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RESUMO

Eugenia klotzschiana O. Berg. (Myrtaceae) ¢ conhecida popularmente como pera-
do-cerrado. A espécie esta listada no grupo de plantas prioritarias para a pesquisa na publicacao
“Plantas para o Futuro da regido Centro-Oeste”. A pera-do-cerrado pode ser consumida in
natura ou na producao de geleias e doces, apresentando alto valor nutritivo. Os marcadores
moleculares sdo ferramentas Uteis para a caracterizagdo dos recursos genéticos vegetais. Dentre
os marcadores moleculares disponiveis, os microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas
(SSRs), sdo uteis na investigacao da estrutura genética para estudos populacionais em plantas
como a E. klotzschiana, auxiliando na conservagao e no seu uso sustentavel. O objetivo deste
estudo foi estabelecer um protocolo base para a genotipagem por sequenciamento (GBS) de
marcadores SSR e disponibilizar locos polimodrficos e informativos para a espécie E.
klotzschiana. Assim, 22 pares de primers previamente desenvolvidos para a espécie foram
utilizados para testar a genotipagem em diferentes sistemas multiplex, com a finalidade de
verificar a influéncia na quantidade de regides amplificadas simultaneamente. O DNA foi
extraido do tecido foliar de 37 individuos coletados no municipio de Senador Canedo-GO
utilizando o protocolo CTAB 2%. Para verificar a quantidade e integridade da extragdo
realizou-se uma eletroforese horizontal em gel de agarose 1%. Apds a confirmagdo da
amplificacdo, os primers foram testados em diferentes sistemas de PCR multiplex (mPCR),
contendo entre 5 e 22 pares de primers por sistema. As multiplex foram montadas em trés testes,
com diferentes quantidades de primers nos sistemas mPCR. No teste 1 (T1) foram montadas
quatro multiplex com o minimo de cinco e o maximo de seis primers cada; no teste 2 (T2)
foram montadas duas mPCRs com a metade da quantidade de primers cada; no teste 3 (T3) foi
montada uma Unica multiplex com todas as regides amplificadas simultaneamente. Visando
obter um melhor padrdo de amplificacgdo, testou-se diferentes concentragdes de primers para as
mPCRs. A partir da validacdo do pool de bibliotecas a 4nM, preparou-se o cartucho Miseq v2
de 500 ciclos para sequenciamento na plataforma MiSeq lllumina®. A andlise da qualidade das
sequéncias foi realizada no FastQC e a chamada dos alelos utilizando o pipeline SSR-GBS.
Mesmo com ajuste de concentragdo de primers, T1 e T2 apresentaram padrao de amplificagdo
com bandas mais intensas, quando comparados ao teste T3 em que utilizou-se todos os 22
primers em unica reagdo de PCR. As analises sugerem que houve grande sucesso na

genotipagem de microssatélites por sequenciamento em E. klotzschiana. A chamada de alelos



durante o sequenciamento, obteve uma baixa taxa de erro de chamamento de bases, com um
valor médio de Phred de 38. Conforme esperado houve diferenga na chamada de alelos entre
os testes, com um aumento de dados perdidos no teste 3. A atribui¢do de alelos que foram
chamados iguais pros mesmos locos entre os testes T1 e T2, ficaram acima de 90%, com
exce¢do de um Unico loco que obteve 70% de similaridade. Como no teste T3 teve uma maior
taxa de erros de genotipagem que precisaram de checagem manual (MC), tiveram poucas reads
(PR) e/ou ficaram sem amplificacao (NA), este obteve uma menor similaridade entre os locos
avaliados. Por fim, a populacdo amostrada apresentou-se como sendo predominantemente de
individuos clonais. Os resultados obtidos demonstram a eficicia da genotipagem por
sequenciamento (GBS) para a espécie E. klotzschiana, fornecendo informagdes valiosas para
sua caracterizacdo genética. Esses dados podem contribuir para futuras estratégias de

conservagao e uso sustentavel da pera-do-cerrado.

Palavras-chave: diversidade genética; genotipagem por sequenciamento; pera do cerrado;

recursos genéticos.



ABSTRACT

Eugenia klotzschiana O. Berg. (Myrtaceae) is popularly known as the Cerrado pear.
The species is listed in the group of priority plants for research in the publication “Plants for
the Future of the Central-West Region”. The Cerrado pear can be consumed in natura or in the
production of jellies and sweets, presenting high nutritional value. Molecular markers are useful
tools for the characterization of plant genetic resources. Among the available molecular
markers, microsatellites or Simple Sequence Repeats (SSRs) are useful in the investigation of
the genetic structure for population studies in plants such as E. klotzschiana, aiding in their
conservation and sustainable use. The objective of this study was to establish a base protocol
for genotyping by sequencing (GBS) of SSR markers and to make available polymorphic and
informative loci for the species E. klotzschiana. Thus, 22 pairs of primers previously developed
for the species were used to test genotyping in different multiplex systems, in order to verify
the influence of the quantity of primers amplified simultaneously in the detection of alleles.
DNA was extracted from the leaf tissue of 37 individuals collected in the municipality of
Senador Canedo-GO using the CTAB 2% protocol. To verify the quantity and integrity of the
extraction, horizontal electrophoresis was performed in 1% agarose gel. After confirmation of
amplification, the primers were tested in different multiplex PCR (mPCR) systems, containing
between 5 and 22 pairs of primers per system. The multiplexes were assembled in three tests,
with different quantities of primers in the mPCR systems. In test 1 (T1), four multiplexes were
assembled with a minimum of five and a maximum of six primers each; in test 2 (T2), two
mPCRs were assembled with half the quantity of primers each; in test 3 (T3), a single multiplex
was assembled with all primers amplified simultaneously. In order to obtain a better
amplification pattern, different primer concentrations were tested for mPCRs. From the
validation of the library pool at 4nM, the 500-cycle Miseq v2 cartridge was prepared for
sequencing on the MiSeq Illumina® platform. Sequence quality analysis was performed in
FastQC and allele calling using the SSR-GBS pipeline. Even with primer concentration
adjustment, T1 and T2 presented amplification patterns with more intense bands, when
compared to the T3 test in which all 22 primers were used in a single PCR reaction. The
analyses suggest that there was great success in microsatellite genotyping by sequencing in E.
klotzschiana. Allele calling during sequencing obtained a low base calling error rate, with an

average Phred value of 38. As expected, there was a difference in allele calling between tests,
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with an increase in lost data in test 3. The assignment of alleles that were called the same for
the same loci between the T1 and T2 tests was above 90%, with the exception of a single locus
that obtained 70% similarity. As the T3 test had a higher rate of genotyping errors that required
manual checking (MC), had few reads (PR) and/or were left without amplification (NA), this
obtained a lower similarity between the loci evaluated. Finally, the sampled population was
predominantly made up of clonal individuals. The results obtained demonstrate the
effectiveness of genotyping by sequencing (GBS) for the species E. klotzschiana, providing
valuable information for its genetic characterization. These data may contribute to future

conservation strategies and sustainable use of the Cerrado pear.

Keywords: genetic diversity; genotyping by sequencing; cerrado pear; genetic resources.
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1. INTRODUCAO

Em meio as espécies que compdem o conjunto de recursos genéticos vegetais do
Cerrado, destaca-se as frutiferas, que produzem frutos comestiveis, com formas variadas, cores
atrativas e sabores caracteristicos (Ribeiro & Rodrigues, 2006). Dentre as espécies vegetais
frutiferas do Cerrado destaca-se a Eugenia klotzschiana O. Berg. (Myrtaceae), popularmente
conhecida como pera-do-cerrado. Essa espécie distingue-se por seu potencial de uso,
especialmente como uma fonte promissora de antioxidantes naturais com interesse industrial

no setor alimenticio, farmacéutico e cosmético (Carneiro et al., 2019; Sardi et al., 2017).

Eugenia klotzschiana esté listada no grupo de plantas prioritarias para a pesquisa na
publicacao “Plantas para o futuro na regido centro-oeste”, devido a sua precocidade de producao
em larga escala, por ainda ndo existir pomares comerciais, além da importancia na
diversificacdo e enriquecimento da dieta para a populacdo rural. Ademais, como a éarea de
distribuicao da espécie, a densidade de sua ocorréncia no ambiente e a frequéncia de adultos
produtivos sdo baixas, se torna limitado a disponibilidade de frutos para o consumo (Ministério

do Meio Ambiente, 2016).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas uteis para a caracterizagcdo dos recursos
genéticos vegetais. Dentre os marcadores moleculares disponiveis, os microssatélites ou
Sequéncias Simples Repetidas (SSRs), sdo uteis na investigagdo da estrutura genética para
estudos populacionais em plantas. Os SSRs sdo importantes ferramentas na identificagdo,
caracterizagdo e avaliacdo dos recursos genéticos vegetais em diversas espécies, incluindo as
frutiferas da familia Myrtaceae (Portela et al., 2024). Esses marcadores sdo codominantes e
altamente polimorficos, apresentando uma grande variedade de alelos em uma populacao, o que
possibilita a identificacdo de individuos e a caracterizagao da diversidade genética de uma

espécie (Faleiro, 2007).

Existem varias estratégias de genotipagem que foram desenvolvidas ao longo do
tempo, como o RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restri¢ao) e AFLP
(Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) que sao baseados na digestao de
DNA com enzimas; RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), SSRs e SNPs
(Polimorfismo de Nucleotideo Unico) que utilizam primers para amplificar regides do genoma

e também, o NGS (Sequenciamento de Nova Geragdo) que permite a leitura de milhdes de
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fragmentos de DNA simultaneamente (Hodel et al., 2016). Atualmente, existe o SSR-Seq
(Sequenciamento de Microssatélites) que faz uso da combinagdo de SSRs com NGS, sendo
uma das mais avancadas técnicas de genotipagem para se obter dados robustos e confiaveis em
sistemas multiplex para analise de multiplos locos simultaneamente (Lepais et al., 2020). Essa
evolucdo das estratégias de genotipagem, reflete um avango significativo na capacidade de
analisar a diversidade genética de uma espécie nao-modelo.

Embora exista um conjunto crescente de outros marcadores moleculares e técnicas
de sequenciamento, os SSRs ainda sdo uma das principais opgdes de genotipagem em espécies
vegetais (Neophytou et al., 2018). Além disso, o uso desses marcadores moleculares para
realizar a caracterizagdo genética ¢ ainda mais acessivel, ap6s o surgimento das tecnologias de
sequenciamento de nova geragao (NGS) e a identificagao de numerosos locos em espécies nao-
modelo (Curto et al., 2019; Guichoux et al., 2011).

O uso de plataformas NGS na genotipagem por SSR-Seq tem impulsionado avangos
significativos na caracterizagdo genética de plantas nativas do cerrado. Tradicionalmente, a
genotipagem de microssatélites era realizada por eletroforese capilar em sequenciadores
Sanger, um método de alto custo, baixa reprodutibilidade e limitado pelo nimero reduzido de
locos analisaveis por experimento (Sarhanova et al., 2018). Com a transi¢ao para plataformas
NGS, como MiSeq da Illumina, a genotipagem por SSR-Seq tornou-se mais eficiente e acessivel
devido ao aumento da resolucdo e da profundidade dos dados obtidos, como também possibilita
a analise de multiplos individuos em um tnico ensaio, reduzindo custos e tempo experimental
(Taheri et al., 2018). Além disso, a maior sensibilidade das plataformas NGS facilita a
identificacdo de variantes alélicas raras e a deteccdo de polimorfismos em espécies de plantas
nativas do Cerrado, contribuindo para a conservag¢ao e melhoramento genético desses recursos
vegetais (Gongalves et al., 2020).

A genotipagem por SSR-Seq ¢ realizada usando a chamada de alelos com base em
informagdes do fragmento amplificado e sequenciado em plataformas de NGS (Darby et al.,
2016; Vartia et al., 2016). O SSR-Seq permite uma maior eficiéncia que pode ser alcangada
sequenciando produtos de PCR multiplexados com um niimero muito maior de locos, além da
analise de varios individuos simultaneamente (Sarhanova et al., 2018). O sequenciamento de
varias amostras em um mesmo ensaio (multiplex) pode ser implementado marcando os
fragmentos de DNA alvo dessas amostras com diferentes combinagdes de ‘identificadores’ por
amostra de DNA (Chung et al., 2017). Na plataforma de sequenciamento //lumina®, essa etapa

¢ realizada principalmente através da incorporacao de indexes que sao adicionados durante a
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preparacdo das bibliotecas de sequenciamento por meio de reacdes de PCR e ligacdo de
adaptadores (De Barba et al., 2017; Lepais et al., 2020).

Apesar do potencial de uso da espécie, até o presente momento, foram
desenvolvidos poucos estudos genéticos para E. klotzschiana. Em 2014, foi realizada a
transferibilidade de marcadores microssatélites génicos, desenvolvidos para Eucalyptus, para
caracterizar geneticamente individuos de E. klotzschiana (Siqueira, 2014). Em 2020, testou-se
a transferibilidade de primers desenvolvidos para Eugenia dysenterica (cagaita) em E.
klotzschiana para genes relacionados a tolerancia hidrica (Aratjo, 2020). Em 2023, foi
publicado o primeiro rascunho do genoma nuclear parcialmente montado para E. klotzschiana
(Corvalan et al., 2023). Neste artigo também foi disponibilizado pares de primers para
amplificacao de regides microssatélites, desenvolvidos para serem utilizados no contexto de
genotipagem por sequenciamento de Nova Geragdo (SSR-Seq), que necessitam de validacao
para ser utilizado. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar estratégias de
amplificacdio em multiplex e validagdo de um protocolo para a genotipagem por
sequenciamento de marcadores SSRs para E. klotzschiana, utilizando a plataforma ll/llumina-

MiSeq®, para aplicagdo em estudos genético-populacionais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um protocolo base para a genotipagem por sequenciamento (GBS) de
marcadores SSR e disponibilizar locos polimorficos e informativos para a espécie Eugenia

klotzschiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a eficiéncia de amplificacdo via PCR em multiplex dos primers em diferentes
combinacoes;
ii. Verificar se a chamada de genoétipos/alelos ¢ influenciada pela quantidade de primers do
sistema multiplex;
1ii. Definir o numero ideal de primers do sistema multiplex para uma genotipagem eficiente;
iv. Disponibilizar a lista com os melhores locos, baseada nas estimativas de diversidade
genética;

v. Verificar a ocorréncia de individuos clonais na populagdo avaliada.
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3. MATERIAL E METODOS

Todas as etapas laboratoriais e de analise de dados deste estudo foram realizadas
no Laboratorio de Genética & Biodiversidade (LGBio), localizado no Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB I) da Universidade Federal de Goids (UFG) Campus Samambaia, Goiania —
GO.

Os 37 individuos utilizados no presente estudo sdo provenientes de uma coleta
realizada em outubro de 2010 no municipio de Senador Canedo — GO de latitude 16°37 '32,197
" S e longitude 49°4 22,696" W. As folhas coletadas foram armazenadas em silica em gel, em
um saco plastico e identificadas com o numero e o coédigo de cada individuo. As amostras foram
transportadas até o laboratorio da universidade e armazenadas em freezer — 80°C.

O DNA foi extraido a partir do tecido foliar de Eugenia klotzschiana, utilizando o
protocolo de extragdo vegetal com tampao CTAB 2% adaptado de Doyle & Doyle (1987). A
quantidade e a integridade do DNA extraido de cada amostra foi avaliada em eletroforese
horizontal, com a aplicacdo de 3uL. de DNA extraido em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo e tampao para eletroforese TBE 1X (Tris Borato EDTA) e com auxilio de
marcadores de DNA (DNA Lambda - 1) nas concentracdes de 10, 20, 50, 100 e 200 ng/uL. O
DNA foi diluido para a concentrag@o de estoque com aproximadamente 2,5 ng/pL.

Foram testados 25 pares de primers desenhados para amplificacdo de regides
microssatélites da espécie E. klotzschiana (Corvalan et al., 2023) (Tabela 1). Inicialmente os
25 pares de primers foram testados em um unico individuo (EKLSCGO-25) de E. klotzschiana,
para analisar a capacidade de amplificacdo de cada um dos primers individualmente, pois
somente os que obtiveram amplificacdo nessa primeira avaliacdo, fizeram parte da etapa de
multiplexacdo. A reagao de PCR foi montada com volume final de 10 uL, utilizando o kit PCR
multiplex da Qiagen®. Nesta reagdo os pares de primers foram testados a uma concentragao
final de 0,9 uM, conforme frequentemente se utiliza para a amplificagcdo de pares de primers
individualmente (Neophytou et al., 2018). A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada
no equipamento Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems®) e o programa de
termociclagem continha as seguintes etapas: I) Desnaturagdo inicial do DNA a 95 °C por 15
minutos; II) 35 ciclos contendo os passos de desnaturacdo do DNA a 94 °C por 30 segundos,
anelamento inicial de 52 °C e anelamento final de 54 °C por 90 segundos e extensao da molécula
de DNA a 72 °C por 60 segundos; III) Extensdo final da molécula de DNA a 60 °C por 30

minutos. O ajuste da temperatura de anelamento dos pares de primers de 54 °C, foi atingido
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testando-se o seu aumento ou diminui¢ao da temperatura, até que a visualizagdo das bandas no

gel indicasse a melhor resolugdo possivel.

Tabela 1. Conjunto de 25 primers (Ekl_SSR-Seq) com os respectivos adaptadores (/llumina®) para genotipagem
por sequenciamento de alto rendimento de marcadores microssatélites em Eugenia klotzschiana.

Motivo de
repeticao
Norpe do SSR Primer Foward Primer Reverse
Primer ,
(Numero de
repeticoes)
Bkl NGS2 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 12 GACAGTTGTACCCAAAGAAGAGCT GACAGACTCTCCTAAACGCCTTA
Bkl NGS3 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
= 12 GACAGGGAACGAAGCCTATCTCAAA GACAGAATGGAGCAAATCGAAACAC
Bkl NGS5 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 1 GACAGCACCTATTGCCATTGGATCA GACAGTGACCTCATGTTGCGATTTA
Bkl NGS6 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 1 GACAGAGTTTGAGAACCGAATCGA GACAGGCTCTCTCAAACCATTCTGA
Bl NGS7 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 13 GACAGTCACTCAAGTCAGCCTAAA GACAGGGTCTTCAGAAGTTTGGGAT
Ekl NGS9 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 14 GACAGAGGGCTTATATGGTAATCTCAC GACAGATGAGTCGTGTAAGCAACA
Eid NGS10 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 12 GACAGTTTCTTTATCGGGTCACCTC GACAGCTGATGCACCATTCCTCT
Eid NGS12 AACG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- ¢ GACAGCCTCCTAACAAGACTTGCAT GACAGCCTTACCTTATGACGTCGTT
Eid NGSI3 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
= 14 GACAGAGAAGGGACTAGTGTAGCTT GACAGCTGAATAGACAACCGAGGTT
Eid NGS16 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
= 12 GACAGCGGGACATATAACAATCCGT GACAGCCGTTGTTAATAGGGTCACA
Bkl NGS17 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 13 GACAGAATTCCAAAGTTCGTCCTCA GACAGATATGACCGATGTATGCTCC
Bk NGS18 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 1 GACAGCAGTGATGTCTATCAGCTCC GACAGCGCTAGTTTGAAGAGCAAA
Bkl NGS19 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 13 GACAGACTACACGGTCAAGAAAGTC GACAGAGCTTGGACCAGAAACTAT
Eid NGS27 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 12 GACAGCAGTTCACCAGATTTAGCCT GACAGCTCTCCCTGTTTCAATCAGT
Eid NGS29 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 12 GACAGATCGAGTTCTTTCAGTGCT GACAGATCAACGACTTCCAATGTGA
Eid NGS30 AGGG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
= © GACAGGCAGGTAATCCAGTTTCAGA GACAGAAATCTTCTGTTCACGTCGA
Eid NGS31 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
= 14 GACAGCTGTGTTGCGTTAAACCA GACAGGATTCGCGGTTATCGAAAT
Eid NGS32 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 1 GACAGTCCGCATTTGGTACTACTT GACAGAAGTCCTCTAGTCTGACC
Bkl NGS33 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 12 GACAGTCAAGAACTCATTCGAAGC GACAGTTCACTTGTCTCTCCCATT
Bkl NGS34 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 12 GACAGAATCGCACTGATACCAAAGT GACAGCAGTTTAGCTGTCTCATCGA
Bkl NGS35  ACATG. TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 6 GACAGACTGAGCAATTGAAGTTGGA GACAGCCCTGTTTCTTTCCTAGAC
Eid NGS38 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGGTGTATAAGAG
- 1 GACAGATATTCTCTCTTTGCGGACC ACAGCGAAACAAGTTGCATAGCTT
Eid NGS39 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
- 13 GACAGTGAGACGTTGGAGTACTT GACAGTTCCTAATGTTCCGCCATA
Eid NGS41 AG TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA
= 12 GACAGTCAGATCTCACAACATTGCA GACAGAACCCATTGTCACTCTCTT
EKI NGS42 AGu, TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA

GACAGGCCATCCTTGTAAACCCTA

GACAGCTCATGTCGAGTCTTCACA

Em negrito sdo as sequéncias dos adaptadores. Fonte: Corvalan et al. (2023) (com adaptacdes).
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Para verificar a qualidade de amplificagcdo de cada par de primer, os produtos de
PCR foram submetidos a uma eletroforese horizontal em gel de agarose 3%, corado com
brometo de etideo, solu¢ao tampao TBE 1x e marcador 1 Kb plus (4 puL), com uma corrente
elétrica de 70V, por aproximadamente 1 hora. Para verificar os locos utilizou-se produto da
reacdo de PCR (2 pL/amostra) e tampao de corrida (4 pL/amostra). Os fragmentos amplificados
foram visualizados por meio de fotodocumentador de imagem com exposi¢ao a luz ultravioleta.

Os pares de primers que apresentaram bom perfil de amplifica¢do individual foram
submetidos a trés testes de amplificagdo em sistemas de PCR multiplex (mPCRs). O teste 1
(T1) foi composto por quatro sistemas multiplex, distribuindo o total de pares de primers em
quatro conjuntos; o teste 2 (T2) foi composto por duas multiplex, sendo cada uma com a metade
da quantidade de primers; e o teste 3 (T3) consistiu de uma unica multiplex com todos pares de
primers (Tabela 2). Esses testes foram realizados com 37 individuos nas mesmas condig¢des de
amplificagdo individual, conforme apresentado anteriormente. Visando obter um melhor padrao
de amplificagdo em sistemas multiplex, testou-se diferentes concentragdes de primers. As
condi¢des de amplificagdo no termociclador e a visualizagdo das bandas no gel seguiram as

mesmas condigdes citadas anteriormente para a amplificacdo individual dos pares de primers.

Tabela 2. Distribuigdo dos 22 pares de primes SSR-Seq de Eugenia klotzschiana nos sistemas de PCR multiplex.

Teste 1 Teste 2 Teste 3
Multiplex  Primers (3 pM) Qtd Multiplex  Primers (4 pM) Qtd Multiplex  Primers (5 pM) Qtd
Ekl NGS2 Ekl NGS2 Ekl NGS2
Ekl NGS3 Ekl NGS3 Ekl NGS3
M1 Ekl NGS5 5 Ekl NGS5 Ekl NGS5
Ekl NGS6 Ekl NGS6 Ekl NGS6
Ekl NGS9 Ekl NGS9 Ekl NGS9
Ekl NGS10 Ml Ekl NGS10 11 Ekl NGS10
Ekl NGS12 Ekl NGS12 Ekl NGS12
M2 Ekl NGS13 5 Ekl NGS13 Ekl NGS13
Ekl NGS16 Ekl NGS16 Ekl NGS16
Ekl NGS17 Ekl NGS17 Ekl NGS17
Ekl NGS18 Ekl NGS18 . Ekl NGS18 %
Ekl NGS27 Ekl NGS27 Ekl NGS27
Ekl NGS29 Ekl NGS29 Ekl NGS29
M3 Ekl NGS30 6 Ekl NGS30 Ekl NGS30
Ekl NGS31 Ekl NGS31 Ekl NGS31
Ekl NGS32 Ekl NGS32 Ekl NGS32
Ekl NGS33 M2 Ekl NGS33 11 Ekl NGS33
Ekl NGS34 Ekl NGS34 Ekl NGS34
Ekl NGS35 Ekl NGS35 Ekl NGS35
M4 Ekl NGS38 6 Ekl NGS38 Ekl NGS38
Ekl NGS41 Ekl NGS41 Ekl NGS41
Ekl NGS42 Ekl NGS42 Ekl NGS42

Qtd = quantidade; as diferentes escalas de cinza indicam o conjunto de primers para um sistema multiplex;
Temperatura de anelamento em cada multiplex de 54 °C; tamanho esperado do fragmento amplificado 250 pb.
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O preparo da biblioteca gendmica dos individuos de E. klotzschiana seguiu o
protocolo de 16S da [lllumina® com algumas modifica¢des. Os produtos amplificados foram
purificados com 12 pL de beads magnéticas AMPure. Em seguida, as beads foram eluidas em
22 uL de Tris-HCI pH 8,0, transferindo-se para uma placa nova 20 uLL do preparo de biblioteca.
Posteriormente, foi realizada uma PCR para a inserc¢ao dos indexes de identificacdo de cada um
dos individuos em cada uma das multiplex. Ap6s a PCR de insercdo de index, foi feita a limpeza
com as beads. Para a quantificacdo de todas as amostras amplificadas foi utilizado o Kit Qubit
High sensitivity e para a verificacao das bibliotecas usou-se o Kit DNA1000 do Bioanalyzer.

Depois da quantificacdo, realizou-se a dilui¢do das bibliotecas para 4 nM, utilizando
Tris-HCL a 10 mM. Foi montado o pool das bibliotecas para sequenciamento na plataforma
MiSeq lllumina®. Pipetou-se 5 uL de cada biblioteca em um tubo de 1,5 mL. Quantificou-se o
pool no Qubit para checar se a concentragdo permaneceu a 4 nM. Para o sequenciamento, foi
utilizado o cartucho MiSeq v2 de 500 ciclos.

As analises dos dados brutos foram realizadas usando os servidores do Laboratério
LGBio do ICB I — UFG. Para a analise e controle de qualidade dos dados do sequenciamento,
foi utilizado o software FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/),
que permitiu detectar possiveis problemas no conjunto de dados do sequenciamento. O software
PEAR (Zhang et al., 2014) foi utilizado para fazer a montagem das sequéncias R1 (Foward) e
R2 (Reverse), que sdo as sequéncias resultantes do sequenciamento paired-end, que podem ser
unidas em uma sequéncia unica (consenso), assim esta etapa sucedeu-se para todas as
bibliotecas que foram sequenciadas.

Para a obtencdo da tabela de gendtipos foi utilizado o pipeline SSR-GBS
(https://github.com/mcurto/SSR-GBS-pipeline), descrito por Tibihika et al. (2019) e Curto et
al. (2019). Para tanto, foi preparado um arquivo de inmput das analises, com as seguintes
informacdes: coluna A nome no primer separado por hifen e motivo de repeti¢ao separado por
underline (ex.: EKL-NGS2_AGQG), seguido da coluna B contendo a sequéncia flanqueadora do
primer 5’ forward e coluna C com a sequéncia flanqueadora do primer 3’ reverse, conforme
descrito na Tabela 1.

O pipeline SSR-GBS (Tibihika et al., 2019) ¢ dividido em duas partes, em que na
primeira ¢ produzida uma matriz codominante com gendtipos baseados no comprimento do
alelo e na segunda parte os gendtipos sdo baseados na composicao de bases das sequéncias.
Nesta primeira etapa, o script primer_demultiplex.py demultiplexa arquivos fastq mesclados de

acordo com o conteudo do primer, as saidas sdo um arquivo fastq por amostra ¢ loco. Em

19



seguida, o script CountLengths.sh conta o nimero de ocorréncias (reads) de cada comprimento
de sequéncia por alelo, gerando um arquivo em que a primeira coluna € o comprimento do alelo
e a segunda coluna o namero de  ocorréncias deste. O  script
Rscript Markerlength develop Color.R usa as contagens de comprimento de sequéncia para
chamar alelos e definir gendtipos. Um genotipo ¢ considerado homozigoto se a contagem
relativa de leitura do alelo mais abundante for maior que o valor alfa definido (0,7 ou 70%).
Um gendtipo foi considerado heterozigoto quando a soma da abundancia relativa de dois
comprimentos de leitura mais abundantes excedeu o valor alfa (0,7 ou 70%), considerando
ainda: (i) se a diferenga no comprimento dos alelos potenciais foi maior que uma vez o
comprimento do motivo de repeticao; (ii) se os dois alelos potenciais mais abundantes diferirem
apenas no comprimento de uma repeti¢ao, o alelo menos abundante foi considerado verdadeiro
se for mais longo que o alelo mais abundante; (iii) se o segundo maior alelo potencial for apenas
uma vez menor que o comprimento do motivo repetido, ele s6 foi considerado se sua
abundancia relativa for igual a 0,75 do alelo mais abundante; (iv) e ainda se, foi considerado
mutacgoes pontuais que levam a multiplos nao inteiros do comprimento da repeticao, se a sua
abundancia relativa fosse de pelo menos 0,6 do alelo mais abundante. Caso esses critérios nao
fossem atendidos a amostra era considerada para controle manual (man_check). Ao final desta
primeira etapa ¢ produzida uma planilha de genotipos e histogramas de comprimento
destacando os alelos chamados com cores diferentes, sendo azul para o alelo homozigoto, verde
para os alelos heterozigotos e preto para os demais comprimentos de sequéncia. Quando nao
havia leituras para um dado individuo em um dado loco, o pipeline insere “NA” no local do
gendtipo. Caso a contagem de leituras para um dado individuo em um dado loco fosse muito
baixa, o pipeline insere a mensagem “Poucas reads” no local do genoétipo.

Na segunda etapa do pipeline, o script Sequence Allele Call.py extraiu as leituras
correspondentes aos alelos chamados na etapa anterior, produzindo uma sequéncia consenso
para cada alelo baseado em comprimento, destacando possiveis variacdes de SNPs.

Os genotipos provenientes de cada um dos trés testes foram comparados entre si
visando avaliar diferencas nas taxas de erros e na chamada de alelos. Os erros de genotipagem
foram classificados como man _check (MC), que indica a necessidade de conferéncia manual
do alelo atribuido pelo pipeline; auséncia de amplificagdo (NA), que indica que ndo houve
produto amplificado para aquele alelo/individuo; e poucas reads (PR), que significa que nao foi
possivel atribuir o alelo porque a contagem de reads foi muito baixa (normalmente abaixo de

50 reads) para aquele gendtipo (Apéndice A).
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Para comparar se havia diferenca significativa na quantidade de erros de
genotipagem entre os trés testes, foi conduzida uma Anélise de Varidncia de Medidas Repetidas

(https://www.r-bloggers.com/2021/04/repeated-measures-of-anova-in-r-complete-tutorial/),

para cada um dos tipos de erros (MC, NA e PR). A comparacao da quantidade de erros entre os
pares de testes foi realizada por um Teste de T par a par.

A comparacao da chamada de alelos entre os testes, ou seja, para verificar se o alelo
atribuido para cada individuo foi igual entre os testes, foi realizada uma medida de similaridade
de alelos atribuidos, atribuindo-se 0 para os locos que tinham NA e 1 para os locos contendo
PR. Para tanto, foi utilizado um script em linguagem R (cedido gentilmente por Diniz-Filho,
(Apéndice B) que inicialmente “contou” o numero de alelos diferentes atribuidos para os
mesmos individuos, entre os pares de testes diferentes. Em seguida, foi criada uma matriz de
distancia par a par entre os testes, baseada no nimero de alelos diferentemente atribuidos. A
similaridade de atribui¢do dos alelos foi obtida a partir do célculo do inverso da matriz de
distancia. O resultado foi apresentado como a propor¢ao de alelos atribuidos de forma similar
entre os pares de testes. Essa analise também foi realizada por loco entre os pares de testes.

A partir dos resultados das andlises de erros e atribui¢ao de alelos, foi definido o
melhor teste/esquema de PCR multiplex para a genotipagem dos SSR-Seq para os locos
avaliados. A planilha de genotipos do teste escolhido foi utilizada para avaliar a qualidade dos
locos, quanto aos seguintes parametros de diversidade genética: nimero médio de alelos por
loco (4); diversidade genética de Nei (%); heterozigosidade observada (Ho); riqueza alélica (4r)
e o indice de fixagao intrapopulacional (f). Também foi realizada a identificacdo dos possiveis
clones, ou seja, individuos com gendétipos idénticos a similaridade na chamada de alelos entre
os individuos, usando a mesma funcdo do software R descrita anteriormente (cedido
gentilmente por Diniz-Filho, (Apéndice B).

Por fim, o editor BioEdit foi utilizado para fazer o alinhamento global das
sequéncias para cada individuo e cada loco analisado, utilizando a ferramenta ClustalW, para
confirmar a regido microssatélite do loco, produzir uma “escada alélica” e confirmar a chamada
dos alelos, além de detectar a presenca de SNPs dentro e fora (regides flanqueadoras) dessas

regidoes microssatélites.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No que se refere a integridade do DNA gendmico de Eugenia klotzschiana, os
resultados das extra¢des dos 37 individuos utilizados neste experimento apresentaram bandas
de DNA bastante intensas com uma quantificagdo de DNA em torno de 60 ng/pL na maioria
das amostras, com excecdo das amostras dos individuos 3, 6, 17 e 44 que apresentaram bandas

mais fracas, e por isso precisaram ser submetidos a uma nova extragao (Figura 1).
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Figura 1. Imagem do gel de agarose 1% da extragdo de DNA vegetal dos 37 individuos de Eugenia klotzschiana

de Senador Canedo utilizando protocolo CTAB 2%.

Um total de 22 (88%) dos 25 pares de primers de E. klotzschiana testados durante
a realizagdo da PCR singleplex amplificaram de forma satisfatéria, assim os primers
EKL NGS7,EKL NGS19 e EKL NGS39 nao obtiveram éxito e, portanto, foram excluidos na
realizagdao das PCRs seguintes (Figura 2).
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Para se obter um produto de PCR que seja satisfatério, € necessario que se tenha
um par de primers especifico capaz de se ligar exclusivamente na regido gendomica de interesse
a ser amplificada. Portanto, os primers EKL NGS7, EKL NGS19 ¢ EKL NGS39, indicaram
uma baixa especificidade para o genoma de E. klotzschiana. Contudo, a quantidade de primers
amplificados (88%), esta dentro do esperado, por se tratar de primers que s6 haviam sidos
testados in silico para a espécie, até o presente estudo.

O numero de primers amplificados foi superior aos encontrados em outros
trabalhos, ja desenvolvidos com E. klotzschiana que realizaram a transferibilidade de primers
provenientes de outras espécies do Cerrado, com o objetivo de também montar sistemas de
PCRs multiplex, para a pera-do-cerrado, como no estudo de Siqueira (2014), por isso os pares

de primers utilizados neste estudo foram considerados amplificados com sucesso .

Todos os primers

AMOSTRA foram testados . Temp. anelamento Ciclagem
Ekl (SECGO)_25 com o mesmo 14/02/2023 Sem Q-Solution £ ce 35 cidos

individuo

:
EkI_NGS3
Ekl_NGS34
amostra

Ekl_NGS5

w
-
=
)
=
=
—_—
-—_
—
|
——
R
el

Amostras 7, 19 e 39 ndo amplificaram
Figura 2. Padrio de amplificacdo individual dos locos microssatélites de Eugenia klotzschiana em gel de agarose

3% corado com brometo de etideo e marcador molecular 1 kb plus.

Verificou-se que as concentragdes de 3, 4 e 5 uM, respectivamente, foram melhores para a
amplificacdo dos testes T1, T2 e T3. Nas PCRs multiplex mesmo com o ajuste de concentragao
de primers, os testes T1 (Figuras 3 a 6) e T2 (Figuras 7 e 8) apresentaram padrao de
amplificacdo com bandas mais intensas, quando comparados ao teste T3 (Figura 8) em que
utilizou-se todos os 22 primers em uma Unica reagdo de PCR. No entanto, foi possivel verificar

a presenca de amplificagdo nos trés esquemas de multiplex.
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Figura 3. Amplificacdo dos locos microssatélites de Eugenia klotzschiana em gel de agarose 3% corado com

brometo de etideo e marcador molecular 1 kb plus. Teste 1 multiplex 1.
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Figura 4. Amplificacdo dos locos microssatélites de Eugenia klotzschiana em gel de agarose 3% corado com

brometo de etideo e marcador molecular 1 kb plus. Teste 1 multiplex 2.

0F 09257143

8€ 09253

L€ 092513

SE 09053

¥€ 092513

€€ 09253

7€ 092STH3
1€ 0925TH3
0E 09053
67 0925143
87 093513
L2 0925143
92 0905113
S¢ 090513
22 0905743
TZ 092S™3
6T 0925143
L1 090513
91 09253
ST 090513
#1 092513
€T 0905143
T 09351

1T 092513

0T 092513

80 092S1x3
£070925T43
90 0925M3
S0 092513

€07 092513
20 090513
10 090513

snid gy 1

snid gy T

St 092513
¥ 09STHI
€7 0925113
T¥ 092513

sniday T
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Figura 6. Amplificacdo dos locos microssatélites de Eugenia klotzschiana em gel de agarose 3% corado com

ideo e marcador molecular 1 kb plus. Teste 1 multiplex 4.
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Figura 7. Amplificacao dos locos microssatélites de Eugenia klotzschiana em gel de agarose 3% corado com

ideo e marcador molecular 1 kb plus. Teste 2 multiplex 1 e 2.
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Figura 8. Amplificacdo dos locos microssatélites de Eugenia klotzschiana em gel de agarose 3% corado com
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A quantifica¢do da dilui¢do do pool das bibliotecas para sequenciamento na plataforma
Illumina® Miseq obteve o resultado ideal esperado de 4 nM, valor considerado adequado para
realizar a genotipagem por sequenciamento de alto rendimento. Ademais, o tamanho médio da
biblioteca ficou em torno de 300 (pb), enquanto a quantificacdo da biblioteca no Qubit foi de
0,792 ng/uL.

Os arquivos resultantes do sequenciamento paired-end, para o teste singleplex do
individuo EKLSCGO-25, tanto para o sequenciamento dos testes multiplex obtiveram um total
de 250 pb em relacao ao comprimento da sequéncia mais longa do conjunto, pois devido ao
sequenciamento ser paired-end e ao modelo do cartucho utilizado, era esperado que este fosse
o maior comprimento de sequéncia que seria fornecida com o sequenciamento de alto
rendimento.

Na avaliagdo dos 37 individuos a partir dos graficos obtidos pelo software FastQC,
a qualidade média da chamada de bases durante o sequenciamento foi considerada muito boa,
com um valor médio de Phred de 38, que indica uma alta precisao na chamada de bases durante
o sequenciamento SSR-Seq, com uma probabilidade de erro na chamada de bases de apenas
0,02%(EWING; GREEN, 1998). Esse aspecto, reflete uma maior confianga na qualidade dos
dados do sequenciamento de Eugenia klotzschiana, o que ¢ essencial para a obtengdo de
parametros de diversidade genética robustos e confiaveis. Além disso, a queda da qualidade das
chamada de bases no sequenciamento s6 comecgou a aparecer a medida que a execugdo avangou,
o que ¢ normal na maioria das plataformas de sequenciamento, por isso foi comum perceber a
chamada de bases caindo ao final de cada leitura.

A comparagao visual em boxplot da quantidade de “erros de genotipagem” entre os
testes evidenciou que T1 e T2 apresentaram os maiores numeros de alelos que necessitaram de
checagem manual (MC) em comparacao ao T3. Entretanto, vale ressaltar que a necessidade de
checagem manual por si s6 ndo indica um problema, pois os testes que tém mais chamada de
alelos também estdo mais propensos a terem a necessidade de checagem manual. Isso pode ser
corroborado pelo fato de que o teste T3 apresentou muito mais falhas de amplificagdo (NA) de
alelos do que os testes T1 e T2, que apresentaram médias de 0,541 e 0,919 para esse erro de
genotipagem. No entanto, quando se compara o numero de alelos ndo chamados em fungao da
baixa quantidade de reads (PR), fica evidente que os trés testes se diferenciam entre si, com o

teste T1 apresentando o menor valor para esse parametro (Figura 9).
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Figura 9. Boxplot dos “erros de genotipagem” do tipo MC (Checagem manual), NA (Sem amplificacdo) e PR
(Poucas reads), para os testes T1, T2 e T3, mostrando a média para cada um dos erros em cada teste e

os pontos outliers, indicando valores que foram discrepantes do conjunto de dados.

A analise de variancia, seguida do teste de T pareado, corroborou com a analise
visual dos boxplots, apresentando que os testes Tl e T2 ndo apresentaram diferencas
significativas para os erros MC e NA, enquanto para o erro do tipo PR a diferenga foi
significativa entre os trés testes (Tabela 3). Esse resultado indica que o uso de sistemas de PCR
multiplex com menor nimero de pares de primers diminui a chance de ter erros de genotipagem
devido ao baixo nimero de reads, provavelmente por ter maior quantidade de produto

amplificado.

Tabela 3. Analise de variancia de medidas repetidas comparando o nimero de alelos com erros de genotipagem
por sequenciamento SSR-Seq. Testes a posteriori (Teste de T par a par) entre os diferentes testes de
esquemas de amplificagdo em sistemas de PCR multiplex de locos microssatélites para Eugenia

klotzschiana.

Valor de p dos Testes a Posteriori

Tipo de Erro F

T1-T2 T1-T3 T2-T3
MC 290,21 3,47.10%  2,12.10'™  4,65.10%*  3,90.10%°
NA 255,47 2.10% 1 2,49.102  3,96.102°
PR 58,81  7,25.10'%  4,38.10°7 435101 7,38.10°7

MC=checagem manual; NA=ndo amplificado; PR= poucas reads
F= indica a variabilidade do erro entre os testes

p= significancia estatistica de F

ns=ndo significativo

Os testes T1 e T2 apresentaram alta similaridade na chamada de alelos (92,75%),
enquanto o T3 apresentou baixa similaridade na chamada de alelos com T1 (61,7%) e T2
(56,5%), quando se considera o total de individuos e locos analisados (Tabela 4). Quando se
compara a chamada de alelos entre os testes, considerando cada loco, fica mais evidente a
semelhanca entre T1 e T2, com altos valores de similaridade, exceto para o loco Ekl NGS30

(27,02%) (Tabela 5). A anélise na tabela de gendtipos revelou que o T2 apresentou muitos erros
27



do tipo PR e NA (que foram considerados como informacao nesta analise) para esse loco, o que
justifica a baixa similaridade na chamada de alelos. Analisando a chamada de alelos de forma
isolada, ¢ possivel afirmar que os diferentes esquemas de PCR multiplex dos testes T1 e T2 nao
apresentaram diferengas relevantes na chamada de alelos.

Embora o teste T3 tenha apresentado menor similaridade de chamada de alelos com
os demais testes (Tabela 4), a analise por loco evidencia que um pouco mais da metade (12 no
total) apresenta alta similaridade (maior que 85%) com T1 (Tabela 5). Isso demonstra que a

chamada de alelos ¢ influenciada pelo par de primers que amplifica a regido alvo.

Tabela 4. Similaridade de atribui¢do de alelos entre os testes considerando todos os individuos.

T1(%) T2(%)  T3(%)
T1(%) - - _
T2(%)  0,9275184 - -
T3(%)  0,6167076  0,5651106 -

Tabela 5. Similaridade de atribui¢do de alelos entre os testes por loco considerando todos os individuos.

Similaridade por loco entre testes (%)

Loco
TleT2 TleT3 T2eT3
Ekl NGS2  0,9459459 0,05405405 0
Ekl_NGS3 0,9189189 0,05405405 0
Ekl NGS5  0,9324324 0,05405405 0
Ekl NGS6  0,9459459 0,05405405 0
Ekl NGS9  0,9324324 0,05405405 0
Ekl_ NGS10  0,972973 0 0
Ekl_NGS12 1 1 1
Ekl_NGS13 1 0,29729730 0,2972973
Ekl_NGS16 1 0,97297297 0,97297297
Ekl_NGS17 1 1 1
Ekl_NGS18 1 0,93243243 0,93243243
Ekl_NGS27 09189189 0,85135135 0,85135135
Ekl_ NGS29  0,972973 0,82432432 0,81081081
Ekl_NGS30 0,2702703 1 0,27027027
Ekl_NGS31 0,972973 1 0,97297297
Ekl_ NGS32  0,972973 0,95945946 0,94594595
Ekl_ NGS33  0,972973 0,79729730 0,7972973
Ekl_ NGS34  0,972973 0 0,02702703
Ekl_ NGS35  0,972973 0,95945946 0,93243243
Ekl_ NGS38  0,972973 1 0,97297297
Ekl_NGS41 0,7837838 0,70270270 0,67567568
Ekl_ NGS42  0,972973 1 0,97297297
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A partir da andlise global de comparagdo entre os testes, o esquema de PCR
multiplex do teste T1, com os menores nimeros de pares de primers por sistema apresenta uma
qualidade global maior, sugerindo que este deve ser o adotado para as analises de SSR-Seq com
a espécie E. klotzschiana. Nesse sentido, as analises de diversidade genética dos locos foram
realizadas a partir da planilha de genotipos do teste T1.

Dos 22 locos analisados na populacao foram verificados 21 polimérficos e apenas
1 monomoérfico, com uma média de 2,9 alelos, variando de 1 a 5 alelos nos locos (Tabela 6).
Embora o namero de locos polimoérficos tenha sido alto, o nimero de alelos por loco foi baixo,
levando em consideragdo que locos microssatélites sdo potencialmente multialélicos (Pedra et
al., 2023). No entanto, como foi analisada apenas uma populagado e, considerando que a espécie
pode apresentar clones, o numero de alelos por locos pode ser maior, quando se analisar novas
populagdes naturais.

A heterozigosidade esperada (He) média da populagdo foi igual a 0,55 (Tabela 6),
esse valor estd dentro do esperado para o médio numero de alelos detectados (2,9). A
heterozigosidade observada (Ho) média da populagdo foi muito alta (0,87), com muitos
individuos heterozigotos na populagdo (Tabela 6). Em consonancia a esse resultado, os valores
do indice de fixacdo intrapopulacional f foram negativos, evidenciando um excesso de
heterozigotos em relagdo ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Novamente observa-
se uma limitagdo de interpretacdo deste resultado, em fun¢do da amostragem de uma unica

populagdo com individuos potencialmente clones.

Tabela 6. Analise de diversidade genética com marcadores microssatélites (SSR-Seq) da populagdo de Eugenia

klotzschiana do municipio de Senador Canedo — GO.

Parametros de Diversidade Genética

Loco
n A Ar He Ho f
Ekl_NGS2 35 3 3,000 0,617 1,000 -0,637
Ekl_NGS3 35 2 2,000 0,507 1,000 -1,000
Ekl_NGS5 35 4 4,000 0,631 1,000 -0,599
Ekl_NGS6 35 3 3,000 0,617 1,000 -0,637
Ekl_NGS9 35 4 4,000 0,726 1,000 -0,385
Ekl_NGS10 37 5 4,946 0,728 1,000 -0,381
Ekl_NGS12 37 3 2,946 0,471 0,703 -0,501
Ekl_NGS13 37 2 2,000 0,462 0,703 -0,532
Ekl_NGS16 37 4 3,946 0,622 1,000 -0,621
Ekl_NGS17 37 4 4,000 0,719 1,000 -0,399
Ekl_NGS18 37 3 3,000 0,613 1,000 -0,646
Ekl_NGS27 37 4 4,000 0,715 0,919 -0,290
Ekl_NGS29 37 3 3,000 0,613 1,000 -0,646
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EKI_NGS30 37 1 1,000 0,000 0,000 NA

EkI_NGS31 37 3 3,000 0,613 1,000 -0,646
Ekl_NGS32 37 3 3,000 0,613 1,000 -0,646
Ekl_NGS33 37 2 2,000 0,507 1,000 -1,000
Ekl_NGS34 37 2 2,000 0,507 1,000 -1,000
EKl_NGS35 37 3 3,000 0,468 0,297 0,368*
EKl_NGS38 37 2 2,000 0,507 1,000 -1,000
EkI_NGS41 37 2 2,000 0,501 0,892 -0,800
Ekl_NGS42 37 2 2,000 0,462 0,703 -0,532
Média Geral 36,5 2,9 2,902 0,555 0,873 -0,586

n = numero de individuos analisados; 4 = nimero de alelos; Ar = riqueza alélica; He = diversidade genética de
Nei; Ho = heterozigosidade observada; f = coeficiente de endogamia total.

*Valor de f'significativo

A qualidade dos locos e confirmagdo dos alelos atribuidos na planilha do teste T1
foi verificada a partir do alinhamento das sequéncias obtidas no editor BioEdit. A figura 10
exemplifica a andlise do loco EKL NGS10 com todos os alelos confirmados. As regides com
gaps, ilustram a formagao de uma “escada alélica”, representando todos os alelos identificados
na populagdo analisada. As escadas alélicas forneceram uma referéncia adicional de tamanho
para os alelos de cada loco, além daquela j& determinada pelo pipeline utilizado. Além disso,
com o alinhamento pode-se confirmar a regido amplificada, por exemplo no caso do loco
EKL NGS30 que mostrou ser o inico monomorfico, pois ndo apresentou alelos microssatélites
de diferentes tamanhos e sequencias de bases. Dessa forma, a imagem obtida com o BioEdit
confirmou que o loco ¢ microssatélite, mas ndo possui polimorfismo.

A partir do alinhamento das sequéncias observou-se que o loco EKL. NGS5, possui
duas regidoes microssatélites amplificadas, apesar de o pipeline ter atribuido alelos referentes
apenas uma dessas regidoes (Figura 11, altura de alelos de aproximadamente 130 pb), foi
identificada uma outra regido de microssatélites com alelos claramente definidos (Figura 12,
altura de alelos de aproximadamente 190 pb). Isso pode ser explicado pelo fato de que algumas
vezes os pares de primers podem anelar ou se complementar a mais de uma regiao do genoma.

O pipeline SSR-GBS atribuiu alelos normalmente para o loco EKL NGS35 e o
sinalizou como portador de muta¢des pontuais. Porém a analise no BioEdit evidenciou que o
par de primers nao amplificou uma regido microssatélite (Figura 13) e os genotipos deste loco

devem ser desconsiderados.
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EKL-HGS10_AG_TL! 121155
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-13_A1_155
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-38_A1_185

EKL-HGS10_AG_TL! 21155
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-43_A1_155
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-15_A1_185

EKL-NGS10_AG_TL! A1 185
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-19_A1_15S
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-45_Al_135

EKL-NGS10_AG_TL! 7 21185
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-30_A1_155
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-44_Al_135

ERL-NGS10_AG_TI} 21155
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-34_A1_155
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-37_Al_185

ERL-HGS10_AG_TI} 21153
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-07_Al_151
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-02_Al_181

ERL-NGS10_AG_TI} 1 31 151
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-23_A1_151
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-33_A1_181

EKL-NGS10_AG_TI} 21 151
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-08_Al_151
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-26_Al_131

ERL-NGS10_AG_TI} 21151
EKL-HGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-27_A1_151
EKL-NGS10_AG_TIM2-EKLSCNGO-32_A1_131
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias do loco de SSR-Seq, EKL NGS10, para 37 individuos de Eugenia
klotzschiana, por ordem de tamanho, formando uma “escada alé¢lica” com as chamadas dos alelos e

com a detecgdo dos SNPs dentro das regides microssatélites (regides com gaps).
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EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-31_Al_137_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-15 Al 135
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-17 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-35_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-27_Al_135_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-42 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-14_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-44_Al_135_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-25 AL 135
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-04 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-21_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-29_Al_135_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-38 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-32_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-26_Al_135_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-19 Al 135
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-12 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-10_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-11_Al_135_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-13 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-45_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-02_Al_135_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-28 Al 135
EKL-NG55_AG TIM1-EKLSCNGO-01 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-30_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-08_Al_135_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-43 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-37_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-45_Al_135_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-07 AL 135
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-40 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-03_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-23_Al_135_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-05 Al 135
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-33_Al_135_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-12_Al_131_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-29 Al 131
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-42 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-10_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-13_Al_131_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-04 Al 131
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-17 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-30_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-15_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-05_AL_131_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-21 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-44_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-40_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-37_AL_131_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-28 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-43 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-15_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-01_Al_131_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-11 Al 131
EKL-NG55_AG TIM1-EKLSCNG0-03 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-14_Al_131_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-45_Al_131_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-38 Al 131
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-45 Al 131
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-02_Al_129_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-32_Al_129_
EKL-NGSS_AG TIM1-EKLSCNGO-35 Al 129
EKL-NG55_AG TIM1-EKLSCNGO-2€ Al 129
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-31_Al_129_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNGO-07_Al_129_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-08 Al 129
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-23 Al 129
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-25_Al_129_
EKL-NGS5_AG_TIM1-EKLSCNG0-27_Al_129_
EKL-NGS5_AG TIM1-EKLSCNGO-33 Al 129

CACCTATTGCCATTGGATCATTGTCCACCGCCACTCGACCATCACCCTGCATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA

CACCTATTGCCATTGGATCATTGTCCACCGCCACTCGACCATCACCCTGCATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
CACCTATTGCCATTGGATCATTGTCCACCGCCACTCGACCATCACCCTGCATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

CACCTATTGCCATTGGATCATTGTCCACCGCCACTCGACCATCACCCTGCATCTCTAT

CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGOCTCGCATTARATCGCARCATGAGETCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGOCTCGCATTARATCGCAMCATGAGETCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGOCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGOCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGT TTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGT TTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGT TTGCTATGOCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGT TTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCARCATGAGGTCA
CCATCTGCCCCTCCCATGTTTGCTATGCCTCGCATTARATCGCAACATGAGGTCA

Figura 11. Alinhamento das sequéncias do loco de SSR-Seq, EKL NGS5 para a regdo 129-137, para 37

individuos de Eugenia klotzschiana, por ordem de tamanho, formando uma “escada alélica” com as

chamadas dos alelos € com a detecgdo dos SNPs dentro das regides microssatélites (regides com

gaps).

32



EKL-NGSS_AG_TIM1-EKLSCNGO-07_AL 201_

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-35 AL 201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-23 AL 201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-08_AL_201

ET 65536 TLl_EKTSCNGO- 32 AL 201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-25 Al 201

EKL-NGSS_AG_TIM1-EKLSCNGO-31_AL 201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-33 AL 201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-27_AL_201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-26 AL 201

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-02_AL_201

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-21 Al 161

EKL-NGSS_AG_TIM1-EKLSCNGO-17_AL_161

EKL-NGSS_AG_TIM1-FKLSCNGO-14 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-30_AL 161

EKL-NGSS_AG_TIM1-FKLSCNGO-19 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-15 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FRLSCNGO-01 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-10_AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-44 Al 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-38 AL 161

EKL-NGSS_AG_TIM1-FKLSCNGO0-29 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-03 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-05 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-12 Al 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FRLSCNGO-04 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-13 AL 161

EKL-NGSS_AG_TIM1-FKLSCNGO-11 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-42 Al 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-FKLSCNGO-43 AL 161

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-37_AL 161

EKL-NGSS_AG_TIM1-FKLSCNGO0-28 AL 161

BT 03520 T1M1_EKTSCNGO 40_AL 161

LML

E -
EKL-NGSS_RG_T1ML.

EKL-NGSS_RG_T1ML.

EKL-NGSS_AG_TLMI.

EKL-NGSS_AG_TIML.

EKL-NGSS_AG_TLM1-ERLSCNGO-15_AL_153_

EKL-NGSS_AG_T1ML AL 189
EKL-NGSS_AG_T1ML. 17_AL_189_

EKL-NG55_AG_T1ML AL 189_ ™
EKL-NGSS_AG_T1ML _AL_189_ ™
EKL-NG55_AG_T1ML AL 189_ ™
EKL-NG55_AG_T1ML AL 189_ ™
EKL-NG55_AG_T1ML ) AL_189_ ™
EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-28_AL_L8S ™

EKL-NG5S_AG_T1ML-EKLSCNGO-13_AL_L8S

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-40_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1ML-EKLSCNGO-05_AL_L8S

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-10_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-11_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-19_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-42_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-43_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-04_AL_L8S

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-35_AL_LS7

EKL-NG5S_AG_T1M1-EKLSCNGO-08_AL_L87

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-07_AL_LS7

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-31_AL_L7

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-02_A1_L87

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-26_AL_LE7

AL NoSS_ACTIMI TRECHG0-32 AT L1E7

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-23_R1_LE7

EKL-NGSS_AG_T1M1-EKLSCNGO-33_A1_LE7

EAL-oSS A TIMI EKESCIG0-27 AT L1E7

EKL-NGSS_AG_TIM1-EKLSCNGO-25 Al _187_  AGGGCTTAT

Figura 12.

Alinhamento das sequéncias do loco de SSR-Seq, EKL NGS5 para a regdo 187-201, para 37

individuos de Fugenia klotzschiana, por ordem de tamanho, formando uma “escada alélica” com as

chamadas dos alelos e com a detec¢do dos SNPs dentro das regides microssatélites (regides com

gaps).

EKL-NG335_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-10_A1_1€6_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-1€ Al 166
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-28_Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-30_Al_166
EKL-NG335_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-44_Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-37 Al 166
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-40_Al_166
EKL-NGS35_ACAT TIM{-EKLSCNGO-11 Al 166
EKL-NGS35_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-34 Al 166
EKL-NGS35_ACAT_TIM{-EKLSCNGO-43_Al_1€6_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-15_Al_166
EKL-NGS35_ACAT_T1M{-EKLSCNGO-45_Al_1€6_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-03_Al_166
EKL-NGS35_ACAT_T1M{-EKLSCNGO-0&_Al_1€6_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-12 Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-28 Al 166_
EKL-NG335_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-21_Al_1€6_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-17_Al_166
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-13_Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-04_Al_166
EKL-NG335_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-14_Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-42 Al 166
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-01 Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM{-EKLSCNGO-05_Al 166
ERL-NGS35_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-19_Al_166
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-3% Al 166
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-35_Al_155
EKL-NG535_ACAT_T1M{-EKLSCNGO-33_Al_155_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-31 Al 155
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-2¢ Al_155
EKL-NGS35_ACAT_T1M4-EKLSCNGO-27_Al_155,
ERL-NGS35_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-07_Al_155
EKL-NGS35_ACAT_TIM{-EKLSCNGO-23_Al_155_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-02_Al_155
EKL-NGS35_ACAT_T1M{-EKLSCNGO-08_Al_155_
EKL-NGS35_ACAT TIM{-EKLSCNGO-32_Al_1S5_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-25_Al_1S5_
EKL-NGS35_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-0f_Al_154_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-26 Al 154_
EKL-NGS35_ACAT_T1M{-EKLSCNGO-33_Al_15d_
EKL-NGS35_ACAT TIM{-EKLSCNGO-25 Al 1S4_
EKL-NGS35_ACAT_TIM4-EKLSCNGO-32 Al 1Sd_
EKL-NGS35_ACAT_TIM{-EKLSCNGO-35_Al_1S4_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-02 Al 1S4_
EKL-NGS35_ACAT_TIM{-EKLSCNGO-27_Al_154_
EKL-NGS35_ACAT TIM4-EKLSCNGO-31 Al 1S4_
EKL-NGS35_ACAT_T1M{-EKLSCNGO-07_Al_1Sd_
EKL-NGS35_ACAT TIM{-EKLSCNGO-23 Al 1S4_

ACTGAGCAATTGAAGTTGE

T

TGTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTTT.

TGTCGATGTTGAGTTGAT. TTAGCATGCTTTAATTTTTTATGGAGGTTGGGCGTC

T
T

TTGTT TATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

TCGATGTTGAGTTGATAATTCAT TT TGCTTTAATTTTTTAT TT T

GTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

GTCGATGTTGAGTTGATAATTCATGCAGCAATTAGCATGCTTTAATTTTTTATGGAGGTTGGGCGT

TGTTGTTCGAGTATTAGTT.

TTGTT TATTAGTT.

GTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

GTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

TGTCGATGTTGAGTTGAT

TGTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTTT.
T

TTGTT TATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

TCGATGTTGAGTTGATAATTCAT TT TGCTTT.

GTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

GTCGATGTTGAGTTGATAATTCATGCAGCAATTAGCATGCTTTAATTTTTTATGGAGGTTGGGCGT

TGTTGTTCGAGTATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTTT

TGTCGATGTTGAGTTGATAATTCATGCAGCAATTAGCATGCTTTAATTTTTTATGGAGGTTGGGCGTC

TTGTT TATTAGTTATATGTATGTATGTATGTATGTATGTATTT

TCGATGTTGAGTTGATAATTCAT: TT TGCTTTAATTTTTTAT TT T

GTCGATGTTGAAGTGATAAGTCATGCAGCAATTAGCATGATTTAATTTTT

rrcascTT TTTTTTTTTCCAGTATTAGTIT rTcr TCGATOTTGRACTGATAAGTCATGEAGCANTTAGEATGATTTAATTTTT

TTGRAGTT TTTTTTTITCCAGTATTAGTIT rTer OTCGATGTTGRAGTGATAAGTCATGCAGCAATTAGCATGATTTARTTTTT

rrcasTT TTTTTTTTCCATATTAGTTIT CGATGTTGAAGTGATAAGTCATGAGEAATTAGCATGATTTATTTTTT

TGRAGTT TTTTTTITCCAGTATTAGTTT TTer TG ASTGATAAGTCATGCASCANTTAGEATGATTTAATTTTT

ITGANGTTGGARTAGAT I T TTTCCAGTATTAGTTTTACCTANAATTTGTCTAT TG TTGAAGTGATAHGTCATGCAGCANTTAGEATGATTTAATTTTT
TGAGCANTTGRAGTT TTTTTTTTCCAGTATTAGTTT rTer TG ACTGATAR G TCATGCAGCANTTAGATGATTTAATTTTT T

TTGRAGTT TTTTTTITCCAGTATIAGTTT TTer TGTTGRAGTGATAAGTCATCCAGCRATTAGEATGATTTAATTTTT

Figura 13. Alinhamento das sequéncias do loco de SSR-Seq, EKL NGS35 para 37 individuos de Fugenia

klotzschiana, por ordem de tamanho, formando uma “escada alé¢lica” com as chamadas dos alelos e

com a detecgdo dos SNPs dentro das regides microssatélites (regides com gaps).
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A partir desse cendrio e, considerando as analises de diversidade genética, os locos
EKL NGS30 ¢ EKL NGS35 devem ser descartados para compor a lista de melhores locos,
para genotipagem por sequenciamento de E. klotzschiana (Tabela 7). Quanto as condigdes de
amplificacdo, o Teste 1 (quatro multiplex com cinco primers cada, utilizando primers na
concentragdo de 3uM e 54°C de temperatura de anelamento) apresenta as melhores condi¢des
para a amplificagdo e genotipagem satisfatoria de pares de primers SSR-Seq em E. klotzschiana.

Um namero maior de marcadores microssatélites fornecem resultados robustos de
genética populacional (Capote et al., 2012; Rymanet al., 2006). Geralmente o nimero de locos
microssatélites entre 8 e 20 sdo considerados adequadamente informativos para determinar a
estrutura genética entre os individuos de uma espécie de acordo com os estudos desenvolvidos
nos ultimos anos (Arthofer et al., 2018; Vartia et al., 2014). Neste estudo sao apresentados 20
pares de primers polimorficos e informativos para os estudos genético populacionais com E.

klotzschiana.

Tabela 7. Melhores pares de primers para a genotipagem de SSR-Seq em Eugenia klotzschiana, com as respectivas
propostas de sistemas de PCR multiplex, motivos de repeticdo, nimero ¢ amplitude de tamanho de

alelos obtidos.

Multiplex Nomg:lolvf)rimer (Nl\l/'ft(;::i‘l"(()) :112 ;igz:iizgzs) A Amplitude de tamanho de alelos
M1 Ekl NGS2 AGy, 3 187-197
Ekl NGS3 AGy, 2 182-184
Ekl NGS5 AGy; 4 129-137 e 187-201
Ekl_NGS6 AGyj; 3 181-185
Ekl_NGS9 AGy, 4 187-201
M2 Ekl NGS10 AGy, 5 181-201
Ekl NGS12 AACGs 3 178-186
Ekl NGS13 AGy, 2 160-172
Ekl NGS16 AGy, 4 133-141
Ekl NGS17 AG; 4 193-205
M3 Ekl_NGS18 AGy3 3 166-170
Ekl NGS27 AGy, 4 132-144
Ekl NGS29 AGy, 3 199-209
Ekl NGS31 AGy, 3 191-200
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Ekl NGS32 AGy; 3 195-205

M4 Ekl NGS33 AGy, 2 198-200
Ekl NGS34 AGy, 2 164-166
Ekl NGS38 AGy, 2 124-126
Ekl NGS41 AGy, 2 158-160
Ekl NGS42 AGy, 2 191-197

A = numero de alelos

A populacdo de E. klotzschiana do municipio de Senador Canedo — GO, apresentou
6 grupos de individuos provavelmente clonais (Figura 14). Esse aspecto reforca alguns estudos
anteriores que indicam que E. klotzschiana pode ser de reprodugdo assexual (vegetativa ou
apomitica) (Oliveira et al., 1999). Outros estudos, como os de Balloux et al. (2003), indicam
que populagdes de plantas clonais podem manter ou até aumentar a diversidade genética,
especialmente se os clones forem heterozigotos, como € o caso do presente estudo com a espécie

em que evidenciou-se uma populacao majoritariamente heterozigota.
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Figura 14. Dendrograma de similaridade clonal entre os 37 individuos de Eugenia klotzschiana encontrados no

municipio de Senador Canedo — GO.
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5, CONCLUSOES

e As condicdes de amplificagdo do teste T1 (quatro multiplex com cinco primers cada,
utilizando primers na concentragdo de 3uM e 54°C de temperatura de anelamento) sao as mais
adequadas para garantir a qualidade da genotipagem dos locos SSR-Seq desenvolvidos para E.
klotzschiana;

e A partir dos resultados de diversidade genética e caracteristicas das sequéncias microssatélites
dos locos, foram descartados dois locos, ficando com uma bateria de locos com niveis
adequados de polimorfismo e qualidade de sequéncias;

e Foram identificados seis grupos de individuos provavelmente clonais na populacio de E.

klotzschiana avaliada.
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APENDICES

Apéndice A. Tabela da contagem dos erros de genotipagem do sequenciamento SSR-Seq de Eugenia klotzschiana

com os 37 individuos para os 22 pares de primers nos testes multiplex T1, T2 e T3.

Quantificacio de erros da genotipagem SSR-Seq

Tipo de Erro

Teste Individuo

MC NA PR
T1 EKLSCNGO-01 26 0 0
T2 EKLSCNGO-01 26 0 2
T3 EKLSCNGO-01 20 12 4
T1 EKLSCNGO-02 26 0 0
T2 EKLSCNGO-02 26 0 2
T3 EKLSCNGO-02 12 14 4
T1 EKLSCNGO-03 26 0 0
T2 EKLSCNGO-03 26 0 2
T3 EKLSCNGO-03 12 12 6
T1 EKLSCNGO-04 28 0 0
T2 EKLSCNGO-04 24 0 2
T3 EKLSCNGO-04 16 10 10
T1 EKLSCNGO-05 18 0 0
T2 EKLSCNGO-05 24 0 2
T3 EKLSCNGO-05 14 10 6
T1 EKLSCNGO-06 20 10 0
T2 EKLSCNGO-06 26 2 0
T3 EKLSCNGO-06 12 10 6
T1 EKLSCNGO-07 26 0 0
T2 EKLSCNGO-07 26 2 0
T3 EKLSCNGO-07 14 14 0
T1 EKLSCNGO-08 26 0 0
T2 EKLSCNGO-08 24 0 2
T3 EKLSCNGO-08 14 14 2
T1 EKLSCNGO-10 28 0 0
T2 EKLSCNGO-10 28 0 2
T3 EKLSCNGO-10 12 12 4
T1 EKLSCNGO-11 26 0 0
T2 EKLSCNGO-11 28 0 2
T3 EKLSCNGO-11 14 14 2
T1 EKLSCNGO-12 28 0 0
T2 EKLSCNGO-12 26 0 2
T3 EKLSCNGO-12 18 12 2
T1 EKLSCNGO-13 28 0 0
T2 EKLSCNGO-13 26 2 0
T3 EKLSCNGO-13 18 12 2
T1 EKLSCNGO-14 26 0 0
T2 EKLSCNGO-14 26 0 2
T3 EKLSCNGO-14 12 10 4
T1 EKLSCNGO-15 28 0 0
T2 EKLSCNGO-15 24 0 2
T3 EKLSCNGO-15 16 12 4



T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2

EKLSCNGO-16
EKLSCNGO-16
EKLSCNGO-16
EKLSCNGO-17
EKLSCNGO-17
EKLSCNGO-17
EKLSCNGO-19
EKLSCNGO-19
EKLSCNGO-19
EKLSCNGO-21
EKLSCNGO-21
EKLSCNGO-21
EKLSCNGO-23
EKLSCNGO-23
EKLSCNGO-23
EKLSCNGO-25
EKLSCNGO-25
EKLSCNGO-25
EKLSCNGO-26
EKLSCNGO-26
EKLSCNGO-26
EKLSCNGO-27
EKLSCNGO-27
EKLSCNGO-27
EKLSCNGO-28
EKLSCNGO-28
EKLSCNGO-28
EKLSCNGO-29
EKLSCNGO-29
EKLSCNGO-29
EKLSCNGO-30
EKLSCNGO-30
EKLSCNGO-30
EKLSCNGO-31
EKLSCNGO-31
EKLSCNGO-31
EKLSCNGO-32
EKLSCNGO-32
EKLSCNGO-32
EKLSCNGO-33
EKLSCNGO-33
EKLSCNGO-33
EKLSCNGO-34
EKLSCNGO-34
EKLSCNGO-34
EKLSCNGO-35
EKLSCNGO-35
EKLSCNGO-35
EKLSCNGO-37
EKLSCNGO-37

20
26
16
28
24
12
24
24
16
28
30
16
28
24
12
26
14
12
28
24
18
26
22
14
28
28
14
28
28
18
26
30
10
28
26
14
26
24
12
28
24
14
28
28
14
26
24
14
28
28

S O N O O b OO OO OO OO OO N ONOO NN OANDNO PEAEDNO RO O PRERNDONDNDDNDNODNOONDNDO PRADNDO
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T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3
T1
T2
T3

EKLSCNGO-37
EKLSCNGO-38
EKLSCNGO-38
EKLSCNGO-38
EKLSCNGO-40
EKLSCNGO-40
EKLSCNGO-40
EKLSCNGO-42
EKLSCNGO-42
EKLSCNGO-42
EKLSCNGO-43
EKLSCNGO-43
EKLSCNGO-43
EKLSCNGO-44
EKLSCNGO-44
EKLSCNGO-44
EKLSCNGO-45
EKLSCNGO-45
EKLSCNGO-45

14
26
26
16
28
26
18
28
26
10
28
24
10
28
26
18
26
24
14

14

S O OO O NN O A DNDODNMO O DN O OO

0

MC=checagem manual; NA=ndo amplificado; PR= poucas reads
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Apéndice B. Funcio do sofiware R para o célculo da similaridade da chamada de alelos entre individuos de

Eugenia klotzschiana para os testes T1, T2 ¢ T3.

#COMPARACAO NA CHAMADA DOS ALELOS ENTRE OS TESTES, GERAL E POR LOCUS
#Ler primeira a funcdo perc dist no final do script

#INPUT PLANILHAS GENOTIPOS, Ordenada por teste (dados perinha)
#library (vegan)

perinha <-as.matrix (read.table("Dados perinha.txt",h=T))
dim(perinha)
loci <-perinhal,3:46]

#Variacdo individual total
#Teste

DIST <-as.matrix(perc dist(loci))
indivl <-which (perinhal,2]==1)
DIST[indivl,indivl]

M.reduced <-as.dist (DIST[indivl,indivl],up=F,diag=F)
mean (M. reduced)
sd (M. reduced)

#Loop para calcular percentagem de similaridade total entre testes para todos os
individuos

D1 <-numeric ()

D2 <-numeric ()

D3 <-numeric ()

for(i in l:max(perinhal,2])) {

indiv <-which (perinhal[,2]==1)
DIST[indiv, indiv]

M.reduced <-as.matrix(as.dist (DIST[indiv,indiv],up=T,diag=T))
D1[i] <-M.reduced[1l,2]

D2[i] <-M.reduced[1, 3]
D3[i] <-M.reduced[2, 3]

1 - D1 # % similaridade media entre Tl e T2 para todos os individuos

1 - D2 # % similaridade media entre Tl e T3 para todos os individuos

1 - D3 # % similaridade media entre T2 e T3 para todos os individuos

#medias

1 - mean(D1l) # % similaridade media entre individuos entre Tl e T2, para todos os
loci

1 - mean(D2) # % similaridade media entre individuos entre Tl e T3, para todos os
loci

1 - mean(D3)# % similaridade media entre individuos entre T2 e T3, para todos os loci

#Por locus

DL1 <-numeric ()
DL2 <-numeric ()
DL3 <-numeric ()

for(k in 1:22){
#k <-10

index <-c((k*2)-1,k*2)
per.loci <-loci[,index]
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DIST <-perc dist (per.loci)
#DIST <-as.matrix (vegdist (per.loci,method="canberra",up=T,diag=T)) # dist

manhattan do vegan

D1 <-numeric ()
D2 <-numeric ()
D3 <-numeric ()

for(i in l:max(perinhal,2])) {

indiv <-which (perinhal[,2]==1)
DIST[indiv, indiv]

M.reduced <-as.matrix(as.dist (DIST[indiv,indiv],up=T,diag=T)) #dist. euclidiana

D1[i] <-M.reduced[1l,2]
D2[i] <-M.reduced[1, 3]
D3[i] <-M.reduced[2, 3]

}

DL1[k] <-mean (Dl,na.rm=T)
DL2[k] <-mean (D2,na.rm=T)
DL3[k] <-mean (D3,na.rm=T)

1 - DL1 # % similaridade por locus entre Tl e T2, para todos os individuos
1 - DL2 # % similaridade locus entre Tl e T3, para todos os individuos
1 - DL3 #

mean (1 - DL1
mean (1l - DL2

s
s
% similaridade locus entre T2 e T3, para todos os individuos
)
)
mean (1 - DL3)

#FUNCAO PERC_DIST
#Function para calcular % similarity
perc _dist <-function (mat) {

n <-nrow (mat)
p <-ncol (mat)
pc <-matrix(0,n,n)
dif <-numeric ()
for(i in 1:n) {
for(j in 1l:n){
for(k in 1:p) {
dif[k] <-ifelse(mat[i, k]==mat[j, k],0,1)
}
pcli,j] <-sum(dif)/p
}
}

return (as.matrix (pc))

} #end function
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