CT)8

(ATC)6

(AAG)7

(CCT)6

(AGC)8

(GCA)7

(AG)6

(GAT)6

(CTC)6

(AG)6

(TC)6

(GA)9

(AG)S

(GA)S

(CT)7

(TC)6

(AT)6

KT873916

KT873917

KT873918

KT873919

KT873920

KTg873921

KT873922

KT873923

KT873924

KT8&873925

KT873926

KT873 927

KT873928

KT873929
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Pit67

Pit69**

Pit70

Pit71*

Pit72

Pit73

Pit74**

Pit75

Pit76**

Pit77

Pit78

Pit79

Pit80

Pit81

Pit83

Pit84

Pit85

Pit86

Pit87

Pit88

Pit89*

GATTCTTCATGTCTTCTTCA

ACTTATGGGATACATTGACA

TGTCCAGATTAAACCTAAGA

TTGGTTTAGATTAAAAATCG

GTTGAATGAGAAGAGTGATG

GAGATTTTGAGAATTTTGTG

TCCCTATGAGCAGATACTAA

CAAAAGAGATGGGATATACA

ACAATATAAGTCAAGAGGCA

ATATTAAATTGGGTTTCCTT

GTTCAGGTCATTTGACATAC

CTTTTCAGATCAACAGAGAG

CATCATTCTTTGTCTTGATT

GGAGTGATCATCATGTAGAG

TTGGCAATAGTCTGTAATTT

ACAATCGAAACAAGAAGAG

TAATTAATGTTAATCTCGGG

AGAATGTGATTAACTTCCAA

GCCTGACAATAACAATTAAC

ATTGATAAGTTCATGTCCTG

GTAGCATCCTTCATAAAATG

CCAATGTGAACTACTTTGTC (GA)6

GCAATGAACAAAATAAAAGT (TG)6

GTGGGTTTAATGGTAATGTA (GA)8

AGTTAATGTCACAAGATCCA (ATT)7

GTAACTAGATAAACGCCACA (TC)6

GAATTCTGTCCTTAATCAAT (AGA)7

AAAAGAAGGACAAAGAGAA (CTT)6
T

GATTGCTATGAAGAGAATCA (TCT)6

AAAAGAGAGGTTGAAAAGA (GTA)7
T

GATGTTCTCAAGAATCAAGA (TC)8
GTATGTATTTGTGGCTCAGT (CA)6
ATACCAACAGATGACAGAAA (CT)7
AAAGATGATACATATGCCTG (AG)6
TTGGAAATTTGAAGAATTAG (AC)6
GCTAAAATCATAACTTGCTC (TC)8
AGTCATGGCCTCTCAAT (TCG)6
GTTTACTCGATCACTTTCAC (AT)6
TTTATCACCTTACACACACC (GA)9
GAACTTGAATAAAGCAAGAA (AG)7
TATCTCTTTCATTTGTCGTT

(CT)7

TGTTTTAATGAGTGGAACTT (AG)6

KT873938

KT873939

KT873940

KT873941

KT873942

KT873943

KT873944

KT873945

KU519440

KUS519441

KU519442

KU519443

KU519444

KU519445

KUS519446

KU519447

KU519448

KU519449

KU519450

KUS519451

KUS519452
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Pit90

Pit91

Pit94

Pit95

Pit96*

Pit97*

Pit98

Pit99*

Pit101

Pit105

Pit108

Pit110

Pit111

Pit113*

Pit114

Pit115

Pit116

Pit117

Pit119

Pit120

TGAAATTATAGCACTTAGGG CAACGAAAGGTAACAATATC (AT)7

TTGAAACTACACTATCCCAC AAAACTAAAGTTATAGAAGA (AG)7

GTATGGTGAATGAAGATGTC

CAAGCACAAGAGTTTTTAAT

TAAACAAGATTAAAGGGCTA

CTACCCAACTTATTTGAATG

ACACATTAATCTTCTGCAAC

TTTAGATGCTAGTTTTCAGG

TGAACACTTGTCGATCAT

CTTGACGAACGTAGATAGG

ACCCATATAACAATTTAGCA

AGATGAAGAGTTGTGGTATG

CATCGATTTTATCAAGATGT

CAGATATCTCGATTTTCTTG

TATGCTTTTAAAGGAGCTAA

CTGGATTCATCATACCTTTA

ACACAAAGTACCTGCATAAC

TATATCAGCATGATCTCTCC

GTTTGCTCTATAATCACTGC

TTAGAACCCTGTGAGATTTA

ACTAA

CATATTGCTAAGAAATGACC

TAGCTAAATAAGATGGCATT

ATCGAAGTATATCTGCTCAA

AAGAGTTATGACCCTCAAGT

(ATA)6

(AG)10

(AT)8

(CT)7

CATAAACAGATTTTACAGGG (CAG)6

GACATACAGAAGTTCTTCCA

GAAGAAGTAAGTTGAGACG
A

CTTCACATTAGATGCTAACC

GTACAATGGAGGAAGAAAG
T

TCCTAGATGAGGTATGTCTG

GTGGAGAGAAACACTAACA
A

CCATATTTCTACTCTCCACA

AAATATCATTGTTTAGACGC

AGGAGGTCACATTTCTTTAT

GATATTTGGCAGATTTGTAG

AAAATTTGTATTGCATTGTT

TTACCTATGCTATTGTGGTT

CTGACAAGTATGTTGAGGAT

(GT)6

(CT)6

(CA)7

(CT)7

(CT)9

(CT)7

(TCT)7

(AT)7

(AT)10

(GA)7

(CT)8

(AGA)6

(CT)6

KUS519453

KU519454

KUS519455

KU519456

KUS519457

KU519458

KU519459

KU519460

KUS519461

KUS519462

KUS519463

KU519464

KU519465

KU519466

KUS519467

KU519468

KU519469
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KU519471

KU519472
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Pit122

Pit123

Pit124

Pit125

Pit126

Pit127

Pit128

Pit129**

Pit130*

Pit131*

Pit133*

Pit134

Pit135%*

Pit137

Pit138

Pit139

Pit140

Pit141

Pit145

Pit147

ATTATTACGAGAACTTGCTG

GTAACTCAGTTTTCAGCAAC

GGATTGTTTTCTACTCCTTT

GATGGAAGTGAAGAAATTG

ATGTACTGTCTGTGGTTTGT

TTTACGTCTAAACTTGCTTT

CAGCATCCTTACAAAGTTAG

CTTCGCTGTTAGTTCATACT

TCCAAGTCATGGTCTATAAG

GTGATGATCTCTGTCAAATC

ATCTAATGTTCGAGAGATGC

TGTTTTTCATCTCATCTCTC

CTCTCTCTTTTTGTGTTGAG

ACATGTGATTTATTACTGGC

GACAAGTGTCCTTCTTGAC

CTTTGATATGTTTTCCATGT

CAGTATTTAGTAGGTGGTCG

CAGTCTCGTGTCTTGTAGAT

ATGTAATTGTGCATTTCTTT

GTTAATTCCGTTAACATCAG

GTTGATCTGATTTCTCACAC (TC)7
AAATTACAGACACAATCCAG (GA)8
AGAGTAGAATTATGGGGTTC (TC)9
TTTTGACTAAAGTCATGGAT (TTA)6
AGTTGGTTAGTCAGTCATTG (GA)9
AGTAAGTAGCAATCGAAATG (TTA)7
GATGGTCTAATTATACAGCG (GA)9
ATTCACACTAGCACATCTTC (CT)9
TCACTAATAACCAGACAACC (CT)8

CTCATACTCAGCTCCAGATA (AG)9

GAGAGATGAGATGAAAAAC (TC)7-(CGT)6

A

TATCTAAACTGCTCAAAACC (CT)9
GAAAACTACAAGTTAGGGGT (AG)7
TGGAACCAGTGTTATTCTAC (GT)6
CTATCAAACACCTTCACCT (GAA)7
ACAGACGCTATGGTAGTAGA (AAT)6
CTAGGACATTAGCTCAAAGA (TC)10
TGTCCATCTGTTTTACTTTT (GA)6

TATTAGTTTCGTGGTCTTGT (TC)8

AGATAACAACAGGAAACGT (GA)6
A
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KU519474

KU519475

KU519476

KU519477
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KU519487

KU519488

KU519489

KU519490

KUS519491
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Anexo3: Validacao dos primers em gel virtual:
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co0 800 BS00 w— E Q0O m—
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