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RESUMO

Eugenia klotzschiana O. Berg (Myrtaceae) apresenta ocorréncia principalmente em regides de
Cerrado, caracterizada pelo porte arbustivo e seus frutos comestiveis, que possuem alto valor
nutritivo. Os estudos para essa espécie sdo escassos, com conhecimento limitado acerca de seus
héabitos reprodutivos, ainda que sejam um fator de influéncia para os padrdes de diversidade
genética. Os marcadores microssatélites sdo bastante eficientes para andlises de discriminagdo
individual e diversidade genética, além disso ao utilizar a técnica de genotipagem por
sequenciamento desses marcadores (SSR-GBS) ¢ possivel obter informagdes ndo s6 quanto ao
tamanho dos alelos, mas também em relacdo as suas sequencias, com maior quantidade dos dados
em comparacdo com o método tradicional. O objetivo deste trabalho foi realizar descri¢des das
sequéncias dos fragmentos amplificados e a investigar a presen¢a de clones em uma populacdo de
Eugenia klotzschiana. Para tanto, foram utilizados dados de sequéncias de 22 locos SSR-Seq,
previamente obtidos com o pipeline SSR-GBS, para 37 individuos provenientes de uma populagao
natural. Em 60% dos locos foi possivel observar mutagdes pontuais e todos os locos sdo
polimorficos, a média de alelos foi de 3,1, variando de 2 a 5 alelos por loco. A diversidade genética
de Nei (He) foi de 0,58, heterozigosidade observada (Ho) foi de 0,88 e o indice de fixacao
intrapopulacional (f) foi de -0,537, indicando excesso de heterozigotos. A analise de probabilidade
combinada de exclusdo de paternidade (Q) foi de 0,9998 e a probabilidade combinada de identidade
(P1) foi (1,09x10-14 ), sugerindo que a bateria de locos ¢ adequada para a condugao de analises de
discrimina¢do individual. Foi confirmada a presenca de clones na populagdo, formando oito
linhagens clonais, sendo que o alcance clonal foi de mais de 300 metros sugerindo reprodugao
assexuada em longas distancias.

Palavras-Chave: Péra do Cerrado; diversidade genética; reproducdo assexuada; sequenciamento de
nova geragao.
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ABSTRACT

Eugenia klotzschiana O. Berg (Myrtaceae) occurs mainly in Cerrado regions, described by its
shrubby size and edible fruits, which have high nutritional value. Studies for this species are scarce,
with limited knowledge about its reproductive habits, although they are an influencing factor for
genetic diversity patterns. Microsatellite markers are quite efficient for analyses of individual
discrimination and genetic diversity. Furthermore, by using the genotyping technique by sequencing
these markers (SSR-GBS), it is possible to obtain information not only about the size of the alleles,
but also about their sequences, with a greater amount of data compared to the traditional method.
The objective of this work was to investigate the sequences of the amplified fragments and
investigate the presence of clones in a population of Eugenia klotzschiana. For this purpose,
sequence data from 22 SSR-Seq loci, previously obtained with the SSR-GBS pipeline, were used
for 37 individuals from a natural population. Point mutations were observed in 60% of the loci and
all loci were polymorphic. The average number of alleles was 3.1, ranging from 2 to 5 alleles per
locus. Nei's genetic diversity (He) was 0.58, the observed heterozygosity (Ho) was 0.88 and the
intrapopulation fixation index (f) was -0.537, reducing excess heterozygotes. The combined
probability of paternity exclusion (Q) analysis was 0.9998 and the combined probability of identity
(Pi) was (1.09%10-14 ), indicating that a battery of locomotives is adequate for conducting
individual discrimination analyses. The presence of clones in the population was confirmed,
forming eight clonal lineages, with a clonal range of more than 300 meters, offering asexual
reproduction over long distances.

Keywords: Cerrado pear; genetic diversity; asexual reproduction; next generation sequencing.
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1. INTRODUCAO

Eugenia klotzschiana O. Berg ¢ uma planta da familia Myrtaceae, que possui porte
arbustivo, flores brancas aromaticas e frutos comestiveis. E uma planta endémica do Brasil e
comumente conhecida como Péra-do-Cerrado. E uma planta de clima tropical e que se adapta
melhor aos solos drenados e permeéveis, como regides de cerrado (Vieira et al, 2018). Os 6leos
essenciais extraidos das folhas e flores da Eugenia possuem atividade antimicrobiana promissora
contra algumas bactérias cariogénicas, além disso, a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
dessa espécie a qualifica como potencial agente antimicrobiano natural contra patdgenos orais
(Carneiro et al. 2017). Seu fruto demonstrou possuir alto valor nutricional, rico em fibras e ferro,
revelou ser uma fruta complexa quanto as suas composi¢des € com atividade antioxidante que
desempenham papéis importantes na saude humana. Portanto, a Péra-do-Cerrado pode ser
considerada uma rica fonte de nutrientes a ser consumida (Carneiro et al. 2019).

A Péra-do-Cerrado tem como caracteristica suas partes aéreas, que a principio parecem
ser plantas independentes, entretanto, formam touceiras de clones interligadas subterraneamente. O
que destaca a possibilidade de sua aplicacdo na pratica vegetativa para o controle da erosao do solo,
considerando uma perspectiva de exploragdo econdmica (Oliveira, 1999). Plantas se reproduzem de
duas maneiras: sexuada, compreendendo a alternancia de geragdes haploide e diploide e
mecanismos que formam gametas haploides masculinos e femininos e assexuada, envolvendo
varios métodos de propagacao vegetativa (Dubova; Hejatko & Friml, 2006). A reproducao
assexuada possui diferentes classificacdes de acordo com sua origem de propaga¢do, sendo todas
elas caracterizadas por promover a producdo de clones, individuos iguais ou muito parecidos a
planta mae em termos genéticos, em funcdo da auséncia de fusdo de gametas. Esse tipo de
reproducao pode ocorrer vegetativamente, quando partes da planta sdo utilizadas, como caules,
raizes, folhas e inflorescéncias, ou por apomixia, que ¢ a formacao de embrides a partir de células
do ovulo, que produz sementes vidveis. Tal mecanismo ¢ comum em algumas espécies, como
mandioca e cana-de-agucar, e ¢ essencial para a propagacao de plantas agricolas, além de ser uma
estratégia de reprodugdo fundamental para populagdes pequenas, em ambientes nao nativos e locais
onde a reproducao sexuada ¢ restrita (Caetano & Cortez, 2014). Poucos estudos abordaram o
sistema reprodutivo de E. klotzschiana e, apesar de Oliveira (1999) relatar a possibilidade de
formacao de clones na espécie, foi ressaltada a necessidade de uma analise mais aprofundada.

Uma forma bastante eficiente de se identificar clones em populagdes € utilizando os

marcadores microssatélites, que sdo sequéncias curtas de DNA repetidas em série e, por isso, sao
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também conhecidos como SSRs (Simple Sequence Repeats). Por serem marcadores codominantes,
com alto nivel de polimorfismo sdo bastante vantajosos para a discriminac¢do individual (Faleiro,
2007). Inicialmente, a obten¢do de marcadores SSRs exigia técnicas demoradas, como a construcao
de bibliotecas gendmicas enriquecidas para regides repetitivas, entretanto, nas ultimas décadas
houve avancos notdveis no desenvolvimento e genotipagem desses marcadores. A tecnologia de
sequenciamento de nova geragdo (NGS), aliada as ferramentas de bioinformatica, permitem a
identificacdo de regides alvo e o desenho de centenas a milhares de pares de primers de marcadores
SSR (Turchetto-Zolet et al. 2017).

Comumente os locos de SSRs sdo genotipados medindo a variagcdo do comprimento dos
fragmentos via eletroforese capilar. Essa técnica foca apenas na variagdo do comprimento, e
portanto pode deixar de lado outras informagdes valiosas sobre as sequéncias amplificadas. Ao usar
as técnicas de NGS para genotipagem por sequenciamento de regides microssatélites ¢ possivel
acessar nao so os tamanhos dos alelos, como também as suas sequéncias e obter mais informagdes
genéticas. Somado a isso, a genotipagem por sequenciamento dos SSR (SSR-Seq) oferece
beneficios como automagdo na identificagdo de alelos, minimizando erros e aumentando a
qualidade dos dados, o que torna o0 método mais reprodutivel e informativo, quando comparado ao
método tradicional (Tibihika et al. 2019).

Em 2014, Siqueira (2014) realizou a transferibilidade de marcadores microssatélites
génicos desenvolvidos para Eucalyptus em E. klotzschiana e caracterizou a variabilidade genética
em populagdes da Péra-do-Cerrado. Entretanto, possivelmente por serem marcadores de regides
génicas e transferidos, os niveis de diversidade genética foram muito baixos, dificultando a
realizacdo de andlises de discriminagdo individual com esses locos. Corvalan et al. (2023)
disponibilizaram informagdes sobre o primeiro genoma parcialmente montado de E. klotzschiana e
dois conjuntos de primers de SSR para a amplificacdo em sistemas multiplex e genotipagem por
sequenciamento de alto rendimento em plataforma Illumina. Esses primers foram testados por
Corréa (2023), dos quais 22 amplificaram com sucesso e 20 foram selecionados com base no nivel
de polimorfismo. A autora demonstrou que esses locos apresentaram bom polimorfismo, com base
nos tamanhos dos alelos, entretanto, ndo foram analisadas as sequéncias desses alelos.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar os 22 marcadores
padronizados por Corréa (2023), descrever as sequéncias dos fragmentos amplificados e estimar os

parametros genéticos de diversidade dos locos, cujos genotipos foram obtidos com base nas
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sequencias dos alelos. Além disso, os marcadores foram utilizados para investigar a presenca de

clones em uma populacdo de Eugenia klotzschiana O. Berg.
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2. MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados neste estudo sao provenientes da dissertagdo de mestrado de Corréa
(2024), na qual foram utilizados 37 individuos de uma tnica populacao de Eugenia. klotzschiana
provenientes de uma coleta realizada em outubro de 2010 no municipio de Senador Canedo — GO
(latitude 16°37 '32,197 " S e longitude 49°4 '22,696" W). Foram analisados com 22 locos SSR-Seq,
sequenciados na plataforma illumina MiSeq. A andlise da qualidade das sequéncias foi realizada no
FastQC e a chamada dos alelos utilizando o pipeline SSR-GBS (Tibihika et al. 2019).

Os arquivos fasta resultantes do pipeline foram utilizados para a andlise das sequéncias
dos alelos de cada loco e individuo, utilizando o software BioEdit (Hall, 1999), que permite a
visualizacdo, edicao e andlise das sequéncias de DNA. Foi aplicada a fun¢do de alinhamento
automatico na maioria dos locos, salvo algumas excecdes (5, 30 e 27) para os quais foi necessario o
alinhamento manual das sequéncias. Os locos microssatélites alinhados foram descritos quanto a
composi¢ao do motivo, ao numero de repeti¢des e quanto a presenga, localizacdo e composi¢do de
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs).

A matriz de gendtipos foi construida atribuindo-se um numero para cada alelo,
identificado a partir das diferengas entre as sequéncias. Foram estimados os seguintes pardmetros de
diversidade genética para cada loco e para o conjunto total: nimero médio de alelos por loco,
diversidade genética de Nei (Nei, 1973), estimada com base na heterozigosidade esperada pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg, heterozigosidade observada e indice de fixacao intrapopulacional
(Wright, 1969). Essas andlises foram conduzidas utilizando um script gentilmente cedido pelo
professor Alexandre Siqueira Guedes Coelho, que utiliza fun¢des dos pacotes hierfstat e ggplot2 do
software R (R Core Team, 2023). Foram realizadas andlises de probabilidade combinada de
exclusao de paternidade (Q) e de probabilidade combinada de identidade (Pi) através do software
GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2006, 2012), um pacote de andlise genética populacional dentro
do espaco Microsoft Excel.

Para a identificagdo dos clones foi usado o pacote “Poppr: an R package for genetic analysis of
populations with clonal, partially clonal, and/or sexual reproduction” (Kamvar; Tabima &
Griinwald, 2014), que ¢ uma ferramenta eficaz na andlise de populagdes com reproducao mista
(reproducdo sexuada e/ou clonal). O estudo consistiu na anélise de distancia genética, utilizando
uma medida de distdncia discreta, baseada na estimativa da propor¢do de alelos diferentes entre

todos os individuos da populagdo. Para a observacao da matriz de distancia, foi realizada a analise
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de agrupamento do tipo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) (Sokal &
Michener, 1958).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo das sequéncias dos alelos nos locos SSR-Seq de Eugenia. klotzschiana

A seguir sao apresentadas as informagdes gerais sobre as sequéncias dos alelos de cada
loco e um resumo das informagdes pode ser verificado na tabela 1.

EKL-NGS2: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo CT a partir da posigdao 43. O alelo 187 possui uma sequéncia microssatélite com 11
motivos de repeticao, o alelo 189 ¢ formado por 12 motivos de repeti¢dao, enquanto o alelo 197 ¢
formado por 16 motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs na regido microssatélite, porém,
foi observado um SNP na posi¢do 157.

EKL-NGS3: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo CT a partir da posicao 72. O alelo 182 possui uma sequéncia microssatélite com 11
motivos de repetigdo, enquanto o alelo 184 ¢ formado por 12 motivos de repeti¢do. Nao sao
observados SNPs.

EKL-NGS5: Foram observadas duas regides microssatélites amplificadas
simultaneamente para o mesmo par de primers, 0 que provavelmente se configura como um “loco
duplicado”, aqui denominados como 05 01 e 05 02. O loco 05 01 apresenta uma sequéncia
microssatélite formada pelo motivo de repeticdo CT a partir da posi¢cdo 53. O alelo 131 possui uma
sequéncia microssatélite com 12 motivos de repeticdo e o alelo 135 é formado por 14 motivos de
repeticdo. O alelo 129 uma sequéncia microssatélite com 11 motivos de repeti¢do, enquanto o alelo
135 ¢ formado por 14 motivos de repeticdo. O individuo 31 possui no alelo 129 uma sequéncia
microssatélite com 11 motivos de repeticdo e se diferencia dos demais por possuir o alelo 137 que é
formado por 15 motivos de repeti¢do. Com presenca de um SNP na posicao 57. O loco 05 02
apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de repetigdo AG a partir da posi¢ao
122. O alelo 189 possui uma sequéncia microssatélite com 13 motivos de repeticao e o alelo 191 ¢
formado por 14 motivos de repeti¢do. O alelo 187 uma sequéncia microssatélite com 12 motivos de
repeti¢do, enquanto o alelo 201 ¢ formado por 19 motivos de repeticao. Nao sdao observados SNPs.

EKL-NGS6: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo AG a partir da posicdo 101. O alelo 181 possui uma sequéncia microssatélite com 11
motivos de repeticdo e o alelo 183 ¢ formado por 12 motivos de repeticdo. O alelo 183 uma
sequéncia microssatélite com 12 motivos de repeticdo, enquanto o alelo 185 ¢ formado por 13

motivos de repeticao. Nao sdo observados SNPs.
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EKL-NGS9: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo AG a partir da posicdo 122. O alelo 189 possui uma sequéncia microssatélite com 13
motivos de repeti¢do ¢ o alelo 191 ¢ formado por 14 motivos de repeticdo. O alelo 187 uma
sequéncia microssatélite com 12 motivos de repeticdo, enquanto o alelo 201 ¢ formado por 19
motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs.

EKL-NGS10: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo AG a partir da posicdo 101. O alelo 185 possui uma sequéncia microssatélite com 13
motivos de repeticdo e o alelo 201 ¢ formado por 21 motivos de repeticdo. O alelo 181 uma
sequéncia microssatélite com 11 motivos de repeti¢ao, enquanto o alelo 199 ¢ formado por 20
motivos de repeticdo. O individuo 29 possui no alelo 183 sequéncia microssatélite com 12 motivos
de repeticdo, enquanto o alelo 185 ¢ formado por 13 motivos de repeticdo. Com presenga de sete
SNPs nas posi¢des 72, 92, 99, 100, 102, 147 e 182.

EKL-NGS12: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TTCG a partir da posicdo 87. O alelo 178 possui uma sequéncia microssatélite com 6
motivos de repeticdo e o alelo 182 ¢ formado por 7 motivos de repeticdo. O alelo 178 uma
sequéncia microssatélite com 6 motivos de repeticdo. O individuo 11, possui no alelo 178 uma
sequéncia microssatélite com 6 motivos de repeticdo, enquanto o alelo 186 ¢ formado por 8
motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs.

EKL-NGS13: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TC a partir da posicao 48. O alelo 160 possui uma sequéncia microssatélite com 8
motivos de repeticdo e o alelo 172 ¢ formado por 14 motivos de repeticdo. O alelo 160 uma
sequéncia microssatélite com 8 motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs na regido
microssatélite, porém, foi observado um SNPs na posi¢ao 90.

EKL-NGS16: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TC a partir da posicdo 68. O alelo 137 possui uma sequéncia microssatélite com 12
motivos de repeti¢do e o alelo 141 ¢ formado por 14 motivos de repeticdo. O alelo 133 uma
sequéncia microssatélite com 10 motivos de repeti¢do, enquanto o alelo 137 ¢ formado por 12
motivos de repeticao. O individuo 14 possui no alelo 137 uma sequéncia microssatélite com 12
motivos de repeti¢do, enquanto o alelo 139 ¢ formado por 13 motivos de repeticdo. Nao sao

observados SNPs na regido microssatélite, porém, foram observados dois SNPs nas posi¢des 55 e
61.
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EKL-NGS17: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repetigdo TC a partir da posicdo 75. O alelo 193 possui uma sequéncia microssatélite com 12
motivos de repeticdo e o alelo 195 ¢ formado por 13 motivos de repeticdo. O alelo 203 uma
sequéncia microssatélite com 17 motivos de repeticao, enquanto o alelo 205 ¢ formado por 18
motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs na regido microssatélite, porém, foram observados
quatro SNPs nas posic¢des 73, 127, 129 e 169.

EKL-NGS18: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TC a partir da posicao 92. O alelo 168 possui uma sequéncia microssatélite com 11
motivos de repeticdo ¢ o alelo 170 ¢ formado por 12 motivos de repeticdo. O alelo 166 uma
sequéncia microssatélite com 10 motivos de repeticdo, enquanto o alelo 168 ¢ formado por 11
motivos de repeticao. Nao sdo observados SNPs na regido microssatélite, porém, foi observado um
SNPs na posigao 50.

EKL-NGS27: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo AG a partir da posicdo 54. O alelo 136 possui uma sequéncia microssatélite com 13
motivos de repeticao e o alelo 138 ¢ formado por 14 motivos de repeti¢do. O alelo 132 possui uma
sequéncia microssatélite com 11 motivos de repeti¢ao, enquanto o alelo 144 ¢ formado por 17
motivos de repeticao. Com presenga de dois SNPs nas posicoes 76 e 78, com excegao do alelo 132
em que nao € possivel observar SNPs.

EKL-NGS29: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo CT a partir da posicao 126. O alelo 199 possui uma sequéncia microssatélite com 12
motivos de repeticdo e o alelo 201 ¢ formado por 13 motivos de repeticdo. O alelo 201 uma
sequéncia microssatélite com 13 motivos de repeticdo, enquanto o alelo 209 ¢ formado por 17
motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs.

EKL-NGS30: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo CTCC a partir da posigao 45, com uma interrup¢do de CTTC na posi¢ao 49 e 7 motivos
de repeticdo. Os alelos 169 possuem uma sequéncia microssatélite com 7 motivos de repeticao. Nao
sdo0 observados SNPs na regido microssatélite, porém, foi observado um SNPs na posi¢ao 32.

EKL-NGS31: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TC a partir da posigao 103. O alelo 193 possui uma sequéncia microssatélite com 14
motivos de repeticdo e o alelo 200 ¢ formado por 18 motivos de repeticdo. O alelo 191 uma

sequéncia microssatélite com 13 motivos de repeti¢do, enquanto o alelo 193 ¢ formado por 14
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motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs na regido microssatélite, porém, foram observados
trés SNPs nas posi¢des 41, 76 e 84.

EKL-NGS32: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo GA a partir da posicdo 69. O alelo 197 possui uma sequéncia microssatélite com 13
motivos de repeticdo e o alelo 205 ¢ formado por 17 motivos de repeticdo. O alelo 195 uma
sequéncia microssatélite com 12 motivos de repeticdo, enquanto o alelo 197 ¢é formado por 13
motivos de repeticdo. Nao sdo observados SNPs.

EKL-NGS33: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo GA a partir da posicdo 122. O alelo 198 possui uma sequéncia microssatélite com 11
motivos de repeti¢do e o alelo 200 ¢ formado por 12 motivos de repeticdo. Nao sdo observados
SNPs.

EKL-NGS34: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo AG a partir da posicao 41. O alelo 164 possui uma sequéncia microssatélite com 12
motivos de repeticdo e o alelo 166 ¢ formado por 13 motivos de repeticdo. O alelo 164 uma
sequéncia microssatélite com 12 motivos de repeti¢do, enquanto o alelo 166 ¢ formado por 13
motivos de repeticao. Com presenga de dois SNPs nas posigoes 42 e 142.

EKL-NGS38: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TC a partir da posicdo 48. O alelo 124 possui uma sequéncia microssatélite com 13
motivos de repeti¢do e o alelo 126 ¢ formado por 14 motivos de repeticdo. Nao sdo observados
SNPs.

EKL-NGS41: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo TC a partir da posi¢do 41. O alelo 160 possui uma sequéncia microssatélite de 12 motivos
de repeticao. O alelo 158 uma sequéncia microssatélite com 11 motivos de repeticdo, enquanto o
alelo 160 ¢ formado por 12 motivos de repeti¢ao. Nao sao observados SNPs.

EKL-NGS42: O loco apresenta uma sequéncia microssatélite formada pelo motivo de
repeticdo AG a partir da posi¢do 132. O alelo 191 possui uma sequéncia microssatélite com 9
motivos de repeticdo e o alelo 197 ¢ formado por 12 motivos de repeticao. O alelo 191 apresenta
uma sequéncia microssatélite de 9 motivos de repeti¢do. Com presenca de dois SNPs nas posi¢des

56 e 145.
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Tabela 1. Caracterizacdo das sequéncias dos alelos dos locos SSR-Seq, resumo das informagdes gerais sobre as

sequéncias dos alelos de 21 locos de Eugenia klotzschiana

Loco Motivo Motivo Amplitude de SNP na regiao SNP fora da
esperado® detectado tamanho dos microssatélite regiao
alelos (alelos-posicao)  microssatélite

(alelos-posicio)

EKL-NGS2 AG12 CT 187 a 197 - T/C-157

EKL-NGS3 AG12 CT 182 a 184 - -

EKL-NGS5 01 AG13 CT 129 a 137 - A/C- 57

EKL-NGS5 02 AGI3 AG 187 2201 - -

EKL-NGS6 AG13 AG 181 a 185 - -

EKL-NGS9 AGl4 AG 187 a201 - -

EKL-NGS10 AG12 AG 181 a201 C/G -102 C/T-72; T/C-92;
T/A-99;
A/G-100;
A/G-147;
C/G-182

EKL-NGS12 AACG6 TTCG 178 a 186 - -

EKL-NGS13 AGl4 TC 160 a 172 - G/T-90

EKL-NGS16 AGI12 TC 133 a 141 - C/T-55; A/G-61

EKL-NGS17 AG13 TC 193 a 205 - G/T-73;
A/G-127;
T/A-129;
G/A-169

EKL-NGS18 AG13 TC 166 a 170 - C/T-50

EKL-NGS27 AG12 AG 132 a 144 G/A-76; A/G-78 -

EKL-NGS29 AG12 CT 199 a 209 - -

EKL-NGS30 AGGG6 CTCC 169 - A/T-32

EKL-NGS31 AGl4 TC 191 a 200 - G/C-41; T/C-76;
T/C-84

EKL-NGS32 AG13 GA 195 a 205 - -

EKL-NGS33 AG12 GA 198 a 200 - -

EKL-NGS34 AG12 AG 164 a 166 C/G-42 G/C-142

EKL-NGS38 AGl4 TC 124 a 126 - -

EKL-NGS41 AG12 TC 158 a 160 - -

EKL-NGS42 AG12 AG 191 a 197 A/G-145 T/G-56

*Conforme tabela de desenho de primers de Corvalan et al. (2023)
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As regides microssatélites analisadas apresentam unidades de repeticdo classificada
como perfeita simples, com exce¢do do loco 30 que ¢ interrompida. Apenas em 9 deles nio foi
possivel observar SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) assim como detalhado na descri¢do dos
locos (Figura 1). O loco 35 apresentou uma regido amplificada que ndo € compativel com regido

microssatélite, portanto, ele ndo foi incluido nas andlises.

Figura 1. Porcentagem de locos em que foi possivel observar SNP’s. Os locos com SNPs aparentes (60,9%) foram
21,8% a mais do que os locos com SNPs ndo observaveis (39,1%).

SMP's ndo

39,1%

ShMP's aparentes

'00

Cabe salientar que as mutagdes pontuais observadas nessas regides estavam associadas
aos alelos de diferentes tamanhos. Apesar disso, ocasionalmente, foram encontrados alelos de
mesmo tamanho que apresentam diferentes sequéncias (mutagdes pontuais), como no caso dos
locos 18, 30 e 34. O que sugere que basear-se apenas no tamanho dos fragmentos pode ndo ser
suficiente para captar toda a variabilidade genética existente, uma analise mais detalhada das
sequéncias pode revelar dados adicionais importantes € aumentar significativamente a quantidade

de informagdes dentro dos locos.

3.2 Diversidade genética dos locos SSR-Seq

Dos 22 locos analisados na populagao todos sao polimérficos, revelando um nivel maior
de polimorfismo em compara¢do com a tradicional medi¢ao do tamanho dos fragmentos de DNA,
no qual Correa (2023) encontrou 20 locos polimoérficos. No referido estudo, loco 30 ndo apresentou

variabilidade no tamanho dos alelos, ainda assim ele apresenta diferentes sequéncias, devido a
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mutacdes pontuais (SNPs). O que demonstra que a utilizagdo do método SSR-GBS fornece dados
mais completos, em comparagdo com o método convencional, assim como descrito por Tibihika et
al. (2019). A média de alelos foi de 3,1, variando de 2 a 5 alelos por loco, ndo houve grande
variagdo na diversidade genética de Nei (He) entre os loco, com excecao do loco 30 que apresentou
a menor taxa (0,257), a heterozigosidade observada (Ho) foi alta em 20 dos locos, apenas dois deles
(loco 30 e 35) apresentaram valores abaixo da média (0,297), o mesmo padrao se refletiu no
coeficiente de endogamia total (f) (Tabela 2). Contudo, levando em conta a possibilidade de haver
clones nessa espécie, o numero de alelos por loco pode ser maior ao se estudar mais de uma

populagao.

3.3 Identificagdo dos clones

A diversidade genética de Nei (He) média da populagdo foi de 0,58 o que sugere uma
quantidade razoavel de variacdo genética dentro da populagdo estudada, a heterozigosidade
observada (Ho) média da populacdo, em contrapartida, foi consideravelmente alta (0,88), com
muitos individuos heterozigotos. Ja o coeficiente de endogamia total (f) foi de -0,537 (Tabela 2)
indicando excesso de heterozigotos em relagdo ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
(Hardy, 1908; Weinberg, 1908). E importante ressaltar que o modo de reprodugio predominante em
uma determinada populacdo ¢ um fator de influéncia nos indices de diversidade genética. A
reproducdo sexuada promove a combinacao de diferentes genes o que tende a indices de diversidade
genética maiores, ja na reproducdo assexuada exclusiva os individuos sdo geneticamente idénticos,
portanto, a menos que ocorram mutagdes, a diversidade genética ¢ baixa. (Nybom, 2004;
Lozada-Gobilard et al. 2021).

As andlises de probabilidade combinada de exclusdo de paternidade (Q) demonstrou
valores altos, proximos de um (0,9998) e valores de probabilidade combinada de identidade (Pi)
proximos de zero (1,09x107'*). Esses valores indicam que o conjunto de locos analisados ¢ eficiente
para investigar a presenga de clones de uma populagdo. Foram identificadas oito linhagens multiloci
na populagdo estudada, confirmando a existéncia de clones na espécie. Os 37 individuos formaram
dois grupos distintos na populagdo, que apresentam 50% dos alelos diferentes entre si (Figura 2).
Apesar da reproducdo assexuada ser um importante mecanismo para pequenas populacdes
(Silvertown, 2008), a reducdo na reproducdo gamética pode levar a diminui¢cdo da dispersdao e do

fluxo de genes tanto dentro de uma populacdo quanto entre populacdes diferentes, além disso,
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quando associado a fatores do tamanho do fragmento de habitat, pode influenciar a estrutura

genética espacial das populagdes (Brzyski et al. 2018).

Tabela 2. Analise de diversidade genética para E. klotzschiana, n = nimero de individuos analisados; A = ntimero de
alelos; He = diversidade genética de Nei; Ho = heterozigosidade observada; f = coeficiente de endogamia total, pois
como ele foi estimado com o conjunto de populacdes ele ¢é o Fit.

Loco n A He Ho f
EKLNGS02 35 3 0,617 1,000 -0,637
EKLNGS03 35 2 0,507 1,000 -1,000
EKLNGS5a 34 4 0,633 1,000 -0,594
EKLNGS5b 34 4 0,730 1,000 -0,378
EKLNGS06 35 3 0,617 1,000 -0,637
EKLNGS09 34 4 0,730 1,000 -0,378
EKLNGS10 37 5 0,728 1,000 -0,381
EKLNGS12 37 3 0,471 0,703 -0,501
EKLNGS13 37 2 0,462 0,703 -0,632
EKLNGS16 37 4 0,622 1,000 -0,621
EKLNGS17 37 4 0,719 1,000 -0,399
EKLNGS18 37 4 0,719 1,000 -0,399
EKLNGS27 36 4 0,719 0,917 -0,280
EKLNGS29 37 3 0,613 1,000 -0,646
EKLNGS30 37 2 0,257 0,297 -0,161
EKLNGS31 37 3 0,613 1,000 -0,646
EKLNGS32 37 3 0,613 1,000 -0,646
EKLNGS33 37 2 0,507 1,000 -1,000
EKLNGS34 33 3 0,615 1,000 -0,642
EKLNGS38 37 2 0,507 1,000 -1,000
EKLNGS41 37 2 0,501 0,892 -0,800
EKLNGS42 31 2 0,444 0,645 -0,463

Geral 36 3 0,588 0,916 -0,570

Figura 2. Dendrograma construido com base na distdncia genética discreta entre 37 individuos de uma populagdo da
espécie E. klotzschiana, com base em 22 locos SSR-Seq. Cada uma das setas indica uma diferente linhagem clonal.
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Analisando os resultados pela perspectiva da disposi¢do espacial desses individuos na
populagado, constatou-se que esses clones ndo estdo agrupados espacialmente, o que demonstra que
o alcance da formagdao de clones ¢ de até¢ 300 metros (figura 3). Esses dados sugerem que a
reproducdo assexuada através do brotamento ¢ pouco provavel (Douhovnikoff; Cheng & Dodd,
2004; Pettay et al. 2011; Ricono et al. 2020), sendo a apomixia uma hipotese mais plausivel,
considerando o alto alcance de formacao clonal via dispersdo das sementes (Horandl; Cosendai &
Temsch, 2008; Binks & Byrne, 2022). A documentacao da apomixia em Myrtaceae € relativamente
escassa, as plantas dessa familia botanica nao estdo entre as de ocorréncia mais comum a apomixia
(Nygren, 1954; Caetano & Cortez, 2014; Hojsgaard et al. 2014; Guollo et al. 2023), ainda assim,
estudos ja relataram sua ocorréncia para alguns de seus géneros (Souza-pérez & Speroni, 2017;
Binks & Byrne, 2022). Dentro do género Eugenia, essa forma de reproducdo assexuada ja foi
sugerida para Eugenia apiculata DC. (Johnson, 1936), Eugenia cauliflora DC. (Traub, 1939;
Gurgel e Soubihe-Sobrinho, 1951) e Eugenia edulis Vell. ( Gurgel e Soubihe-Sobrinho, 1951).

Figura 3. Distribuicdo espacial dos clones de E. klotzschiana, seguindo o mesmo padrdo colorimétrico da figura 2, onde
os pontos de mesma cor indicam uma inica linhagem clonal, ainda que ndo estejam agrupados espacialmente proximos
um do outro.
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A apomixia se trata da formacdo assexuada de sementes geneticamente semelhantes a
planta-mae e estudos indicam que esse tipo de reproducdo promove a expansdo de alcance

explorando as vantagens da clonalidade, poliploidia, diversificacdo e expansdo de alcance
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(Hojsgaard & Horandl, 2019). Esse método de reprodugdo ¢ complexo, ndo apresentando um
padrdo evolutivo claro em angiospermas, podendo ter diversas origens. Algumas das hipoteses sao:
Desenvolvimento assincrono decorrente de alteragdo no desenvolvimento sexual, condicionado a
fatores genéticos de predisposi¢ao e fatores ambientais através da regulacdo epigenética (Niccolo;
Anderson & Emidio, 2023; Horandl et al. 2024). A apomixia possui diversas vantagens que podem
ser exploradas tanto no cendrio agricola, na criacdo de variedades de alto rendimento, quanto na
preservagdo ambiental, trazendo beneficios de persisténcia em ambientes ou regides com clima
desfavoravel. Ela possibilita a reprodu¢do independente de polinizadores, a facilidade da
reproducdo clonal com as vantagens da semente (protecdo, dispersdo e dorméncia do embrido), a
reducdo de custos e energia gasta na meiose € na producdo de graos de polen, além disso, a fixacao
de genotipos altamente adaptados a um ambiente especifico (Caetano & Cortez, 2014).

Apesar disso, quando esse crescimento clonal ocorre em excesso € possivel que ocorra a
delecao de polimorfismos sexuais, levando a disfungdes reprodutivas ou permitindo a fixacao de
alelos deletérios e perda da capacidade adaptativa a desafios ambientais (Barrett, 2015). Portanto a
apomixia facultativa, que mantém a capacidade de se reproduzir sexuadamente, com a combinagao
dos dois processos, ¢ a mais vantajosa para uma populacao a longo prazo. Essa dinamica pode ser
fonte de diversidade genética por permitir a criagdo de novos gendtipos apomiticos, mantendo a
variabilidade genética dentro da descendéncia, resultando em novas linhagens assexuadas, com
maior diversidade clonal. (Koltunow & Grossniklaus 2003; Tinschert et al., 2020; Horandl, 2024).
A capacidade de apomixia em E. klotzschiana pode explicar sua capacidade de se estabelecerem em
ambientes variados e de manter populacdes estaveis mesmo em condigdes adversas, entretanto,
apesar dos resultados obtidos fornecerem uma base esclarecedora, mais estudos sdo necessarios

para avaliar as preferéncias reprodutiva de Eugenia klotzschiana O. Berg.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os 22 locos SSR-Seq analisados apresentaram polimorfismos decorrentes da variagdao
nas sequéncias dos alelos, tanto por variacdo do numero de motivos de repetigdes e/ou por
composi¢cdo de bases dos fragmentos. Apesar da presenca de mutacdes pontuais (SNPs)
normalmente acompanhar a variacdo dos tamanhos dos alelos, houve ocorréncia de alelos de
mesmo tamanho que variaram em composi¢do de bases. Diante disso, podemos concluir que a
analise quanto as sequéncias obtidas possibilita maiores informag¢des em comparagdo com a analise
com critério de tamanho.

A diversidade genética (He) da populagdo ¢ mediana e apresenta alta heterozigosidade
observada e indice de fixag¢do intrapopulacional negativo, sugerindo excesso de heterozigotos.
Entretanto, foi confirmado que a populagdo estudada apresenta oito linhagens clonais, o que explica
que a alta quantidade de individuos heterozigotos ¢ decorrente da reproducdo assexuada e ndo por
exogamia. Os resultados obtidos mostram que Eugenia klotzschiana possui habito reprodutivo
clonal e que das oito linhagens multiloci identificadas foi evidente dois grupos com alta
diferenciacdo dos alelos entre si. Se tratando de reproducao assexuada, a apomixia ndo ¢ tdo comum
como o brotamento, entretanto o alcance da formac¢do de clones ¢ muito alta (300 metros) para que
o brotamento seja provavel. Portanto, a hipdtese mais provavel é que E klotzschiana seja uma
espécie com reprodugdo assexuada apomitica. Se faz entdo necessarios mais estudos a fim de
explorar as conclusdes chegadas no presente estudo e verificar as preferéncias reprodutivas desta

espécie.
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