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RESUMO

O ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) é uma espécie florestal nativa da mata atlantica com
alto potencial econdmico devido & durabilidade e densidade da sua madeira, bem como ao seu
elevado valor paisagistico pelas suas inflorescéncias. No entanto, a especie vem sendo
explorada ilegalmente e ndo possui um plano de manejo. O ipé-roxo (Handroanthus
impetiginosus) ainda ndo possui marcadores microssatélites desenvolvidos o que limita as
possibilidades de estudos de genética seja em populagbes naturais ou em eventuais populacdes
para melhoramento da espécie. Desta forma, este trabalho tem o objetivo de identificar e
caracterizar os locos microssatélites no genoma de H. impetiginosus, bem como desenvolver
marcadores microssatélites para a espécie. Para caracterizar e desenvolver os microssatélites de
H. impetiginosus foram utilizadas as sequéncias do genoma da espécie, disponivel no Banco do
NCBI. As sequéncias foram submetidas ao programa MISA, que localiza e classifica 0s
microssatélites quanto ao tipo e nimero de repeticbes. No genoma do ipé-roxo, foram
detectadas 85.473 regides microssatélites, sendo 53% mononucleotideos, 36% dinucleotideos,
5% trinucleotideos, 1% tetranucleotideos e 5% compostos. O tipo de motivo dinucleotideos
mais frequente foi AT/AT com 45% e de trinucleotideos foi 0 AAT/ATT com 21%. A maioria
dos microssatélites foi localizada em regides intergénicas (86%), seguida de introns (12%).
Primers foram desenhados para os 50 locos di- e tri-nucleotideos intergénicos mais longos. Os
primers foram utilizados em reacGes em cadeia da polimerase (PCR) e a qualidade das
amplificacdes foi verificada em gel de agarose. Os 20 locos com melhores resultados tiveram
um de seus primers marcados com fluoréforos (6-FAM, NED ou JOE) para genotipagem de
alta resolucdo via eletroforese capilar. Esses 20 locos foram avaliados em uma triagem com
cinco amostras de H. impetiginosus. Os nove melhores locos polimorficos foram selecionados
para a genotipagem final em uma amostra de 20 individuos de H. impetiginosus. Nessa
genotipagem obteve-se uma média de 7.89 alelos por loco, heterozigosidade observada de 0.72
e esperada de 0.78. A transferabilidade desses nove locos também foi testada em nove amostras
de Handroanthus serratifolius e oito amostras de Handroanthus ochraceus. Desses nove locos,
sete amplificaram em H. serratifolius e quatro em H. ochraceus. A transferabilidade dos locos
também foi avaliada em Tabebuia roseo-alba e T. aurea, mas nenhum deles amplificou. Entre
as espécies genotipadas com sucesso foram identificados 54, 41 e 17 alelos privados em H.
impetiginosus, H. serratifolius e H. ochraceus, respectivamente. De forma geral, os marcadores
microssatélites desenvolvidos nesse trabalho em H. impetiginosus permitem a analise da
diversidade genética ndo somente nessa espécie como também em H. serratifolius e H.
ochraceus.

Palavras-chave: Ipé-roxo. Sequéncia simples repetidas (SSR). Diversidade Genética.
Eletroforese capilar.



ABSTRACT

The pink ipé (Handroanthus impetiginosus) is a native forest species of the Atlantic Forest with
high economic potential due to the durability and density of its wood, as well as its high
landscape value because of the beauty of its inflorescences. However, the species has been
illegally exploited and has no management plan. The pink ipé (Handroanthus impetiginosus)
does not have microsatellite markers developed yet, which limits the possibilities of genetic
studies either in natural in eventual breeding populations. The objective of this work is to
identify and characterize the microsatellite loci in the genome of H. impetiginosus, as well as
to develop microsatellite markers for the species. The genome sequences of H. impetiginosus,
available in the NCBI Bank, were analyzed in the MISA program, which locates and classifies
the microsatellites according to the type and number of repetitions. In the pink ipé genome,
85,473 microsatellite regions were detected, of which 53% were mononucleotides, 36%
dinucleotides, 5% trinucleotides, 1% tetranucleotides and 5% compounds. The most frequent
dinucleotide motif type was AT/AT with 45% and of trinucleotides was AAT/ATT with 21%.
Most microsatellites were in intergenic regions (86%), followed by introns (12%). Primers were
designed for the 50 longest intergenic di- and tri-nucleotide loci. The primers were used in
polymerase chain reactions (PCR) and the quality of amplifications was checked on agarose
gel. The 20 loci with the best results had one of their primers marked with fluorophores (6-
FAM, NED or JOE) for high-resolution genotyping via capillary electrophoresis. These 20 loci
were evaluated in a screening with five samples of H. impetiginosus. The nine best polymorphic
loci were selected for final genotyping in a sample of 20 individuals of H. impetiginosus. This
genotyping obtained an average of 7.89 alleles per locus, observed heterozygosity of 0.72 and
expected heterozygosity of 0.78. The transferability of these nine loci was also tested in nine
samples of Handroanthus serratifolius and eight samples of Handroanthus ochraceus. Of these,
seven amplified in H. serratifolius and four in H. ochraceus. The transferability of the loci was
also evaluated in Tabebuia roseo-alba and T. aurea, but none of them amplified. Among the
successfully genotyped species, 54, 41 and 17 private alleles were identified in H.
impetiginosus, H. serratifolius and H. ochraceus, respectively. In general, the microsatellite
markers developed in this work in H. impetiginosus allow the analysis of genetic diversity not
only in this species but also in H. serratifolius and H. ochraceus.

Keywords: Pink ipe. Simple Sequence Repeat (SSR). Genetic diversity. Capillary
electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

Handroanthus impetiginosus conhecida como ipé-roxo, pau’d arco, ipé-roxo da mata, € uma
espécie florestal economicamente importante no Brasil devido ao seu valor na industria madeireira,
importancia na medicina e na area paisagistica por suas inflorescéncias (MARTINS; DO LAGO;
CICERO, 2012). As espécies de ipés estdo contidas dentro da alianca Tabebuia, que é formada por
espécies dos géneros Tabebuia e Handroanthus (GROSE; OLMSTEAD, 2007a, 2007b;
OLMSTEAD et al., 2009). O género Handroanthus compreende aproximadamente trinta espécies
distribuidas pela América Central e do Sul (GROSE; OLMSTEAD, 2007b).

H. impetiginosus é uma espécie diploide (2n = 40) com um tamanho de genoma 2C estimado
em ~1 Gb (COLLEVATTI; DORNELAS, 2016). Atualmente a reducéo de custos e 0 aumento do
rendimento nas tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) tém promovido o
desenvolvimento de varios marcadores moleculares, além de métodos de genotipagem baseados em
sequenciamento. Recentemente, o genoma de H. impetiginosus foi sequenciado identificando
31,688 genes (SILVA et al., 2018). Essa abundancia de dados de sequenciamento permitem a
descoberta e genotipagem de um nimero muito grande de marcadores (DAVEY et al., 2011). Os
marcadores moleculares sdo ferramentas Uteis para analisar a variacdo genética e proporcionam um
meio eficiente para compreender a variacdo fenotipica e genotipica em plantas cultivadas (KALIA,
2011; VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005). Porém, também sdo usados em andlises de

espécies ndo modelos, como espécies nativas e endémicas (ZAKI et al., 2012).

Um dos marcadores moleculares mais usados na atualidade para analises genéticas
populacionais sdo os marcadores microssatélites, também conhecidos como sequéncias simples
repetidas (ou SSRs) (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). A grande utilidade dos marcadores SSR
se deve a sua abundancia no genoma, altos indices de polimorfismo, heranca co-dominante,
facilidade de uso, custo moderado e requisitos modestos de qualidade do DNA (NYBOM,;
WEISING; ROTTER, 2014). Como eles sdo compostos de sequéncias repetidas em tandem, é muito
comum a ocorréncia de pareamentos desiguais 0 que pode levar a erros durante a replicacdo ou
recombinacéo nesses locos (ELLEGREN, 2004).

Uma outra vantagem dos microssatélites, em relacdo a outras classes de marcadores, é que
eles podem ser transferiveis entre grupos de pesquisa e até para espécies diferentes, desde que
filogeneticamente proximas (ZAKI et al., 2012) . Essa alta transferabilidade se deve ao fato de que
a variabilidade genética nos locos microssatélites é detectada por PCR usando primers projetados
para anelar em sequéncias conservadas nos dois flancos dos SSRs (TURCHETTO-ZOLET et al.,
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2017). Com uso da técnica de PCR e da eletroforese capilar, é possivel genotipar os marcadores
microssatélites de forma relativamente rdpida e a um custo acessivel. Por meio dessas técnicas é
possivel detectar polimorfismos baseados nas diferencas de comprimento entre os diferentes alelos
nos locos microssatélites (CSENCSICS, 2010).

Atualmente, somente 21 locos microssatélites de Tabebuia aurea foram testados em H.
impetiginosus (BRAGA et al., 2007). Assim, dado a relevancia ecoldgica e o valor da madeira de
H. impetiginosus, é muito importante conhecer sua diversidade e a estrutura genética de suas
populacdes remanescentes, especialmente tendo em vista a forte pressdo advinda da exploragéo
ilegal da espécie. A existéncia de sequéncias genémicas para o0 ipé-roxo (SILVA et al., 2018),
facilita sobremaneira a descoberta de locos microssatélites e o desenvolvimento de marcadores SSR.

Com isso, os objetivos desse trabalho foram: a) Identificar e caracterizar os locos
microssatélites no genoma de H. impetiginosus; b) Desenvolver marcadores SSR para a espécie; c)
Testar a transferabilidade dos marcadores SSR desenvolvidos em Handroanthus serratifolius, H.
ochraceus, Tabebuia roseo-alba e T. alba. O desenvolvimento de marcadores microssatélites para
0 ipé-roxo deve facilitar e, possivelmente, até estimular os estudos de genética de populagdes com

a espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ipé Roxo: Botanica e importancia

O ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) pertence a familia Bignoniaceae. A familia conta
com aproximadamente cento vinte géneros e oitocentas espécies. Portanto a taxonomia dessa familia
é complexa e vem sendo modificada ao longo dos anos. Por exemplo, com estudos de filogenia
molecular mais recentes, o género Handroanthus foi separado do género Tabebuia (GROSE;
OLMSTEAD, 2007b). Assim a espécie H. impetiginosus (Mart. ex DC) apresenta sinonimias
taxonémicas, como T. impetiginosa (Mart ex DC Standl), T. avellanedae lor e Tecoma impetiginosa
Mart. ex DC.

A espécie possui como nomes populares pau d’arco (GEMAQUE et al., 2002), ipé roxo de
bola, ipé una, casquinho e ipé roxo da mata. Os ipés sdo nativas dos bosques tropicais de América
central e do sul (SON et al., 2006). No Brasil a espécie H. impetiginosus pode-se encontrar em
diferentes regibes como na regido Norte (Acre, Para, Rondonia, Tocantins ), Nordeste (Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste
(Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso ) e Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo ) (LOHMANN, 2015)

Uma das caracteristicas mais visiveis nos ipés, sdo as flores que constituem um elemento
paisagistico admiravel devido a sincronia de sua floracdo do tipo explosiva e a beleza de suas
inflorescéncias, sendo amplamente utilizado para paisagismo e recuperacdo de ecossistemas
florestais (MARTINS; DO LAGO; CICERO, 2012). Os ipés também apresentam propriedades
medicinais. Contém o lapachol que é um produto natural com reconhecida acdo anti-inflamatoria,
analgésica, antibiética e anti-neoplasica (ARAUJO; ALENCAR; ROLIM-NETO, 2002). A tintura
liofilizada da espécie também é capaz de reduzir a genotoxicidade causado pelos agentes
quimioterapicos (BORIOLLO et al., 2017)

As sementes dos diferentes tipos de ipés em condigdes 6timas de armazenamento apresentam
alta capacidade de germinacdo (DEGAN et al., 2001; MARTINS; DO LAGO; CICERO, 2012),
sendo consideradas ortodoxas (CARVALHO; SILVA; DAVIDE, 2016) . Isso é uma vantagem para
trabalhar com sementes em programas de melhoramento ou de conservacdo de germoplasma, uma
vez que a propagacédo dos ipés ocorre majoritariamente por via sexuada (GEMAQUE; DAVIDE;
ROCHA, 2002)
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As espécies de T. impetiginosa e T. serratifolia sdo as mais extraidas da Amazonia pelas
caracteristicas da sua madeira e uso em construgées civis e navais (SCHULZE et al., 2008). Devido
as caracteristicas de sua madeira, 0 ipé-roxo é uma das espécies mais valorizadas no mercado
internacional de madeiras tropicais. Sua madeira pode chegar a mais US$ 1.400 o m® de madeira
serrada dependendo do diametro da prancha e das condicGes de secagem (TROPICAL TIMBER
MARKET REPORT-ITTO, 2020). Apesar das vantagens que apresenta a espécie H. impetiginosus
na economia e no ecossistema Brasileiro, existem poucos trabalhos moleculares que permitam
avaliar a sua diversidade e conservacdo (SILVA-JUNIOR, 2018)

2.2 Marcadores microssatélites

A reducédo de custos e 0 aumento dos rendimentos de tecnologias de sequenciamento de
préxima geracdo (NGS) tém promovido o desenvolvimento de varios marcadores e métodos de
genotipagem. Essas tecnologias permitem a descoberta de milhares de marcadores que sdo

importantes para analises em genética populacional, genética ecoldgica e evolucdo (DAVEY, 2011).

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares como o polimorfismo de comprimento
de fragmento de restricdo (RFLP), DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (RAPD),
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) , repeticdes de sequéncia simples
(SSR) (POWELL et al., 1996) e os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) (APPELS;
NYSTROM-PERSSON; KEEBLE-GAGNERE, 2014)

Um tipo de marcador muito usado é o microssatélite, também conhecido como sequencias simples
repetidas (SSR), caracterizados por repeticdes in tandem (lado a lado) de pequenos motivos com
um a seis pares de bases no genoma dos eucariotos. Com base no numero de repetices, podem
variar desde mononucleotideos a hexanucleotideos (BALDWIN; OBERBAUER, 2022;
BECKMAN; WEBER, 1992). Os microssatélites também séo classificados de acordo com o tipo de
sequéncia de repeticdo como perfeito, imperfeito, interrompido ou composto. Em um microssatélite
perfeito, a repeticdo da sequéncia ndo é interrompida por nenhuma base que ndo pertenca ao motivo
(por exemplo, TATATATATATATATA). Por outro lado, nos microssatélites imperfeitos, a
sequencias de bases iguais sdo interrompidas por um par de bases diferentes (por exemplo,
TATATATACTATATA). No caso de uma interrupcdo do microssatélite, existe uma pequena
sequéncia diferente dentro da sequéncia repetida que ndo corresponde a sequéncia do motivo (por
exemplo, TATATACGTGTATATATATA). Ja4 no microssatélite composto, a sequéncia contém
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dois elementos distintos de sequéncia repetidas lado a lado (por exemplo,
TATATATATAGTGTGTGTGT) (OLIVEIRA et al., 2006).

Os microssatélites sdo seletivamente neutros (SCHLOTTERER, 1998) com altos niveis de
polimorfismo e variacdo, por serem multialélicos, sdo hipervariaveis com ampla distribuicédo
gendmica, heranca co-dominante, reprodutibilidade e localiza¢do especifica nos cromossomos, o
que facilita a sua transferabilidade entre diferentes gendtipos e laboratérios (PARIDA et al., 2009).
Muitas vezes, a transferabilidade ocorre mesmo entre espécies filogeneticamente prdximas
(PRETTI et al.,, 2014; SOARES et al., 2020), uma vez que nos flancos dos microssatélites
geralmente existem sequéncias conservadas onde se anelam os primers da PCR (TURCHETTO-
ZOLET etal., 2017)

O multialelismo e as altas taxas de polimorfismo dos microssatélites se devem as altas taxas
de mutagbes nesses locos (ELLEGREN, 2004) Embora os microssatélites tenham sido amplamente
utilizados em diferentes areas de estudo da genética, as taxas de muta¢des ainda ndo estdo bem
esclarecidas (SCHLOTTERER; HARR, 2000). Varios mecanismos foram sugeridos para explicar
a alta taxa de mutacdo dos microssatélites, incluindo permuta ou crossing over desigual e

deslizamento da polimerase durante a replicacdo ou reparo do DNA (STRAND, et al 1993)

Quando ocorre um crossing over desigual, pode haver mudancas drasticas como a perda ou
ganho de muitas repetigdes. Isso ocorre quando as regifes repetitivas de microssatélites estdo
exatamente na regido do crossing over desigual. Nesse caso, um grampo pode ser formado durante
a sinapse, 0 que significa que apenas algumas partes, geralmente de comprimento desiguais, para
cada cromossomo sera trocado. Com isso, um cromossomo recebera um fragmento maior por causa
do numero maior de repeticdes de microssatélites trocado, enquanto o outro cromossomo homdlogo

recebera um nimero menor de repeti¢ces (OLIVEIRA et al., 2006).

Durante a replicacdo ou reparo do DNA, nas regibes microssatélites pode ocorrer o
deslizamento entre a fita que esta sendo sintetizada pela enzima polimerase (slippage) e a fita molde
na forquilha de replicagdo. O deslizamento ocorre porque, nessas regides, 0 pareamento pode se dar
entre as diferentes repeticdes dos SSRs, ja que 0 mesmo motivo (sequéncia) se repete in tandem. Se
esse pareamento errbneo ocorrer quando a polimerase estd replicando o sitio microssatélite,
mutacBes podem ocorrer, aumentando ou diminuindo o ndmero de repeticdes do SSR. Se o
deslizamento ocorrer na fita que estd sendo replicada, havera um aumento no namero de repetigdes
no alelo (FIGURA 1B). Por outro lado, se o deslizamento ocorrer na cadeia complementar (ou
molde da replicacdo), havera redugdo no nimero de repeticdes (FIGURA 1C) (OLIVEIRA et al.,
2006).
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Esse deslizamento pode acarretar também no surgimento de novos microssatélites, alem de
aumentar o multialelismo daqueles que ja existem. Assim, essas mutacfes fazem com que 0s
microssatélites possam ser encontrados em diferentes regibes no genomas, tanto em regides
codificantes como néo codificantes (TOTH; GASPARI; JURKA, 2000)

Apesar do desenvolvimento de marcadores SNP (SEEB et al., 2011), o uso de microssatélites
permanece pertinente e difundido por vérias razdes (GUICHOUX et al., 2011). Os microssatélites
tém vantagens sobre outros marcadores na revelacédo da estrutura genética populacional em grande
escala e para estimativa de parametros de diversidade genética e de relagdes de parentesco entre
individuos (DEFAVERI, 2013). Assim mesmo os microssatélites fornecem resultados comparaveis
e reprodutiveis entre laboratdrios e para diferentes amostras da mesma espécie. 1sso € uma vantagem
sobre algumas das técnicas de genotipagem de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), como o
sequenciamento RAD (DNA associado ao local de restricdo) (DAVEY, 2011). O RAD e outras
técnicas de genotipagem por sequenciamento sdo altamente dependentes das condicGes
experimentais e, com isso, dificilmente os mesmos marcadores sdo genotipados em diferentes
populacdes ou por diferentes laboratérios. Finalmente, os custos e o tempo de desenvolvimento e
genotipagem de microssatélites tem sido consideravelmente reduzidos devido ao sequenciamento
de alto rendimento (SANTANA, 2009)

A transferabilidade pode ser um fator muito importante para facilitar o uso dos
microssatélites, pois reduz os custos ao permitir que os mesmos marcadores possam ser utilizados
em taxons filogeneticamente préximos, sem sequéncias disponiveis ou microssatélites previamente
descritos. A transferéncia de microssatélites é facilitada entre espécies filogeneticamente proximas
e, portanto, com homologia na sequéncia de DNA das regides franqueadoras dos microssatélites.
No entanto, o sucesso na taxa de amplificacdo diminui quando a divergéncia genética entre espécies
aumenta (AVISE; JOHNS, 2010; PRIMMER, C ; MERILA, 2002)
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Figura 1 - Mutacdo causado pelo deslizamento da polimerase (slippage) durante a replicacdo de
locos microssatélites.
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Fonte: “Molecular Biology Web Book”
https://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm

Os estudos genéticos de populagdes de plantas nativas aumentaram substancialmente nos
altimos anos (COLLEVATTI etal., 2012; DINIZ-FILHO et al., 2012; PINHEIRO et al., 2010, 2011,
2013). No entanto, a inexisténcia de marcadores moleculares com niveis adequados de variacao
continua sendo um dos maiores entraves para a realizagao desses tipos de estudos para investigar a
diversidade genética dentro e entre populacdes. Para essas finalidades, atencdo especial pode ser
dedicada aos locos microssatélites (JARNE; LAGODA, 1996),

Apesar do ipé roxo ja ter o seu genoma sequenciado (SILVA-JUNIOR, 2018) ainda ndo ha
marcadores microssatélites desenvolvidos para esta espécie. No entanto, existem trabalhos de
microssatélites desenvolvidos para outras espécies da alianca Tabebuia (BRAGA et al., 2007;
FERES et al., 2009; PRETTI et al., 2014; YU et al., 2011) incluindo a espécie H. impetiginosus.
Com isso, 0 desenvolvimento de microssatélites em H. impetiginosus pode facilitar sobremaneira

os estudos da espécie sob diferentes aspectos geneticos.


https://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacdo de regides microssatélites e desenho dos primers

Para a identificacdo das regides microssatélites de H. impetiginosus utilizamos as sequéncias
do genoma da espécie, disponivel no Banco do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (SILVA-JUNIOR, 2018). As sequéncias foram analisadas pelo programa
MicroSatellite (MISA), escrita na linguagem PERL (BEIER, 2017). Com o MISA foram
identificados microssatélites com um minimo de 15 repeticdes para os mononucleotideos, 10
repeticdes para di e trinucleotideos e sete repeticdes para os tetra, penta e hexanucleotideos.
Microssatélites adjacentes por até 100 pares de bases foram classificados, pelo programa MISA,
como sendo um Unico loco composto. Utilizando o programa R (R Core Team 2021) os
microssatélites identificados pelo MISA foram posteriormente classificados quanto ao tipo e
tamanho dos motivos, numero de repeticdes e sua localizacdo dentro ou fora dos genes. Essa
localizacdo foi obtida com o programa intersectBED do BEDTools (QUINLAN; HALL, 2010), que
comparou a posicdo dos microssatélites com a localiza¢do dos elementos génicos no genoma da
espécie (arquivo GFF). A saida do intersectBED foi analisada com um script R que classificou 0s
microssatélites como localizados em regides intergénicos, 5’ nao traduzida (5’UTR), sequéncia
codante (CDS), intron ou regido 3’ nao traduzida (3’UTR).

Para desenvolvimento de marcadores SSRs, os maiores locos di- ou tri-nucleotideos
intergénicos foram selecionados para aumentar as chances de polimorfismo. Para os dinucleotideos
foram selecionados locos com no minimo 30 repeti¢des. Ja os trinucleotideos foram selecionados
com no minimo 25 repeticdes. Utilizando um script Perl e a funcédo getfasta do programa BEDTools
(QUINLAN; HALL, 2010), foi obtido um arquivo FASTA contendo a sequéncia de todos os locos
selecionados com 150 bases a mais nos dois flancos (upstream e downstream) dos microssatélites.

O desenho dos primers foi realizado nesse arquivo FASTA com o programa PrimerQuest (IDT Inc.).

O desenho dos iniciadores (primers) para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi
realizado de modo que o produto final da amplificacdo tivesse um tamanho entre 100 e 300 pb,
englobando o loco microssatélite. Os primers foram projetados para terem um tamanho entre 18 e
22 pb, com temperatura de dissocia¢do ou melting (Tm) variando de 55 a 65 °C e a porcentagem de
GC entre 40 e 60%. Os pares de iniciadores também foram avaliados quanto a complementariedade
das sequencias para evitar a formagdo de dimero na extremidade 3’ OH, bem como a formacao de

estruturas secundarias dentro dos primers.
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3.2  Material bioldgico para validacdo dos marcadores microssatélites

Para avaliar a qualidade e o polimorfismo nos marcadores SSRs (ou microssatélites)
selecionados, foram utilizados 20 individuos de H. impetiginosus coletados em area urbana do
municipio de Lavras-MG. As amostras foliares coletadas em campo foram embaladas em papel
aluminio e acondicionadas em gelo. Posteriormente as amostras foram armazenadas em freezer (-
20°C) no laboratorio de biologia molecular do departamento de Biologia da Universidade Federal

de Lavras.

O DNA foi extraido das folhas seguindo protocolo padrdo baseado no detergente CTAB
(DOYLE; DOYLE 1990). A qualidade e a concentracdo do DNA extraido foram avaliadas por meio
de uma eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo (20 mg/mL). A
determinagdo da concentracdo das amostras de DNA foi realizada por espectrometria no
equipamento NanoDrop (Thermo Fisher) e diluidas para 10 ng/uL. As amostras com baixa

qualidade e/ou concentracao, foram submetidas a novas extracGes de DNA.

Na identificacdo na colheita de cada individuo de H. impetiginosus se considerou a inicial
do nome comum, ipé-roxo (R01). Para H. serratifolius foi considerada a letra AO1 por ser conhecido
como o ipé-amarelo, ou pela inicial do nome da espécie (S01). Para o caso de H. ochraceus, T-
roseo-alba e T. alba foram identificadas pelas iniciais do nome cientifico, por exemplo, HOO1,
TRAO1 e TAOL, respectivamente.

3.3  Padronizacéo da amplificacdo com os primers

A sintese dos primers foi feita na empresa Alpha DNA (Canada). A identificacdo de cada
primer recebeu o prefixo de “Himp” como abreviacdo de H. impetiginosus. Apds a sintese procedeu-
se a amplificacdo de cada loco microssatélite por meio de PCR. Todos os locos foram amplificados
em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Inicialmente os primers
foram testados em trés PCR com diferentes temperaturas de anelamento: 53°C, 55°C e 57°C. A
padronizacdo da temperatura de anelamento dos primers foi realizada por meio de uma triagem com
trés individuos de ipé-roxo (H. impetiginosus), uma amostra de ipé-amarelo (H. serratifolius) e um
de ipé-branco (T. roseo-alba). Para verificar a qualidade dos reagentes e da amplificagdo com

diferentes temperaturas de anelamento.
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A amplificacdo por PCR foi realizada com reacdo de 16 pL contendo 3,2 uL de 5x FIREPol
Master Mix (Solis Biodyne), 1,6 uL do Primer Forward (a 2,5 uM), 1,6 uL do Primer Reverse (2,5
uM), 1,6 uL de DNA molde (a 10ng/uL) e agua (8 uL). O protocolo de PCR foi realizado com as
seguintes etapas: (1) desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, (2) desnaturagédo a 95°C durante 30
segundos; (3) temperatura especifica de anelamento do teste (53, 55 ou 57° C), durante 1 minuto;
(4) extensdo pela Tag DNA polimerase a 72 ° C por 1 minuto; (5) extenséo final a 72 °C durante 7
minutos. As etapas 2 a 4 foram repetidas em 35 ciclos de amplificacéo.

Os amplicons foram analisados em eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo
de etidio (20 mg/mL). A eletroforese foi realizada com tampdo TBE 1X, por 90 minutos a 90 V. Os
marcadores com boa amplificacdo foram selecionados para marcagao com fluoréforo em um de seus
primers para genotipagem em sistema multiplex via eletroforese capilar.

Dos 50 marcadores sintetizados, 20 foram selecionados para marcacao com fluoréforos, de
acordo com a qualidade da amplificacdo e a presenca de polimorfismo. Desses 20 pares de
iniciadores, 12 foram marcados na extremidade 5’ do primer forward e 8 do reverse, com o0s dos
fluoré6foros: Rhodamine (NED-replacement), 6-FAM ou JOE.

Os 20 primers marcados foram testados em uma triagem, via PCR, com cinco amostras de
H. impetiginosus. A partir dos resultados da amplificacdo, 14 foram selecionados para serem
genotipados em eletroforese capilar no analisador automatico de DNA, modelo ABI-3500 (Applied
Biosystems), por meio de eletroforese capilar realizada na empresa ALPHA DNA (Canada).

As etapas de amplificacdo foram as mesmas descritas acima, exceto que a temperatura de
anelamento foi a de 55°C para todos os locos e a eletroforese capilar foi realizado em sistema
multiplex (TABELA 01). A partir dos resultados da triagem nos cinco individuos, os 11 melhores
locos foram genotipados em mais 15 outros individuos, totalizando 20 individuos de H.

impetiginosus genotipados para estimativas de parametros de diversidade genética com esses locos.
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Tabela 1 — Locos marcados com trés diferentes fluoroforos em sistemas duplex para analise na
eletroforese capilar de Handroanthus impetiginosus.

DUPLEX | LOCO | MARCACAO | TEMPERATURA

DUPLEX1 1891 6-FAM 55°C
DUPLEX1 2122 NED 55°C
DUPLEX?2 2098 6-FAM 55°C
DUPLEX?2 6574 NED 55°C
DUPLEX3 3455 6-FAM 55°C
DUPLEX3 6610 NED 55°C
DUPLEX4 6232 6-FAM 55°C
DUPLEX4 3219 JOE 55°C
DUPLEX5 4912 6-FAM 55°C
DUPLEX5 3352 JOE 55°C
DUPLEX6 8696 6-FAM 55°C
DUPLEX6 506 JOE 55°C
DUPLEX7 6732 6-FAM 55°C
DUPLEX7 5711 JOE 55°C

Fonte: “Do autor”, 2022

3.4  Transferabilidade para outras espécies do género Handroanthus spp.

Os primers desenvolvidos para H. impetiginosus foram testados quanto a transferabilidade
em H. serratifolius, H. ochraceus, e espécies filogeneticamente mais distante: T. roseo-alba e
Tabebuia aurea. As amostras foliares de H. serratifollius e de T. roseo-alba foram obtidas em regido
urbana, também no municipio de Lavras. Ja as amostras dos ipés de cerrado (H. ochraceus e T.
aurea) foram obtidas a partir de coletas em fragmentos de cerrado realizadas pela Profa. Rosane
Garcia Collevatti da Universidade Federal de Goias, em Goiania. A coleta dessas amostras em
fragmentos naturais estd devidamente registrada no SisGen (registro AB85D75 para T. aurea e
ACE1E21 para H. ochraceus). Para extracdo de DNA, foram utilizados de sete a 25 individuos,
dependendo da espécie, e o protocolo foi 0 mesmo utilizado para H. impetiginosus (descrito na se¢ao
4.2.). O conjunto de 20 marcadores que amplificaram em H. impetiginosus foi testado quanto a
transferabilidade nessas espécies, seguindo 0 mesmo protocolo descrito acima.

Esses vinte locos marcados, foram testados em géis de agarose (2%) com cinco amostras de
cada espécie. Posteriormente, 0 DNA das amostras que amplificaram na agarose foram genotipadas
em sistemas multiplex (Tabela 01) por eletroforese capilar. Os locos que melhor amplificaram
foram utilizados em uma segunda genotipagem em eletroforese capilar com mais quatro amostras

de H. serratifolius e trés amostras de H. ochraceus.
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3.5  Genotipagem e caracterizacdo da variabilidade genética nos locos microssatélites

As PCRs com primers marcados com fluoréforos foram analisadas na plataforma ABI-3730
(Applied Biosystems). Com 1 uL de cada PCR para mistura com 8,8 uL de formamida HiDi e 0,2
uL do marcador LIZ (GeneScan 500 LIZ, Applied Biosystems) por poco. Essa mistura foi feita em
placa de 96 poc¢os, com cada pogo contendo um duplex ou triplex do DNA amplificado das amostras
estudadas. A placa foi mantida a 95 °C por 3 minutos em termociclador, em seguida foi mantida
em gelo e colocada no sequenciador ABI-3730.

Os electroferogramas foram analisados e genotipados no programa Geneious (Biomatters),
utilizando o GeneScan 500 L1Z (Applied Biosystems) como padrdo de fragmentos conhecidos para
estimar os tamanhos dos alelos nos locos microssatélites. A planilha de genotipagem foi utilizada
no programa R. o pacote adegenet (Jombart, 2008) no R verséo 4.1.2 (R CORE TEAM, 2021) para

as andlises de diversidade e distancia genética entre os individuos.

Os parametros estimados foram o numero de alelos por locos polimorficos (NA),
heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He). Todos esses parametros foram
avaliados tanto na populacédo de 20 individuos de H. impetiginosus, e de oito e nove individuos de
H. ochraceus e H. serratifolius, respectivamente. Além disso, também foram realizadas andlises de
distancia genética para verificar se os marcadores desenvolvidos conseguem separar os individuos
das diferentes espécies de ipé. Para isso, 0 pacote adegenet foi utilizado para estimar as distancias
genéticas de Rogers e construir uma matriz de distancias. As distancias entre os ipés foram
representadas em um gréafico com os dois primeiros componentes principais gerados pelo pacote
ape (PARADIS; SCHLIEP, 2019) A matriz de distancia de Rogers também foi representada por
meio de um dendrograma gerado com a andlise de agrupamento via UPGMA.. A representatividade
do dendrograma, bem como do grafico de componentes principais, foi avaliada por meio da
correlacdo cofenética. As significancias das correlacGes cofenéticas foram avaliadas pelo teste de

Mantel, realizado com 10.000 bootstraps pelo pacote ape.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao de locos microssatélites no genoma do ipé-roxo

No genoma do H. impetiginosus foram identificadas 85.473 regiGes microssatélites
(TABELA 2). Os microssatélites foram classificados de acordo com seus motivos, desde mono a

hexanucleotideos incluindo também SSR-compostos (separados por no maximo de 100 pb).

Tabela 2 - Numero e porcentagem dos microssatélites de acordo com os motivos de suas repeticoes
de Handroanthus impetiginosus.

Tipos de | NUmero de locos | Porcentagem
microsatélites

Mononucleotideos 45.173 53%
Dinucleotideos 30.892 36%
Trinucleotideos 4.156 5%
Tetranucleotideos 843 1%
Pentanucleotideos 55 0%
Hexanucleotideos 32 0%
Compostos 4,322 5%
Total 85.473 100%0

Fonte: “Do autor”, 2021

A maioria dos microssatélites foi os mononucleotideos (53%), seguido dos dinucleotideos
(36%) e trinucleotideos (5%) e 5 % de microssatélites compostos. Os microssatélites com motivos
maiores (tetra a hexanucleotideos) representaram uma baixa porcentagem dos locos identificados.
Resultados similares em quantidade e tipos de microssatélites foram encontrados em uma espécie
relacionada, Handroanthus billbergii, que possui um total de 61.074 microssatélites, sendo
identificados 11.438 dinucleotideos e 8.119 trinucleotideos (MORILLO et al., 2016). Em outra
espécie de importancia madeireira, Tectona grandis L. f. da familia Lamiaceae, foram identificados
182.712 locos microssatélites, sendo os monos, di- e trinucleotideos os mais abundantes com
45.32%, 41.4% e 7.48%, respectivamente (YASODHA et al., 2018).

Os microssatélites apresentaram diferencas em relagdo a composi¢ao dos motivos, sendo o
mais frequente dentre os dinucleotideos de H. impetiginosus o0 AT/AT (45%), seguido de TA/TA
(19%), enquanto os outros motivos apresentaram uma porcentagem menor do que 10% (FIGURA
2). Isso é comum em plantas, em gue os dinucleotideos mais abundantes sdo 0s AT/AT e GA/TC e,
0 menos comum é 0 GT/AC (LAGERCRANTZ; ELLEGREN; ANDERSSON, 1993). Em outros
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eucariotos, 0 motivo dinucleotideos mais abundante é do tipo AC, seguido de AG, enquanto os locos
com AT e CG séo os menos comuns (GAO et al., 2009).

Figura 2 - Porcentagem dos motivos dinucleotideos mais frequentes no genoma de Handroanthus
impetiginosus.
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Fonte: “Do autor”, 2022

Entre os trinucleotideos, os tipos de motivos mais frequentes foram AAT/ATT (21%),
TTAI/TAA (18%), ATT/AAT (14%), e os motivos ATA/TAT, TAA/TTA, TAT/ATA com 10%
cada um (FIGURA 3). Os outros tipos de motivos foram encontrados em quantidade menor ou igual
a 3%. No pinheiro branco oriental (Pinus strobus) e pinheiro loblolly (Pinus taeda), os motivos
AAT/ATT foram os mais abundantes, concordando com nossos resultados. No entanto outros tipos
de trinucleotideos mais abundantes foi o ATC/GAT (ECHT; MAY-MARQUARDT, 1997). As
distribuicOes contrastantes de motivos de microssatélites em diferentes genomas indicam fortemente
que h& variacdo interespecifica nos mecanismos de mutacdo ou reparo de motivos especificos.
Alternativamente, pode haver variacdo nas restricdes seletivas que estdo associadas a diferentes
motivos de microssatélites (ELLEGREN, 2004)
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Figura 3 - Porcentagem dos motivos trinucleotideos mais frequentes no genoma de Handroanthus
iImpetiginosus.
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Fonte: “Do autor”, 2022

O numero minimo de repeticdes dos microssatélites, estabelecido no default do programa
MISA (BEIER, 2017), foi 15 para mononucleotideos, 10 para di e trinucleotideos e sete para 0s
demais (tetra a hexanucleotideos). No geral, em todas as classes de microssatélites, quanto maior o
numero de repeticbes menor é a proporcao de locos encontrados (FIGURA 4). Isso ocorre porque,
geralmente, o surgimento de microssatélites mais longos depende de um maior nimero de passos
mutacionais por deslizamento da polimerase, conforme descrito no modelo de mutacéo “stepwise”
(ELLEGREN, 2004). Com isso, esses microssatélites com maior nimero de repeti¢es sdo menos
provaveis de ocorrer em comparagao com os mais curtos (SAMADI et al., 1998). Apesar da menor
abundancia, cabe ressaltar que os microssatélites com maior nimero de repeti¢des tendem a ser mais

polimorficos (ELLEGREN, 2004) e, portanto, preferidos como marcadores moleculares.
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Figura 4 - Distribuicdo do nimero de repeti¢cbes nos microssatélites de Handroanthus impetiginosus.
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Fonte: “Do autor”, 2022

A maioria dos microssatélites identificados esta localizada nas regides intergénicas (86%),
seguido dos introns (12,15%), regides 5’UTR (0,95%), 3° UTR (0,7%), e por ultimo somente 110
locos (0,13%) foram localizados em sequéncias codantes de proteinas (TABELA 3). A menor
abundéancia dos SSR em regides codantes ja foi citada na literatura (HANCOCK, 1995; SINGH et
al., 2018; SORKHEH et al., 2016) e é devida a alta taxa de mutacao dos microssatélites. Geralmente,
em organismos eucarioticos, os dinucleotideos sdo os motivos menos frequentes em éxons (TOTH;
GASPARI; JURKA, 2000). J4 os trinucleotideos e hexanucleotideos tendem a ser mais abundantes
nessa regido, pois os microssatélites com motivo multiplo de trés tendem a n&o ocasionar mudancas
no quadro de leitura da traducdo quando sofrem mutagdes (SELKOE; TOONEN, 2006; TOTH;
GASPARI; JURKA, 2000). Uma maior proporcao de tri e hexanucleotideos também foi observada
nos microssatélites localizados dentro de sequéncias codantes (CDS) no genoma de H.
impetiginosus. Em CDS, a proporg¢éo de trinucleotideos é de 24%, enquanto nas demais regides do
genoma essa proporc¢ao é de 4,8%. Para hexanucleotideos a diferenca é ainda maior (de ~22x), com
0,91% em CDS e 0,04% nas demais regides.
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Tabela 3 - Proporcéo de tipos de motivos nos microssatélites localizados nas diferentes regides do
genoma de Handroanthus impetiginosus.

Motivos/ Regides no genoma | INTERGENE | INTRONS | CDS* |5UTR | 3UTR

Mononucleotideos 38965 5653 44 193 318
Dinucleotideos 26356 3720 30 543 243
Trinucleotideos 3792 303 27 14 20
Tetranucleotideos 715 116 1 5 6
Pentanucleotideos 51 4 0 0 0
Hexanucleotideos 28 3 1 0 0
Compostos 3659 589 7 54 13
TOTAL 73566 10388 110 809 600

* CDS: sequéncias codantes de proteinas

Fonte: “Do autor”, 2021

A maioria dos SSR génicos foram encontrados no inicio dos genes, principalmente nas
regides 5° UTR e em introns (FIGURA 5). Resultados similares foram encontrados em espécies de
arvores do grupo das angiospermas, onde a maioria dos SSR localizava-se em regides 5’ UTR,
seguido das regides 3° UTR e as CDS, denominada pelos autores de ORF ou “open reading frame”
(RANADE et al., 2014). Nesse mesmo estudo, o género Prunus foi 0 que apresentou a maior
quantidade de SSR em regides 5° UTR. No caso das espécies de gimnospermas arbéreas, a
proporcao de SSR em regides 5° UTR, 3> UTR e ORF € muito menor em comparagdo com as
angiospermas. (RANADE et al., 2014). Uma diferenca foi encontrada no transcriptoma de Larix
gmelinii, uma arvore de importancia pela qualidade da sua madeira, os microssatélites foram
encontrados em ORF (54,4%) e na regido 5' ndo traduzida (5'-UTR, 31,2%), enquanto que na regido
3'-ndo traduzida (3'-UTR) a frequéncia foi bem menor (14,4%) (ZHANG et al., 2015).
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Figura 5 - Localizacdo dos SSR dentro do transcrito de Handroanthus impetiginosus.
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Fonte: “Do autor”, 2021

4.2  Selecdo dos microssatélites e desenho dos primers

Para o desenho dos primers, 50 locos microssatélites do genoma de H. impetiginosus foram
selecionados. Para testar os 50 pares de primers foi feita uma primeira PCR com trés amostras de
ipé-roxo nas temperaturas de anelamento de 53, 55 e 57 °C. Nessas PCRs verificou-se uma boa

amplificacdo em 21 locos microssatélites.

A transferabilidade dos 50 primers-SSR também foi testada para H. serratifolius e T. roseo-
alba. Em H. serratifolius 15 locos apresentaram uma boa amplificagdo nas temperaturas testadas.
Nenhum loco amplificou em T. roseo-alba. Esse resultado pode ter devido a maior distancia
filogenética entre H. impetiginosus e T. roseo-alba (GROSE; OLMSTEAD, 2007a, 2007b)

Apos a andlise das amplificacbes com os 50 primers, 20 foram selecionados em virtude de
apresentar amplificacdo mais robusta, sendo estes marcados com os fluor6foros (Figura 6). Os
primers marcados foram testados em cinco amostras de DNA de H. impetiginosus e 14 foram
selecionados para serem utilizados em eletroforese capilar (Figura 7). O tamanho dos alelos variou
de 90 a 300 pb (Tabela 4).

Os locos Himp_2098, Himp_6574 e Himp_4912 foram descartados devido a dificuldade em
genotipar. Com isso, eles foram eliminados, restando 11 locos para a genotipagem completa, com

mais individuos, em sistema multiplex.
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Figura 6 - Amplificacao de 20 locos microssatélites com o DNA de cinco arvores de Handroanthus
iImpetiginosus.

8696 8366

Fonte: “Do autor”, 2022
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Tabela 4 - Sequéncias dos 20 pares de primers SSR marcados para genotipagem em Handroanthus

PRIMER SEQUENCIA MOTIVO | AMPLITUDE | Ta | MARCA
ALELICA | (°C)

Himp_1891 R ACCGTTCAGGTGGTAAGA (CT)33 190-280 55°C  6-FAM
Himp_1891 F ACACTAGAAACGAAGCCAAA

Himp_2098 F CTAGTCCGATTGACCTTTCAC (TC)32 90-206 55°C  6-FAM
Himp_2098 R GCTGGAGCCATTCATATCTT

Himp_2122 R GGCAATGACTGATACCCTAAT (AAT)26 210-280 55°C NED
Himp_2122 F CAGGGAAGTACAGCCATATAAA

Himp 2249 F CCTGTTACACCGTGCATTAT (GA)32 - 55°C NED
Himp_2249 R ACGAGAGCCTTCTCTTCTT

Himp_3219 F ACACTACTCTTGGCTTCATATC (TC)37 230-250 55°C JOE
Himp_3219 R CAATAGCCTGAGTCGAACAA

Himp 3332 F TGTACATGGCACATAGCATT (TC)32 oo 55°C JOE
Himp_3332_ R GGGCGCTTCTGTCATTT

Himp_3352 R CGAGTGAAGAAGTTGGAGTG (CGC)80 100-170 55°C JOE
Himp_3352 F GTGGGTGTTGGATGGATTT

Himp_3455 R GGTCGACCTGCAACTAAAC (CT)44 190-230 55°C  6-FAM
Himp_3455 F GCCGGAGATTTGCCTATTT

Himp_3531_F ACTTGTTGTGCGGTTATGA (AAT)29 o 55°C NED
Himp_3531_F ACTTGTTGTGCGGTTATGA

Himp_4404 R GGCAAGTCGGCAATAAGA (AAT)28 - 55°C JOE
Himp_4404_ F CCAATCGTGGCGTACATT

Himp_4912 F GGGTCGGTCTTAGAAGTATG (AC)37 160-210 55°C  6-FAM
Himp 4912 R CTTAGTGGTGTGTGAGAGAG

Himp_506 F  GGTCACTGAACCAAGATGAC (CT)31 160-195 55°C JOE
Himp 506 R  TCCGTATTCACCACCTCTAT

Himp 5711 F ACCCATTACCAGAATCATCAC (CT)34 160-230 55°C JOE
Himp 5711 R TGCTTCCAGTTAACCAATGT

Himp_6232_ F GACGGAATGAGATGCAGAAG (ATT)26 160-250 55°C  6-FAM
Himp_6232 R ACACTCCCTACCTGTTAGTC

Himp_6574 F TGGAGTGCGCAAGATATTC (TAA)47 140-200 55°C NED
Himp_6574 R GTAAAGCCTTCAGTGGTGAT

Himp_6610 R CTCATTCGACCAGTACACAC (TAT)26 230-290 55°C NED
Himp_6610_ F CAGAATAGGGAGGCATGTAAA

Himp_6732_ F GGCCATAAGCAACCAATTT (TAA)48 110-140 55°C  6-FAM
Himp_6732_ R ACAGGGTGACCAAAGTAAA

Himp_7305 F ACTCGATGCCTGTACATCT [are & — 55°C JOE
Himp_7305 R ATGGGCACTTGCATTTGA

Himp_8366_ R GGTGAGTCTTGGGTCAATTT YV — 55°C NED
Himp_8366_F TCAGTGGAGAGCGACTTT

Himp_8696_R GCTGGAACCCAACTTTACT (ATA)32 150-280 55°C  6-FAM
Himp 8696 F TGGACTTGATGAACCACTTT

Fonte: “Do autor”, 2022
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Figura 7 - Eletroferogramas de 14 primers marcados com fluoroforos 6-FAM (azul), JOE (verde) e
NED (amarelo) em individuos de Handroanthus impetiginosus.
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Fonte: “Do autor”, 2022

4.3  Analise da variabilidade genética

Na genotipagem detectou-se que dois marcadores (Himp_3352 e Himp_6732) amplificaram
um excesso de fragmentos, sendo que varios deles segregaram, dificultando a analise. Por isso, esses
dois locos ndo foram utilizados nas analises de diversidade genética. A genotipagem dos 20
individuos de H. impetiginosus com os nove primers SSR restantes, mostrou uma media de 7,89
alelos por loco, variando de 6 (Himp_1891, Himp_1891) a 11 (Himp_6232) alelos polimorficos

(TABELA 5).
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Tabela 5 - Indices de diversidade genética de nove locos microssatélites em Handroanthus
impetiginosus.

Ipé-roxo | NA | HE | HO

Himp_1891 6 0,78 0,47
Himp_506 7 0,73 0,4
Himp_2122 9 0,8 0,95
Himp_8696 6 0,67 0,37
Himp_5711 9 0,83 0,84
Himp_3455 8 0,81 0,75
Himp_6610 7 0,8 0,94
Himp_6232 11 0,81 0,89
Himp_3219 8 0,79 0,89
media 7,89 0,78 0,72

NA = numero de alelos; HE = heterozigosidade esperada; HO = heterozigosidade observada
Fonte: “Do autor”, 2022

As heterozigosidades observada e esperada variaram de 0,4 a 0,95 (média = 0,72) e de 0,67
a 0,83 (média = 0,78), respectivamente. O nimero de alelos por loco se correlaciona com 0s
resultados da heterozigosidade, mostrando a existéncia de variabilidade genética entre as arvores
amostradas. (BRAGA et al., 2007). Em um primeiro estudo feito com 36 individuos de Tabebuia
aurea, mostraram 21 locos com 9 até 26 alelos polimdrficos e uma heterozigosidade esperada alta
(média = 0,913) (BRAGA et al., 2007). Ja, em H. billbergii foram genotipados 23 individuos,
identificando-se 30 locos que tiveram uma heterozigosidade esperada entre 0,51 a 0,64 e a
observada de 0,48 a 0,66 nos 30 locos avaliados (MORILLO et al., 2016). Os estudos demostraram
que existe variabilidade genética entre as espécies relacionadas de H. impetiginosus.

Para T. cassinoides, foram desenvolvidos cinco locos com uma variacdo de dois até oito
alelos polimérficos quando genotipados em 67 individuos (PRETTI et al., 2014). Os locos tiveram
uma heterozigosidade esperada variando entre 0,1123 e 0,6685 (média = 0,4298) e uma
heterozigosidade observada entre 0,0434 e 0,7272 (média = 0,3908) (PRETTI et al., 2014),

revelando uma menor diversidade genética comparado a observada para ipé-roxo nesse estudo.

Em outra espécie da familia Bignoniaceae foram observados altos niveis de polimorfismo.
Individuos de Arrabidaea chica apresentaram um padrdo de mdltiplas bandas, sugerindo que a

espécie é provavelmente poliploide com 9 a 17 alelos por loco (FIGUEIRA et al., 2010).
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4.4 Transferabilidade para outras espécies da alianca Tabebuia

Os 20 primers de H. impetiginosus marcados com fluoroforos foram testados em: H.
serratifolius, T. roseo-alba, T. aurea e H. ochraceus. O primeiro teste desses 20 locos foi realizado
em gel de agarose, mostrando que 14 locos amplificaram bem em H. serratifolius e H. ochraceus.
Nenhuma amplificacdo foi observada em T. roseo-alba e T. aurea. Portanto, a transferabilidade ndo
foi bem sucedida nessas espécies filogeneticamente mais distantes. Esse € um resultado esperado j&
que a transferabilidade dos microssatélites é mais efetiva entre espécies filogeneticamente proximas
(MNEJJA et al., 2010). Os 14 locos amplificados em H. serratifolius e H. ochraceus tiveram cinco

individuos de cada espécie genotipados em eletroforese capilar.

Com base nessa primeira genotipagem, onze desses 14 locos foram utilizados em uma
segunda genotipagem. Porém, como j& foi mostrado para H. impetiginosus, dois locos tiveram
problemas para analises dos amplicons. Portanto, os nove locos foram genotipados com mais quatro
individuos de H. serratifolius e trés de H. ochraceus, além dos cinco ja genotipados na triagem com
14 locos. Entre os nove locos testados, sete foram polimorficos em H. serratifolius e quatro em H.
ochraceus (TABELA 6). Portanto, dentre os locos testados, esses sdo 0s que podem ser transferidos
para essas espécies. Os locos Himp_ 1891, Himp_ 506, Himp_ 2122, Himp_ 8696, Himp 5711,
Himp_3455, Himp_6610, Himp_6232, Himp_3219 foram eficientes na transferabilidade para as

espécies H. serratifolius e H. ochraceus.

Na alianca Tabebuia existem varios estudos que testaram a transferabilidade de locos
microssatélites entre espécies diferentes. O primeiro estudo foi de 21 locos microssatélites
desenvolvidos em T. aurea e transferidos para espécies do mesmo género: T. ochracea, T.
serratifolia, T. roseo-alba e T. impetiginosa (BRAGA et al., 2007). Destes, amplificaram entre 10
e 11 locos em T. roseo-alba, Tabebuia impetiginosa, T. ochraceus e T. serratifolia (BRAGA et al.,
2007). No caso de T. roseo-alba foram testados 10 locos dos 21 identificados em T. aurea Desses
10, nove amplificaram e tiveram alelos polimorficos (FERES et al., 2009). Esses resultados além
de mostrar que a transferabilidade entre as espécies da alianca Tabebuia funciona, também mostra
um alto polimorfismo. No entanto, em T. cassinoides, desses 21 locos de T. aurea somente sete

amplificaram e trés foram polimorficos (PRETTI et al., 2014).

Uma outra estatistica analisada nessa dissertacdo foi o numero de alelos privados. Os alelos
privados sdo aqueles encontrados em uma unica populagdo (SZPIECH; ROSENBERG, 2016), nesse
caso em uma unica espécie de ipé. Assim, em H. impetiginosus foram encontrados um total de 54

alelos privados em nove locos microssatelites. Em H. serratifolius foram encontrados 41 locos
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privados, distribuidos em sete locos. Ja em H. ochraceus, foram identificados 17 locos privados em
quatro SSRs (TABELA 6). Em andlises de populacGes naturais, a existéncia de alelos privados é
importante em programas de conservacgdo de recursos genéticos. Cabe destacar que o baixo niumero
de individuos amostrados por espécie, aumenta as chances de os alelos ndo serem identificados em
todas as espécies. Mesmo podendo estar presente nas outras espécies, o alelo pode néo ser detectado

em um pequeno namero de arvores.

A andlise da distancia genética foi realizada entre os individuos das trés espécies, utilizando
uma matriz de distancia de Rogers decomposta pela analise de componentes principais. As
distancias genéticas reveladas pelos dois primeiros componentes (FIGURA 8) mostraram que 0s
microssatélites desenvolvidos em nosso trabalho separaram H. impetiginosus de H. serrtaifolius e
H. ochraceus. No entanto, essas duas Ultimas espécies ndo conseguiram separar-se em grupos
distintos (FIGURA 8). O mesmo ocorreu quando as distancias genéticas de Rogers foram
representadas em um dendrograma, que apresentou uma clara separacdo das trés espécies (FIGURA
9).
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Tabela 6 - Andlise da diversidade genética e identificacdo de alelos privados nas trés espécies: H. impetiginosus, H. serratifolius e H. ochraceus.
Os nove microssatélites foram desenvolvidos a partir de H. impetiginosus.

H. impetiginosus | NA | HE | HO | AP | H.serratifolius | NA| HE| HO | AP | H.ochraceus | NA | HE | HO | AP
Himp_1891 6 078 047 6 Himp_1891 12 09 088 12 | Himp 1891 -— — -— 0
Himp_506 7073 04 3 Himp 506 11 089 1 7 Himp 506 9 088 083 5
Himp.2122 9 08 095 7 Himp. 2122 9 08 057 7 | Himp2122 6 071 071 4
Himp_8696 6 067 037 6 Himp_8696  — - - 0 | Himp8696 — -~ - 0
Himp 5711 9 083 084 7 Himp 5711 6 08 08 4 | Himp5711 — — — 0
Himp 3455 8 08L 075 5 Himp 3455 4 055 075 3 | Himp3455 6 073 062 3
Himp_6610 7 08 09 5 Himp 6610 4 072 0 2 | Himp_6610 - - o
Himp 6232 11 081 089 7 Himp 6232 10 087 075 6 | Himp6232 9 087 08 5
Himp 3219 8 079 089 8 Himp 3219  — - 0 | Himp 3219 - o

Média 789 078 072 54 800 08 069 41 75 080 076 17

NA = numero de alelos; HE = heterozigosidade esperada; HO = heterozigosidade observada
Fonte: “Do autor”, 2022
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Figura 8 - Representacdo da distancia genética de Rogers, atraves de um grafico de Componentes
principais, entre as amostras de H. impetiginosus, H. serratifolius e H. ochraceus. As
distancias foram obtidas com os nove marcadores microssatélites desenvolvidos a partir
a de H. impetiginosus. A correlacdo matricial entre as distancias cofenéticas e de Rogers
(r = 0,75) foram significativas (p-value < 0,001) pelo teste de Mantel.
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Figura 9 - Distancia genética de Rogers mostrado mediante um dendograma entre as espécies de H.
impetiginosus, H. serratifolius e H. ochraceus. A correlagdo matricial entre as distancias
cofenéticas e de Rogers (r = 0,86) foram significativas (p-value < 0,001) pelo teste de
Mantel. As consisténcias dos nés foram avaliadas com 10.000 bootstraps.
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Fonte: “Do autor”, 2022

Essa dificuldade em separar as espécies demonstra que talvez esses locos ndo sejam
suficientemente informativos para separar as espécies. Isso pode ser devido a existéncia de
homoplasia que ocorre quando alelos de mesmo tamanho se originam independentemente, ou seja,
sem ancestralidade comum. A existéncia de homoplasia dificulta bastante as analises genéticas com
0s marcadores microssatélites, afetando as estimativas em inferéncias demograficas (ORTEGA-
DEL VECCHYO et al., 2017). Isso porque as analises genéticas com SSRs assumem similaridade
genética a partir do compartilhamento de alelos de mesmo tamanho. A homoplasia pode ser
frequente em marcadores com altas taxas de mutagdo, como é o caso dos microssatélites (ESTOUP;
JARNE; CORNUET, 2002).
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5 CONCLUSOES

Neste estudo foram identificados 85.473 locos microssatélites no genoma de ipé-roxo, sendo
0s mononucleotideos (53%), dinucleotideos (36%) e trinucleotideos (5%) os mais abundantes
dentro do genoma. Além disso, os microssatéltites foram encontrados majoritariamente nas regiées
intergénicas (86%) e em introns de genes (12%).

Com base nos microssatélites identificados, foram desenvolvidos nove locos polimorficos
para H. impetiginosus. Esses locos revelaram uma alta variabilidade genética entre os individuos de
ipé-roxo amostrados.

Dos nove locos microssatélites desenvolvidos para H. impetiginosus, sete foram
transferidos com sucesso em H. serratifolius e quatro em H. ochraceus. Nas espécies de Tabebuia-
roseo alba e T. aurea os locos ndo podem ser transferidos pois ndo houve amplificagdo nenhuma.

Com todas as informacdes apresentadas neste trabalho, é possivel utilizar esses nove locos
para estudo de genética de populacdes de H. impetiginosus, bem como desenvolver outros locos
microssatélites a partir da lista completa dos 85.473 locos microssatélites identificados no genoma

de ipé-roxo.
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