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RESUMO 

 

 

A nogueira-pecã (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) pertence à família Juglandaceae, e 

tem distribuição predominante nas regiões temperadas do Hemisfério Norte. O interesse pelos 

seus frutos tem apresentado um crescimento exponencial no Brasil e outros países, 

especialmente por seu alto valor nutricional. Além disso, é uma opção de renda para 

agricultores familiares, devido ao seu potencial de uso em áreas de reserva legal, tornando-se 

uma espécie de interesse econômico e social, principalmente no Sul do Brasil. Devido à 

carência de informações genéticas, falta de controle de polinização, e de registro de coleta de 

propágulos nos pomares, os materiais genéticos em cultivo, geralmente, não têm procedência 

completamente conhecida. Nesse sentido, a caracterização molecular a partir de marcadores 

moleculares pode solucionar esse problema, identificando e distinguindo cultivares, e 

propiciando, simultaneamente, as bases para o planejamento de um eventual programa de 

melhoramento genético da espécie. Além disso, contribuiria, ainda, para a melhoria do 

sistema de manejo dos pomares, com repercussão direta na produtividade. O presente trabalho 

objetivou sequenciar o DNA plastidial da cultivar Imperial, utilizando este, para desenvolver 

marcadores microssatélite e posteriormente avaliar concomitantemente com marcadores 

microssatélites plastidiais universais e marcadores microssatélites nucleares espécie-

específicos a diversidade genética existente entre as cultivares plantadas no Rio Grande do 

Sul. No sequenciamento completo do DNA (cpDNA) de C. illinoinensis cv Imperial, 

constatou-se que o genoma possui 160.818 pares de base (pb) de comprimento, estrutura 

quadripartida com LSC de 90.041 pb, SSC de 18.791 pb e dois IRs de 25.993 pb. Um total de 

78 regiões codificadoras de proteínas, 37 codificadoras de tRNA e oito regiões codificadoras 

de rRNA foram  previstas. Para a prospecção, caracterização e validação dos primeiros 

marcadores microssatélites plastidiais para a espécie foram utilizados dados obtidos no 

sequenciamento do plastoma C. Illinoinensis cv Imperial. Para a validação dos marcadores, 

foi realizado o isolamento do DNA genômico de folhas coletadas de 13 cultivares e os 10 

pares de primers plastidiais prospectados foram amplificados via reação de PCR e os alelos 

separados via eletroforese em gel de agarose. O teste de transferibilidade in silico dos 

marcadores resultou em amplificação de 10 loci nas cultivares de C. illinoinensis, nove em 

espécies do gênero Carya e sete no gênero Juglans, sugerindo seu potencial para aplicação em 

estudos genéticos dessas espécies. Na validação dos marcadores em cultivares de C. 

illinoinensis, apenas o locus cpCil1 não amplificou para a cultivar Choctaw, e não houve 



 

 

amplificação para os loci cpCil8 e cpCil9 na cultivar Chickasaw. Para a análise da divergência 

genética das cultivares foram testados 10 marcadores microssatélites nucleares (SSR) e 13 

plastidiais (cpSSR). Através da análise de coordenadas principais (PCoA) dos nSSR, os dois 

componentes explicaram, no total, 21,39% da variabilidade total observada, enquanto para os 

cpSSR o total de 84,65%. Apesar do valor de correlação cofenética alto (cpSSR= 0,9931 e 

nSSR= 0,9791), os valores de bootstrap nos agrupamentos maiores foram baixos. Os 

resultados obtidos neste estudo evidenciaram alta diversidade genética tanto para marcadores 

nucleares (I= 2,365) quanto plastidiais (I= 2,183). Esta estimativa de diversidade genética é 

bem significativa, e este resultado pode ser utilizado para determinar o padrão genético das 

cultivares analisadas. Este é o primeiro estudo de desenvolvimento e caracterização de 

marcadores microssatélites plastidiais espécie-específico para C. illinoinensis com potencial 

aplicabilidade para gerar informações a respeito da diversidade genética entre as cultivares da 

espécie. Os dados obtidos até o momento nos permitem auxiliar no aprofundamento de 

análises da diversidade genética, pois por meio de estudos recentes a polinização aberta 

promove alta segregação genética, e a propagação através de sementes pode ter introduzido 

centenas de variedades de nogueira-pecã pelo mundo. Essa grande diversidade na forma dos 

frutos, das árvores, a qualidade das nozes e suas diferentes formas de se reproduzir, ainda 

causa uma grande confusão quanto à nomenclatura e a identificação.  
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ABSTRACT 

 

 

 

 

The pecan tree (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) belongs to the Juglandaceae family, 

and has a predominant distribution in the temperate regions of the Northern Hemisphere. 

Interest in its fruits has shown exponential growth in Brazil and other countries, especially for 

its high nutritional value. In addition, it is an income option for family farmers, due to its 

potential for use in legal reserve areas, becoming a kind of economic and social interest, 

especially in southern Brazil. Due to the lack of genetic information, lack of pollination 

control, and lack of records of propagule collection in orchards, genetic materials in cultivation 

generally do not have a completely known origin. In this sense, molecular characterization 

from molecular markers can solve this problem, identifying and distinguishing cultivars, and 

simultaneously providing the basis for planning an eventual program for the genetic 

improvement of the species. In addition, it would also contribute to the improvement of the 

orchard management system, with direct repercussions on productivity. The present work 

aimed to sequence the plastid DNA of the Imperial cultivar, using it to develop microsatellite 

markers and later to evaluate, concomitantly with universal plastid microsatellite markers and 

species-specific nuclear microsatellite markers, the genetic diversity existing among the 

cultivars planted in Rio Grande do Sul. In the complete DNA sequencing (cpDNA) of C. 

illinoinensis cv Imperial, it was found that the genome is 160,818 base pairs (bp) long, with a 

quadripartite structure with LSC of 90,041 bp, SSC of 18,791 bp and two IRs of 25,993 bp . A 

total of 78 protein-coding regions, 37 tRNA-coding regions and eight rRNA-coding regions 

were predicted. For the prospection, characterization and validation of the first plastid 

microsatellite markers for the species, data obtained from the sequencing of the plastome C. 

illinoinensis cv Imperial were used. To validate the markers, genomic DNA was isolated from 

leaves collected from 14 cultivars and the 10 pairs of plastid primers prospected were 

amplified via PCR reaction and the alleles separated via agarose gel electrophoresis. The in 

silico transferability test of the markers resulted in amplification of 10 loci in C. illinoinensis 

cultivars, nine in species of the genus Carya and seven in the genus Juglans, suggesting its 

potential for application in genetic studies of these species. In the validation of markers in C. 

illinoinensis cultivars, only the cpCil1 locus did not amplify for the Choctaw cultivar, and 

there was no amplification for the cpCil8 and cpCil9 loci in the Chickasaw cultivar. For the 

analysis of the genetic divergence of the cultivars, 10 nuclear (SSR) and 13 plastid (cpSSR) 

microsatellite markers were tested. Through the analysis of principal coordinates (PCoA) of 



 

 

the nSSR, the two components explained, in total, 21.39% of the total variability observed, 

while for the cpSSR the total of 84.65%. Despite the high cophenetic correlation value 

(cpSSR= 0.9931 and nSSR= 0.9791), bootstrap values in the larger clusters were low. The 

results obtained in this study showed high genetic diversity for both nuclear (I= 2.365) and 

plastid (I= 2.183) markers. This estimate of genetic diversity is very significant, and this result 

can be used to determine the genetic pattern of the analyzed cultivars. This is the first study on 

the development and characterization of species-specific plastid microsatellite markers for C. 

illinoinensis with potential applicability to generate information about genetic diversity among 

cultivars of the species. The data obtained so far allow us to help in deepening the analysis of 

genetic diversity, because through recent studies, open pollination promotes high genetic 

segregation, and propagation through seeds may have introduced hundreds of pecan varieties 

around the world. This great diversity in the form of the fruits, the trees, the quality of the nuts 

and their different ways of reproducing, still causes a great confusion regarding the 

nomenclature and the identification. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch (nogueira-pecã) é uma espécie frutífera 

florestal, nativa dos Estados Unidos (REIGER, 2004), e tem distribuição predominante nas 

regiões temperadas do Hemisfério Norte. No contexto sul-americano, o cultivo brasileiro de 

nogueira-pecã se destaca como um dos principais países produtores do fruto. A estimativa de 

área plantada no Brasil supera os oito mil hectares, ocorrendo em propriedades inferiores a 15 

hectares, geralmente de base familiar, sendo que mais de 70% da área está no Rio Grande do 

Sul, seguido por Paraná e Santa Catarina (MARTINS et al., 2018).  

A cultura de nogueira-pecã foi introduzida por intermédio de norte-americanos, em 

meados dos anos de 1900, nos municípios de Santa Bárbara e Americana, no Estado de São 

Paulo (BACKES e IRGANG, 2004). No Estado do Rio Grande do Sul, a cidade de Anta 

Gorda foi à pioneira no cultivo de nogueira-pecã, que teve início em 1943, quando houve o 

ingresso de quatro mudas oriundas de Kentucky (EUA), que existem no município até hoje e 

são consideradas as ancestrais da maior parte das nogueiras-pecã encontradas no município e 

na região (FRONZA et al., 2013). 

A cultura da nogueira-pecã começou a ser explorada de maneira econômica apenas na 

década de 1970 (RASEIRA, 1990). Conforme Duarte e Ortiz (2001), essa expansão deveu-se 

a um programa federal de incentivos para florestamento e reflorestamento por meio de leis de 

incentivos fiscais. Nessa época grandes pomares foram implantados, alguns superando 

100.000 mudas. 

A área de cultivo com esta espécie tem se expandindo por se tratar de um fruto nobre 

com elevado valor de mercado e simples manejo, além da utilização na confeitaria, a madeira 

da nogueira-pecã é muito apreciada em pisos e mobiliários sendo possível o consórcio com 

outras culturas e animais. Deste modo, aperfeiçoa-se a área de produção, principalmente em 

propriedades familiares (MARCHIORI, 1997).  

Existem mais de mil cultivares da espécie, que exibem variação na forma dos frutos, 

qualidade da noz, arquitetura da árvore e características reprodutivas. Esse fato deve-se ao 

alto índice de segregação gênica, em função da reprodução sexual através de sementes, que se 

constitui no principal método de propagação (ALMEIDA et al., 2002, DE OLIVEIRA et al., 

2021). As mais importantes cultivares comerciais de nogueira-pecã existentes no Brasil são 

provenientes dos Estados Unidos, sendo que, das 41 cultivares registradas, somente duas 

foram desenvolvidas no Brasil (MAPA, 2021). As cultivares mais plantadas no Brasil são 

norte-americanas, dentre elas, destacam-se Barton, Shawnee, Cape Fear, Caddo, Choctaw e 
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Moneymaker. Além destas, alguns produtores optam por produção através de mudas 

derivadas de pés-francos, as quais não são enxertadas e demandam um período mais longo 

para entrar em fase de plena produção.   

A C. illinoinensis, ainda que seja bastante comercializada por seus frutos exibirem 

elevados valores nutricionais, é desprovida de informações genéticas. Existem muitos 

materiais, mas não se sabe se eles são realmente diferentes, em decorrência da insuficiência 

de controle de polinização e de coleta de propágulos nos plantios, uma vez que sua 

propagação é efetuada principalmente por enxertia de borbulhia, no verão, ou de garfagem, no 

inverno, sobre porta enxertos oriundos de sementes (DONADIO, 1998).  

Os marcadores microssatélite, também conhecidos como SSR (Simple Sequence 

Repeats), são marcadores moleculares eficientes para gerar informações que auxiliam em 

diversos estudos genéticos. Além de úteis para construção de mapas genéticos (GUPTA e 

VARSHNEY, 2000), os SSR têm sido utilizados para estudar diversidade de populações 

naturais (BARROSO et al., 2010) e de espécies cultivadas (ALMEIDA et al., 2009), 

permitindo analisar desde indivíduos até espécies proximamente relacionadas, devido ao fato 

de que as sequências de DNA que flanqueiam os microssatélites, são geralmente conservadas 

dentro de uma mesma espécie ou entre espécies de gêneros correlatos, o que permite o 

desenho de primers para amplificações específicas desses locus (OLIVEIRA et al., 2006). 

Principalmente devido à sua natureza específica, codominância e alto polimorfismo, 

os marcadores microssatélite têm sido empregados de forma eficaz para avaliar a diversidade 

genética, diferenciação, estrutura genética intrapopulacional e fluxo gênico interpopulacional 

(NAGEL et al., 2015; STEFENON et al., 2016). O genoma plastidial pode exibir herança 

uniparental, com algumas exceções, ausência de recombinação e é conservado, sendo os 

microssatélites plastidiais indicados para utilização em estudos evolutivos, filogeográficos, 

filogenéticos e de fluxo gênico.  Nesse sentido, a caracterização molecular a partir de 

marcadores de DNA pode solucionar este problema, distinguindo cultivares e acessos, e 

propiciando, simultaneamente, as bases para o planejamento de um eventual programa de 

melhoramento genético. Além disso, contribuiria, também para o progresso do sistema de 

manejo dos pomares, com repercussão direta na produtividade, pela necessidade do emprego 

de materiais genéticos distintos em decorrência das cultivares apresentarem maturação das 

estruturas reprodutivas em épocas diferentes. Assim, a liberação do pólen ocorre em tempos 

diferentes e, quanto maior for o período de polinização, maior será o sucesso de frutificação e 

de fecundação (STELLA e LUCCHESE, 2015). 

Até o momento, não há registro na literatura de marcadores microssatélite plastidiais 
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desenvolvidos em C. illinoinenesis. Assim, com a caracterização e validação dos marcadores 

SSR espécie-específicos, estudos genéticos poderão ser realizados empregando essas marcas e 

assim avançar na caracterização genética da espécie. Além disso, os marcadores 

desenvolvidos para C. illinoinenesis poderão apresentar-se como uma ferramenta promissora 

à transferibilidade e utilização em outras espécies da família Juglandaceae, por exemplo. A 

presente tese está organizada em três capítulos, precedidos pela revisão bibliográfica. O 

primeiro capítulo aborda a caracterização estrutural, evolutiva e filogenômica do genoma 

plastidial de C. illinoinensis cv. Imperial. O segundo capítulo apresenta a prospecção, 

caracterização e validação dos primeiros marcadores microssatélite plastidiais desenvolvidos 

para a espécie, assim como a transferebilidade in silico para espécies pertencentes à família 

Juglandaceae. O terceiro capítulo descreve a aplicação de marcadores SSR plastidiais e 

nucleares na caracterização e análise da divergência genética entre cultivares de C. 

illinoinensis. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Carya illinoinensis 

  

Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch é uma espécie florestal frutífera de clima 

temperado, popularmente conhecida como nogueira-pecã, pertencente à família Juglandaceae, 

originária dos Estados Unidos, nativa das matas ciliares da América do Norte, desde o 

Nebraska, Iowa, Illinois, Texas, até Oaxaca, no sul do México (FRONZA et al., 2013; 

MARCHIORI, 1997; ORO, 2007).  

Atualmente, os maiores produtores de noz-pecã são os Estados Unidos e o México, 

mas também vem sendo cultivada na Argentina, Uruguai, Chile, Brasil e Austrália. No Brasil, 

o cultivo da Carya illinoinensis se estende da região Sul ao Estado de Minas Gerais, sendo 

que, na região Sul, em particular, as maiores extensões de área plantada estão nas regiões do 

Vale do Taquari, Rio Pardo e Central do Estado do Rio Grande do Sul (POLETTO et al., 

2015). 

No Brasil, a nogueira-pecã foi introduzida em meados de 1900 por norte-americanos, 

nos municípios de Santa Bárbara e Americana, no estado de São Paulo. A madeira é de boa 

qualidade, com 720 kg.m-³ de peso específico, podendo ser utilizada em pisos e móveis.  A 

planta é caducifólia e atinge até 50 m de altura e 150 cm de diâmetro. Sua propagação é feita 
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por sementes, e as cultivares são enxertadas, sendo que a produção de nozes se inicia entre 

seis e 10 anos de idade (BACKES; IRGANG, 2004).  

Segundo definição de Rieger (2006), a espécie é monóica com inflorescências 

pistiladas pendentes em grupos laterais de 2-3 inflorescências, possuindo apenas anteras 

protegidas por brácteas esverdeadas. É decídua, com folhas compostas e imparipinadas, com 

folíolos oblongo-lanceolados de margem serrilhada, casca de coloração acinzentada e tronco 

ereto relativamente curto. Segundo o mesmo autor, devido à extensa área de ocorrência da 

espécie, há também uma ampla diferença entre a maturação das nozes nas distintas regiões 

dos Estados Unidos. 

Marchiori (1997) classifica as inflorescências pistiladas como amentilhos pendentes. 

As inflorescências estaminadas são bem pouco evidentes e também aparecem em ramos 

laterais terminais. A parede do ovário é fundida à bráctea ou invólucro de tecido e a parede 

externa do ovário, juntamente com o invólucro, torna-se a parte carnosa do fruto. As flores 

são incompletas, pois não possuem pétalas e sépalas (Figura 1). Ocorre dicogamia na espécie, 

isto é, a maturação das flores estaminadas e pistiladas ocorrem em períodos diferentes na 

mesma planta, por isso há necessidade de plantio de linhas de outra cultivar polinizadora para 

que ocorra a fecundação em pomares. 

Figura 1. (A) nogueira-pecã; (B) fruto maduro; (C) frutos verdes; (D) flor pistilada; (E) flor 

estaminada; (2E) detalhe da flor estaminada; (F) amêndoa. Fonte: Autor, 2022. 
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Os padrões de herança para o tipo de dicogamia (protoginia ou protandria) foram 

determinados a partir de estudos de cruzamento realizados pelo programa de melhoramento 

de pecã do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, em Brownwood, Texas. Um 

clone (a cultivar Mahan) produziu progênie totalmente protogínica ao passo que cruzamentos 

entre clones protândricos geraram apenas progênies protândricas. Um único par de alelos gera 

o tipo de dicogamia, com a protoginia sendo dominante (PP ou Pp) em relação à protandria, 

que é recessiva (pp) (THOMPSON e ROMBERG, 1985). A polinização é do tipo anemófila, 

sendo que seu pólen pode ser carregado pelo vento até 50 metros de distância (FRONZA et 

al., 2013; POLLETO et al., 2015; RASEIRA, 1990; STELLA e LUCCHESE, 2015). 

A propagação da C. illinoinensis é normalmente conseguida por enxertia de cultivares 

melhoradas sobre mudas de porta-enxertos. Contudo, esse método de propagação, apesar de 

produzir mudas clonais dotadas de uniformidade, tem como desvantagem o tempo que 

demanda, o custo e a baixa sobrevivência das mudas (RENUKDAS et al., 2010). 

É uma espécie de grande importância em sistemas agroflorestais, pois, além de 

produzir frutos saborosos, possui madeira de boa qualidade, considerada nobre em seu país de 

origem, e muito empregada na fabricação de móveis vergados (BELTRAME et al., 2012; 

GATTO et al. 2012). Seus frutos possuem alto valor nutricional, sendo uma fonte de potássio, 

tiamina, zinco, cobre, magnésio, fósforo, niacina, ácido fólico, ferro e vitamina B6, e, 

também, são uma ótima fonte de fibras, além de ser ricos em ácido oleico, que é uma gordura 

monoinsaturada que pode auxiliar na prevenção de doenças cardíacas (MARTINS et al., 

2018). 

Os frutos são comercializados para o consumo in natura e para emprego na indústria 

farmacêutica e, além das nozes, outras partes da planta têm sido empregadas, principalmente 

as folhas. Também são reportados outros usos da C. illinoinensis, como em reposições de 

áreas de preservação permanente, auxiliando a rentabilidade das propriedades familiares, as 

quais, por conta da manutenção de áreas de preservação, têm que abandonar áreas de cultivo 

agrícola, e podem fazer do cultivo da espécie, uma alternativa produtiva (CRUZ et al., 2014; 

STELLA e LUCCHESE, 2015; TERABE et al., 2008). 

Dentre os fatores a serem levados em consideração na produção de nozes, está à 

escolha das cultivares a serem implantadas, sendo importante que o plantio seja realizado com 

mais de uma cultivar, pois cada uma exibe características individualizadas em relação à 

precocidade de produção e polinização, resistência a doenças, tamanho do fruto, rendimento e 

qualidade (POLETTO et al., 2012; STELLA e LUCCHESE, 2015). Nesse sentido, as 

principais cultivares de C. illinoinensis plantadas no Brasil são provenientes dos Estados 
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Unidos, sendo as mais importantes: Mahan, Frotscher, Schley, Success e Moneymaker 

Barton, Shawnee, Cape Fear, Chickasaw e Choktaw, Desirable, Melhorada, Imperial, 

Importada, Burkett, Chpecear, Shoshon (POLETTO et al., 2012; ROVANI et al., 2015). 

Muitas dessas cultivares foram desenvolvidas no final do século XIX e anos iniciais do século 

XX por viveiristas que não realizavam registros e que não empregavam práticas de proteção 

contra polinizações cruzadas indesejadas em seus pomares. Como consequência, somente o 

parental de semente de muitas cultivares é conhecido, ou nenhum deles (CONNER e WOOD, 

2001). No Brasil, não há muitos dados na literatura técnica ou científica, de informações 

relacionadas à caracterização morfoagronômica nem tampouco molecular das cultivares 

utilizadas. 

Na Universidade da Geórgia, nos Estados Unidos, 100 marcadores RAPD foram 

utilizados para estimar a relação genética entre 43 cultivares comerciais de C. illinoinensis, 

nas quais estão incluídas cinco (Desirable, Barton, Mahan, Moneymaker e Success) das sete 

cultivares conhecidas avaliadas no presente estudo, sendo obtido um fingerprint distinto para 

cada um dos genótipos estudados (CONNER e WOOD, 2001). Igualmente, também foi 

realizada uma análise da variabilidade genética em embriões somáticos de C. illinoinensis via 

marcadores AFLP, em que, embriões derivados da mesma linha de cultura apresentaram alta 

similaridade. No entanto, dentro de uma mesma linha houve algumas diferenças entre 

embriões, que exibiram polimorfismo elevado (VENDRAME et al., 1999). 

Além disso, um estudo analisou três conjuntos diferentes de características, a análise 

morfológica, química e genética (utilizando marcadores AFLPs) de acessos de noz-pecã (C. 

illinoinensis) para avaliar alguns acessos de pecã crescendo no Sul do Brasil. Dados 

morfométricos, químicos e genéticos podem ser usados isolados ou combinados para 

determinar padrões de diversidade, caracterizar cultivares, e identificar plantas com produtos 

comerciais, farmacêuticos ou nutricionais potenciais (POLETTO et al, 2020). 

 

2.2 Diversidade genética 

 

As variações morfológicas, fisiológicas e comportamentais entre plantas e populações 

são consideradas relevantes diante das pressões de seleção do ambiente, sendo essas variações 

resultantes da variabilidade de alelos presentes na população (YOUNG et al., 1996). Assim, 

em termos de definição, a diversidade genética quantifica essa variabilidade genética existente 

(HUGHES et al., 2008).   

Atualmente, com o desenvolvimento de ferramentas moleculares é possível quantificar 
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e caracterizar a diversidade genética das populações a partir de índices genéticos 

frequentemente utilizados em estudos de genética de populações, tais como: as frequências de 

genótipos e alelos, a proporção de loci polimórficos, a heterozigosidade observada e esperada 

ou ainda por meio do parâmetro de diversidade alélica (TORO e CABALLERO, 2005). 

O conhecimento da diversidade genética entre genótipos de uma população de 

interesse é relevante para programas de melhoramento, pois permite a organização do 

germoplasma e uma amostragem mais eficiente de genótipos (NIENHUIS et al. 1995). Esta 

estimativa pode ser obtida a partir de marcadores moleculares e/ou caracteres agronômicos 

(morfológicos), sendo que a primeira se sobressai por não ter interferências ambientais.  

O estudo da diversidade genética entre acessos de uma cultura, além de permitir a 

identificação de materiais genéticos muito próximos ou duplicados, sugere aqueles genótipos 

mais distantes geneticamente, os quais poderão ser recomendados para futuros programas de 

policruzamentos no desenvolvimento de cultivares melhoradas (SCAPIM et al., 2002). 

A maioria das espécies exploradas comercialmente teve sua diversidade genética 

diminuída drasticamente em consequência da domesticação e das técnicas de seleção e 

melhoramento de plantas (SAAVEDRA e SPOOR, 2002). Além disso, muitos genótipos se 

perdem pela substituição por novas cultivares gerando, muitas vezes, o desaparecimento de 

variedades locais. Novas cultivares, em geral, apresentam base genética estreita, isto é, muito 

aparentadas entre si, e a predominância de um restrito número de genótipos ocupando grandes 

áreas de plantio tem sido considerada um risco para a agricultura, podendo ocasionar uma 

erosão genética (BORÉM e MIRANDA, 2005). 

 

2.3 Marcadores moleculares 

 

Os marcadores moleculares representam características de DNA que são responsáveis 

por distinguir dois ou mais organismos, sendo estas herdadas geneticamente (MILACH, 

1998). Atualmente, existem diversos tipos de marcadores moleculares baseados em DNA e 

estes se diferenciam pela tecnologia empregada para detectar variabilidade e diferenças entre 

organismos, assim como pelos custos, facilidades de utilização, consistência e repetibilidade 

(MILACH, 1998; WEISING et al., 2005).  

Os marcadores de DNA são pouco influenciados pelo ambiente (BERED et al., 1997), 

o que constitui grande vantagem em análises genéticas, pois elimina a necessidade de 

homogeneização das condições em que os indivíduos a serem estudados estão se 

desenvolvendo. Os marcadores geram uma grande quantidade de informações sobre a 
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identidade genética, diversidade, frequência gênica de um determinado germoplasma, bem 

como permitem avaliar relações filogenéticas e, também, a criação de estratégias de 

conservação dos recursos genéticos.  

Os marcadores podem ser aplicados na análise da diversidade genética e seleção de 

genitores; proteção de cultivares e fingerprinting do DNA (ou seja, padrão molecular do 

DNA); análise da pureza genética de sementes; mapeamentos de genes e características 

complexas; melhoramento assistido por marcadores moleculares, como, retrocruzamentos 

assistidos e seleção assistida, entre outros (FALEIRO, 2007; GUIMARÃES et al., 2009; 

LOPES et al., 2002; MILACH, 1999; TOPPA e JADOSKI, 2013). 

A disponibilidade de marcadores genéticos é fundamental na biologia e no 

melhoramento de plantas para a caracterização e seleção de plantas, para o mapeamento de 

genes e para a avaliação e análises de diversidade genética (RUDD et al., 2005). A escolha do 

marcador a ser empregado depende muito de qual o resultado se espera, e da espécie em 

estudo, por isso, é importante identificar as características de interesse e estabelecer objetivos 

claros para o programa de melhoramento ou conservação (MILACH, 1998). Para 

exemplificar, os marcadores RAPD, AFLP e microssatélites são mais apropriados para testes 

de paternidade, estudos de variabilidade dentro da mesma espécie, identidade genética 

(AZOFEIFA-DELGADO, 2006; CONNER e WOOD, 2001; FALEIRO, 2007; MILACH, 

1999). 

 

2.4 Marcadores microssatélite 

 

Os marcadores microssatélite também conhecidos como marcadores SSR (Sequências 

Simples Repetidas), são unidades curtas de 2 a 5 pb repetidas em tandem (FALEIRO, 2007). 

Estes marcadores estão localizados em grandes quantidades e uniformemente distribuídos 

pelo genoma das plantas, além de serem codominantes, multialélicos e com alta 

heterozigosidade (ZUCCHI, 2003), sendo utilizados para medir e monitorar similaridade, 

variabilidade e relação genética entre genótipos, construir mapas genéticos e encontrar 

marcadores para características de interesse (MEHLENBACHER, 1995; PIGATO e LOPES, 

2001; SALLA et al., 2002; UPADHYAY et al., 2004). Existem diversas vias para 

desenvolver marcadores microssatélites que são posteriormente usados em estudos genéticos 

e programas de melhoramento de espécies florestais. Exemplos destas vias são as bibliotecas 

genômicas, bibliotecas de cpDNA e sequenciamento, sendo a eficácia destas inquestionável. 

Entretanto, o custo de desenvolvimento destas vias é muito alto, embora o sequenciamento já 
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possua um custo mais reduzido (KANTETY et al., 2002).  

As vantagens dos marcadores SSR vão desde sua codominância, o alto nível de 

polimorfismo que pode ser detectado até sua alta reprodutibilidade. Mas como dito 

anteriormente, existe um alto custo requerido no desenvolvimento de primers específicos, o 

que gera desvantagens (FALEIRO, 2007).  

Para testes em laboratório é necessário amplificar microssatélites via PCR utilizando 

primers específicos para flanquear o DNA de interesse (FALEIRO, 2007). Esta metodologia 

gera muitos custos e a partir disto é importante realizar a validação in silico dos primers antes 

da síntese dos mesmos (SARZI et al. 2019) e testar a transferibilidade de marcadores entre 

espécies (PETRY et al. 2019). De acordo com a literatura, obteve-se sucesso ao realizar a 

transferibilidade de primers entre algumas espécies da mesma família (SCHIAVON et al., 

2009; LEITE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).    

 

2.5 Marcadores microssatélite plastidiais e nucleares 

 

Sequências que flanqueiam os microssatélites são bastante conservadas e utilizadas 

para o desenho de primers e a amplificação dos microssatélites. A diferença de tamanho entre 

os fragmentos amplificados permite detectar o polimorfismo. Essa diferença se deve ao 

número de repetições dentro dos microssatélites. Além disso, os microssatélites parecem ter 

uma distribuição frequente e aleatória, permitindo uma cobertura completa do genoma 

(RALLO et al., 2000).  

As vantagens do uso de microssatélites sobre outros marcadores moleculares nos 

estudos genéticos são a reprodutibilidade, simplicidade e rapidez, pequena quantidade de 

DNA requerida, baixo custo de utilização, grande poder de resolução e altos níveis de 

polimorfismo (CHEN et al., 1997; LITT e LUTY, 1989). Além disso, os marcadores 

microssatélite podem ser usados para análises de transferibilidade, pedigrees e populações 

(BRONDANI et al., 1998). As principais desvantagens são o alto custo requerido no 

desenvolvimento de primers específicos, quando eles não estão disponíveis para a espécie a 

ser estudada (LITT e LUTY, 1989; MORGANTE e OLIVIERI, 1993; QUELLER et al., 

1993). 

O DNA circular plastidial (cpDNA) é principalmente conservado em espécies de 

plantas, contendo aproximadamente 130 genes, e compõem um genoma bastante confiável e 

informativo. Usado principalmente para taxonomia molecular, código de barras de DNA e 

como um recurso de informação de filogenia. As regiões de cópia única curta e longa (SSC e 
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LSC respectivamente) fornecem uma variedade de informações de genes codificadores que 

variam de complexo fotossistêmico, sintases de ATP a maturases, e RNAs ribossômicos 

(SUGIURA, 1992; JENSEN, 2013; MACHADO et al., 2017). 

As sequências de cpDNA são úteis para resolver a filogenia de plantas em níveis altos 

de evolução por causa de suas taxas mais baixas de substituição silenciosa de nucleotídeos 

(RAUBESON e JANSEN, 2005). As sequências de muitos genes podem superar o problema 

de múltiplas substituições que causam a perda de informações filogenéticas entre as linhagens 

(LOCKHART et al., 1999). Além disso, caracteres estruturais em cpDNAs, como inversões 

de ordem/segmento de gene, expansão/contração das regiões de repetição invertida (IR) e 

perda/ganho de genes, podem servir como marcadores poderosos para inferência filogenética 

(RAUBESON e JANSEN 2005). 

Dentre as regiões mais informativas do genoma de cloroplasto destacam-se os DNA 

microssatélites (cpSSR), que são repetições relativamente curtas e seu tamanho varia de 1 a 6 

pares de bases. A natureza desses marcadores provavelmente está relacionada a erros 

ocorridos na replicação do DNA causados pela DNA polimerase (NAHUM, 2004). 

O DNA plastidial tem menor porcentagem de componente não codificante em 

comparação com o DNA nuclear, embora os SSR sejam abundantes em genomas de 

cloroplasto. Em contraste com os marcadores de DNA nuclear que são herdados tanto da 

semente quanto do pólen, o cpDNA é herdado apenas por via materna nas angiospermas, com 

algumas excessões. É considerado um marcador altamente polimórfico que pode ser usado 

para rastrear divergências por meio de isolamento geográfico (PROVAN et al., 2001). 

Enquanto loci SSR plastidiais (cpSSR) têm expressão haploide, os loci nucleares 

(nSSR) são marcadores codominantes, isto é, possibilitam idenficar se o indivíduo estudado é 

homozigoto ou heterozigoto. Essa natureza codominante e o alto polimorfismo torna os 

nSSRs marcadores preferenciais para estudos de fluxo gênico, testes de paternidade e 

identificação de cultivares. Por sua vez, a combinação de cpSSRs e nSSRs permite análises 

complementares muito mais informativas. 

 

2.6 Prospecção de marcadores microssatélite 

 

O desenvolvimento de marcadores microssatélite inicia com a prospecção das regiões 

SSR, posteriormente com o desenho dos iniciadores (também chamados de oligonucleotídeos, 

ou primers) complementares às regiões que flanqueiam a região SSR e é finalizada com a 

validação dos marcadores por meio da técnica de amplificação via PCR e visualização do 
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polimorfismo entre indivíduos (MASON, 2015; VIEIRA et al., 2016). 

Com relação à prospecção dos SSR, existem alguns métodos que podem ser 

empregados. O primeiro deles é por meio da pesquisa em banco de dados, como por exemplo, 

no GenBank, para conferir se há dados de sequência genômica disponíveis da espécie de 

interesse para continuar com a identificação de regiões SSR na sequência disponível 

(MASON, 2015).   

O outro método é a própria construção de bibliotecas genômicas clássicas enriquecidas 

para regiões microssatélites, onde basicamente é preciso inicialmente fragmentar o DNA e 

ligá-lo a adaptadores que serão inseridos em vetores para a transformação em Escherichia coli 

e após o DNA amplificado é sequenciado (VIEIRA et al., 2016).  

 E por fim, o outro método de prospecção dos SSR é via sequenciamento de DNA de 

nova geração (NGS – Next Generation Sequencing), sendo as plataformas Illumina as mais 

utilizadas para a detecção de SSR (VIEIRA et al., 2016). Este procedimento tem a vantagem 

de identificar grande quantidade de sequências contendo as regiões SSR para o 

desenvolvimento dos marcadores SSR, sendo que atualmente muitos estudos utilizaram NGS 

que determinaram muitas sequências de genoma ou transcriptoma para a descoberta de locus 

SSR em plantas (ZALAPA et al., 2012).  

Os primers são um conjunto de oligonucleotídeos específicos que flanqueiam a 

sequência-alvo de SSR, sendo um iniciador direto (forward) para a direção 5’ – 3’ e outro 

iniciador reverso (reverse) para a direção 3’ – 5’ da fita complementar (MASON, 2015). 

Portanto, após desenhar e sintetizar os olinucleotídeos, é necessário realizar a otimização das 

reações de amplificação via técnica de PCR, onde nesta etapa são realizados os ajustes de 

concentração dos reagentes, dos marcadores e de temperatura ideal para cada par de primers. 

A visualização do produto da PCR pode ser feita por meio de eletroforese em gel de agarose 

para verificar o tamanho dos fragmentos amplificados, porém para a visualização de 

polimorfismos outras duas técnicas podem ser utilizadas pelo fato de apresentarem maior 

sensibilidade: eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE - Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) e eletroforese em gel capilar (MASON, 2015).   

Outra estratégia relevante é a possibilidade de transferibilidade dos marcadores 

microssatélites entre espécies relacionadas (VARSHNEY et al., 2005; WANG; BARKLEY e 

JENKINS, 2009), viabilizando os estudos com espécies em que ainda não validaram 

marcadores espécie-específicos. Fagundes et al (2016) enfatiza a dificuldade no 

desenvolvimento de marcadores SSR e a importância de testar a transferibilidade entre as 

espécies 
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2.7 Transferibilidade de marcadores microssatélite 

  

Uma grande limitação dos marcadores microssatélite é o desenvolvimento de primers, 

que necessitam ser desenhados para cada locus. Apenas de 10 a 20 % dos primers isolados 

são informativos. A construção de biblioteca genômica envolve um processo trabalhoso, de 

alto custo e especialização nas técnicas para a caracterização do marcador. Porém, após os 

testes e obtenção dos primers para uma espécie, o custo e trabalho são reduzidos (GUPTA et 

al., 2002 apud VASCONCELOS, 2016).  

Existem, basicamente, dois tipos de bibliotecas gênicas: a biblioteca genômica e a 

biblioteca de cDNA. Uma biblioteca genômica representa um conjunto de clones individuais, 

totalizando o genoma inteiro de um organismo. São utilizadas para a identificação de genes ou 

fragmentos de DNA específicos (PINTO, 2019). Esse método baseia-se no DNA genômico de 

alta qualidade e fragmentado usando enzimas de restrição. A enzima depende do 

comprimento médio desejado de fragmentos de DNA, da repetição de microssatélites a ser 

encontrada e do tipo de extremidades (coesivas ou contundentes) dos fragmentos de restrição. 

O DNA fragmentado é, então, selecionado por tamanho, preferencialmente, obtendo pequenos 

fragmentos (300-700 pb). Dependendo do método de fragmentação, os fragmentos de DNA 

são ligados em um vetor plasmídeo comum, diretamente ou após a ligação a adaptadores 

específicos, para a identificação das regiões microssatélites (ZANE et al., 2002).  

Enquanto a biblioteca de cDNA contém apenas os genes que codificam produtos 

proteicos, se diferenciando da biblioteca genômica por usar mRNA, que a partir da 

transcriptase reversa é convertida em cDNA. Este tipo de biblioteca é utilizado com a 

finalidade de obter EST (Expressed Sequence Tags) (ZANE et al., 2002).  

Atualmente, existe um grande número de marcadores microssatélite para genomas de 

plantas completamente sequenciados. Usando alguns programas de computador, os dados de 

sequências para os genes e os clones de cDNA podem ser baixados do GenBank e 

digitalizados para identificação de SSR, que são tipicamente referidos como EST-SSR ou 

microssatélites gênicos (VARSHNEY et al., 2005; ZANE et al., 2002).  

Os microssatélites genômicos e gênicos podem ser transferidos para outras espécies 

baseados na homologia entre estas espécies (VARSHNEY et al., 2005), utilizando primers 

específicos heterólogos. Assim, facilitando a obtenção de dados em relação a espécies que não 

tem primers desenvolvidos. Os já desenvolvidos podem ser usados na identificação de 

espécies filogeneticamente próximas (VARSHNEY et al., 2005). 

Tanto marcadores microssatélite gênicos como os genômicos podem ser transferidos 
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entre espécies. Porém, devido a uma maior conservação evolutiva e por estarem localizados 

em regiões expressas, estudos revelam que marcadores gênicos tendem a apresentar uma 

maior taxa de transferibilidade (KALIA et al., 2011). 

 

2.8 Divergência genética  

 

Na realização de cruzamentos em programas de melhoramento, o conhecimento e o 

uso da diversidade genética disponível são de grande importância. Além de proporcionar 

informações sobre a variação genética existente entre genótipos, os estudos sobre diversidade 

genética têm possibilitado, também, a identificação de parentais divergentes para serem 

utilizados nos cruzamentos, buscando-se recombinações gênicas que possibilitem a obtenção 

de genótipos superiores. A utilização de cruzamentos entre parentais divergentes é importante, 

também, por evitar a depressão endogâmica (GOUVÊA, 2009).  

Cruz e Carneiro (2003) relatam que melhoristas têm recomendado para a formação de 

população-base, o intercruzamento entre cultivares superiores e divergentes. Essa divergência 

pode ser avaliada a partir de caracteres agronômicos, morfológicos, moleculares, entre outros. 

Dias (1994) ressalta que a hibridação envolvendo tipos parentais divergentes é passível de 

produzir segregantes transgressivos favoráveis em gerações avançadas. Logo, estudos sobre 

divergência genética entre parentais podem ter grande aplicabilidade no melhoramento. 

Segundo Dias et al. (1997), o conhecimento da divergência pode ser utilizado, também, na 

avaliação, descrição e classificação de recursos genéticos que visem a sua preservação. 

A divergência genética tem sido avaliada por meio de técnicas biométricas, baseadas 

na quantificação da heterose, ou por processos preditivos. Dentre os métodos fundamentados 

em modelos biométricos, citam-se as análises dialélicas, que exigem a avaliação dos parentais 

e de todas suas combinações híbridas. Quanto aos métodos preditivos, dispensam a obtenção 

prévia das combinações híbridas (CRUZ et al., 2004; CRUZ e CARNEIRO, 2003). Em 

relação aos métodos preditivos, Dias (1994) ressalta que a seleção de combinações 

promissoras baseada no desempenho dos genótipos per se tem natureza preditiva, significando 

economia de recursos financeiros, de tempo e mão de obra, sendo que, a seleção de parentais 

pelo próprio desempenho evita que grande número de cruzamentos seja realizado, em 

contraste aos métodos de quantificação da heterose que tem natureza realizada. Já Vieira et al. 

(2005) relatam que é de fundamental importância que o melhorista conheça profundamente o 

germoplasma disponível, em termos de desempenho agronômico por si só, capacidade de 

combinação e dissimilaridade genética (divergência). Sendo que a estimativa da divergência 
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genética cresce em importância, pois quando combinada com o conhecimento do 

comportamento por si só dos parentais, pode ser uma alternativa à realização de cruzamentos 

dialélicos. 

Segundo Cruz (2001), há uma grande variedade de procedimentos multivariados, 

sendo mais utilizados aqueles que avaliam a similaridade ou dissimilaridade entre acessos, 

com o objetivo de recomendar intercruzamentos entre parentais divergentes em programas de 

hibridação ou para administrar informações disponíveis em bancos de germoplasma. Na 

predição da divergência genética, vários métodos podem ser aplicados, sendo a escolha do 

método mais adequado determinada pela precisão desejada pelo pesquisador, pela facilidade 

da análise e pela forma como os dados foram obtidos (CRUZ et al., 2004). 

Vários são os procedimentos multivariados e entre eles estão a Distância Euclidiana, 

Análise por Componentes Principais. Segundo Cruz, (2006) são finalidades de cada análise: a 

Distância Euclidiana é uma medida de dissimilaridade de grande importância em estudos de 

divergência genética em que se procura identificar parentais a serem utilizados em programas 

de hibridação; a Análise por Componentes Principais transforma um conjunto de variáveis em 

um novo conjunto, cujas variáveis são independentes entre si. Essa análise avalia a 

importância relativa das variáveis em estudos da diversidade genética 

 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

 

O setor da fruticultura apresenta um crescimento ascendente na utilização dos frutos 

secos, sendo que a nível global se constituem, principalmente, por nozes, amêndoas, avelã, 

pistache, castanhas e pecãs (INTA, 2021). Os frutos secos produzidos no Brasil estão 

englobados, principalmente, pelos seguintes tipos de nozes: Castanha-do-Brasil; Castanha-de-

caju; Macadâmia e Pecã (ou Pecan) (ORO, 2007). O Rio Grande do Sul nas décadas de 1960-

1970 passou a ser explorado comercialmente, especialmente na Região Sul do Brasil. 

Segundo dados da Embrapa e do International Nut and Dried Fruit (INC), a produção em 

2019 projetou o Brasil mundialmente, com safra recorde de 3,5 mil toneladas, tornando o país 

o quarto maior produtor do fruto.  

Entretanto, atualmente, há expansão do cultivo, devido, principalmente, ao alto preço 

pago pela noz e pela composição nutricional benéfica a saúde. O cultivo de nogueira-pecã 

também denominado de pecanicultura e ou cultivo da pecaneira propicia além do fruto, a 

https://www.nutfruit.org/
https://www.nutfruit.org/
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madeira, que é utilizada pela indústria na fabricação de móveis (GATTO, 2006). A casca do 

fruto da nogueira-pecã é utilizada para a infusão de chá, que é rica em compostos fenólicos e 

taninos (PRADO, 2008). 

Estudos relacionados à caracterização genética de cultivares de C. illinoinensis 

utilizadas no Estado do Rio Grande do Sul podem auxiliar tanto na conservação da 

variabilidade genética como na melhoria das técnicas de manejo da produção dessa espécie. 

Além disso, podem constituir um subsídio importante para técnicos e produtores, fornecendo 

informações precisas acerca das cultivares e, como consequência, aumentando a qualidade do 

produto a ser comercializado e, desta forma, sua rentabilidade. 

 

4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo geral 

Avaliar e caracterizar a diversidade molecular de cultivares Carya illinoinensis 

plantadas no Braisl utilizando marcadores moleculares plastidiais e nucleares. 

 

4.2 Objetivos específicos 

a) Sequenciar e caracterizar o plastoma da cultivar Imperial; 

b) Desenvolver marcadores moleculares a partir do plastoma da cultivar Imperial; 

c) Validar os marcadores microssatélite plastidiais em cultivares de C. illinoinensis 

cultivadas no Brasil; 

d) Caracterizar e analisar a divergência genética entre cultivares de C. illinoinensis 

plantadas no Brasil, de maneira comparativa utilizando marcadores microssatélite plastidiais e 

nucleares. 

 

 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

As atividades referentes ao presente estudo foram desenvolvidas no Laboratório de 

Biologia Molecular da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) e no Laboratório de 

Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina 

(UFSC). 
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5.1 Material vegetal 

 

Foram utilizadas 13 cultivares da espécie como material vegetal: Imperial (3), 

Moneymaker (1), Barton (2), Desirable (2), Jackson (1), Farley (1), Sucess (1), Chickasaw 

(1), Shawnee (1), Stuart (1), Importada (1), Choctaw (1) e Maham (1). Algumas cultivares são 

produzidas e comercializadas por diferentes viveiristas e, por isso, foram amostradas em 

duplicata ou triplicata, totalizando 17 plantas.  O material foi gentilmente cedido pelo 

engenheiro florestal Tales Poletto, no âmbito do projeto “Caracterização molecular de 

cultivares da nogueira-pecã”, desenvolvido através da parceria entre UNIPAMPA, UFSC, 

UFSM E IBPecan. Após a coleta das folhas, estas foram imediatamente mantidas em PVP-40 

2% (polivinilpirrolidona), e subsequentemente utilizadas para extração de DNA. 

 

5.2 Extração e quantificação do DNA 

 

O DNA genômico das 17 amostras (13 cultivares) foi extraído a partir das folhas 

usando o método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987), com modificações (Tabela 1). A 

quantificação do DNA foi realizada em gel de agarose 2%. A quantidade e a qualidade do 

DNA isolado foram verificadas através do espectrofotômetro NanoDrop 1000® (Thermo 

Fisher Scientific, Wilmington, EUA) em relação a concentração e razões de absorbância 

260/280 e 260/230. 

 

Tabela 1. Protocolo CTAB 2% modificado utilizado para extrações de DNA. 

 

Etapas 

 

Aproximadamente 50 miligramas de amostra em microtubos de 2 ml 

1 Maceração: 7 Minutos em nitrogênio líquido mais dois ciclos de 30 segundos no 

equipamento TissueLyser® 

2 Acrescentar 1 mL de CTAB 2%, 3µL de Proteinase K, 2µL de RNAse A 

3 30 minutos a 65ºC 

4 Acrescentar 800µL de Clorofórmio/Álcool Isoamílico (CIA) e homogeinizar por 

inversão por 3 minutos 

5 Centrifugar a 14000 RPM por 5 minutos 

6 Transferir 600µL do sobrenadante para um novo tubo 

7 Acrescentar 400µL de Álcool Isopropílico a -20ºC e manter por pelo menos 30 

minutos a -20ºC 

8 Centrifugar a 10000 RPM por 5 minutos e descartar o líquido 

9 Acrescentar 1mL de Álcool Etílico 70% a -20ºC e manter por 5 minutos 

10 Centrifugar a 14000 RPM por 5 minutos e descartar o álcool 

11 Acrescentar 1mL de Álcool Etílico Absoluto (99%) a -20ºC e manter por 3 minutos 

descartando em seguida 

12 Deixar o pellet secar e diluir em 100µL de TE 
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5.3 Sequenciamento do genoma plastidial de C. illinoinensis cv. Imperial 

 

 Para o sequenciamento do genoma de C. illinoinensis cv. Imperial o cpDNA foi 

isolado e usado para a preparação da biblioteca genômica com o sistema Ion OneTouch2 ™ 

usando o kit Ion PGM ™ Template OT2 400. O sequenciamento foi realizado usando o kit 

Ion PGM™ Sequencing 400 no Ion PGM ™ System com um Ion 318 ™ Chip v2. Os dados 

de sequência bruta foram depositados no banco de dados NCBI Sequence Read Archive 

(SRA) sob o número SSR10382885, Bioproject PRJNA587009, Biosample SAMN13174479. 

A montagem e anotação do genoma foram realizadas através de ferramentas específicas de 

bioinformática (descritos no CAPÍTULO 1). 

 

5.4 Prospecção e desenho dos primers SSR  

   

 A prospecção de marcadores microssatélite foi realizado através do software SSR 

locator (MAIA et al., 2008) para encontrar SSR-di, tri e tetra. Para validar os marcadores foi 

realizada a simulação de eletroforese em gel com ajuda do software SIMGEL, incluído no 

pacote SPCR (CAO et al., 2005) (descritos no CAPÍTULO 2). 

 

5.5 Validação dos marcadores SSR plastidiais de C. illinoinensis 

 

 Para validar os marcadores foi realizada a simulação de eletroforese em gel com ajuda 

do software SIMGEL, incluído no pacote SPCR (CAO et al., 2005). A validação seguiu 

alguns critérios de avaliação como não apresentar loci sobrepostos, os alelos devem estar 

entre 90 e 500 pb, quando dois loci estiverem no tamanho desejado e não sobrepostos, eles 

devem ser testados em laboratório, primers ótimos devem ter apenas um locus na região 

desejada e mais que dois loci na região avaliada, foi desconsiderado para análises em 

laboratório. Após a validação in silico, foram sintetizados primers para 10 cpSSR da cultivar 

Imperial, os quais foram validados através da amplificação via PCR e separação por 

eletroforese em gel de agarose 2,5% para as 17 amostras (13 cultivares) coletadas (descritos 

no CAPÍTULO 2). 

 

5.6 Tranferibilidade dos marcadores SSR plastidiais de C. illinoinensis in silico 

 

Os primers desenvolvidos a partir de C. illinoinensis cv Imperial foram testados 
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quanto à transferibilidade in silico através de buscas das sequências plastidiais obtidas no 

banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information).  Os testes foram 

realizados em espécies da família Juglandaceae, a qual a espécie C. illinoinensis pertence 

(descritos no CAPÍTULO 2). 

 

5.7 Caracterização genética das cultivares de C. illinoinensis 

 

A caracterização genética foi feita com 23 locus SSR, sendo 13 marcadores 

microssatélite plastidiais, 10 prospectados do genoma plastidial de C. illinoinesis cv. Imperial, 

além dos marcadores desenvolvidos para o genoma plastidial de tabaco ccmp2, ntcp9 e 

ntcp40. Além desses, foram utilizados 10 marcadores SSR nucleares desenvolvidos para C. 

illinoinensis. A caracterização dos genótipos foi realizada por meio de eletroforese em gel de 

agarose 2,5%. Os géis foram corados com GelRed e visualizados em transiluminador de luz 

UV. O software TotalLab TL120 1D v2009 foi usado para análise das bandas no gel de 

agarose 2,5%. A partir da análise das bandas, foram estimadas as frequências alélicas e os 

índices de diversidade genética, o número de alelos (A), o número efetivo de alelos (Ae), 

diversidade de haplótipos (h), diversidade não-viesada (uh), a similaridade genética detectada 

pelos marcadores microssatélite foi explorada com Análises de Coordenadas Principais 

(PCoA) e a mensuração da diversidade genética molecular foi usado o Índice de Diversidade 

de Shannon (SHANNON, 1948) por meio do programa GenAlEx versão 6.5 (PEAKALL e 

SMOUSE, 2012). 

O software Past 4.03 (HAMMER et al., 2001) foi utilizado para elaborar um 

dendrograma baseado no algoritmo euclidiano, baseados em uma correlação cofenética entre 

as cultivares (descritos no CAPÍTULO 3). 
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Abstract. The economically most important nut tree species in the world belong 
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of 25,993 bp. A total of 78 protein-coding, 37 tRNA-coding, and 8 rRNA-coding 
regions were predicted. Bias in synonymous codon usage was detected in cultivar 
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divergence, with high estimations of dN/dS ratio. The high fraction of SSR loci 
prospected in non-coding regions may provide informative genetic markers, useful 
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Introduction

In most plant species, the plastid DNA shows 
maternal inheritance, low recombination fre-
quency, and a relaxed evolution rate. These 
characteristics make plastid genomes substan-
tially distinctive from the nuclear genomes 
(Wolfe et al. 1987) and very useful in a wide 
range of studies about evolutionary relation-
ships in plants. The principal function of the 
plastid is to carry out photosynthesis, but oth-
er major cellular functions also occur in this 
organelle, including synthesis of starch, fatty 
acids, pigments and amino acids (Wicke et al. 
2011).
 The known plastid genomes of green plants 
typically contain from 100 to 120 genes, of 
which approximately 70-88 are protein-coding 
genes, 33-35 are tRNAs and four are rRNAs 
(Wicke et al. 2011). With the progress of the 
next generation sequencing (NGS) technolo-
gies, complete plastid genomes have been se-
quenced for several plant species, generating a 
wide set of genomic resources, which enable 
the development of molecular markers and 
more refined taxonomic and evolutionary stud-
ies. The development of genetic markers from 
plastid genome sequences has significantly 
contributed to studies about gene flow (plastid 
SSR markers; Perdereau et al. 2014), phylo-
geography (SNPs and Indels in plastid genes; 
Stefenon et al. 2019a), and hybridization/in-
trogression (plastid SSR markers; Curtu et al. 
2007) in forest tree species. Moreover, identifi-
cation of genome rearrangements becomes in-
creasingly important, especially as high levels 
of rearrangement have been observed among 
both eukaryotes and prokaryotes (Wicke et al. 
2011). Such rearrangements may also be very 
useful to understand phylogenetic and evolu-
tionary trends within and among plant groups. 
Knowledge about genome rearrangements, 
gene content, recombination events, loss of 
genes, and gene transfer to the nucleus are of 
great importance for understanding evolution-
ary events in plants (Vieira et al. 2016, Bock 

2017, Lopes et al. 2017).
 Carya illinoinensis (Wangenh) K. Koch, 
popularly known as pecan (Figure 1a-c, Sup-
porting Information), is a deciduous tree spe-
cies of the tribe Junglandeae (Juglandaceae 
family), native to the temperate zones of North 
America. Several species of tribe Juglandeae 
- as Juglans regia (walnut), Cyclocarya pal-
liurus (wheel wingnut), Carya sinensis (Chi-
nese hickory) and Carya illinoinensis (hickory
or pecan) - are important crop tree species cul-
tivated in several regions of the world aiming
at the commercial production of nuts. Pecan
is one of the most important nut crop species
in the world, cultivated in several countries
in North America (USA and Mexico), South
America (Peru, Argentina, and Brazil), Afri-
ca (South Africa and Egypt), Asia (Israel and
China) and Australia (Poletto et al. 2018). The
species was introduced in Brazil with com-
mercial interest during the 1870s and farmers
needed to select cultivars adapted to the cli-
matic and biological conditions where the or-
chards were established (Poletto et al. 2015).
Currently, more than 40 cultivars are commer-
cially planted in large areas of Southern Bra-
zil.Despite the economic significance of Carya
as a crop tree species and the importance of
plastid genomesfor comparative evolutionary
analysis and molecular taxonomy, only the
plastid genomes of Carya sinensis (Hu et al.
2016), Carya kweichowensis (Yeh et al. 2018),
and Carya cathayensis (Zhai et al. 2019) were
published to date, while one unpublished se-
quence of the plastid genome of Carya illi-
noinensis is deposited in the NCBI database
(Genbank ID MH909599.1). Besides, few mo-
lecular studies have been performed concern-
ing C. illinoinensis cultivars planted in south-
ern Brazil (e.g Poletto et al. 2019). Considering 
the scarcity of genomic studies available for
Carya species and aiming to generate novel
genomic resources for Carya illinoinensis, we
sequenced, assembled and characterized the
complete plastid genome of C. illinoinensis
cv. Imperial using next-generation sequencing
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(NGS) technology. Here, we report the main 
finds obtained from this initiative concerning 
the genes present and the codon usage bias in 
the plastid genome of this species. In addition, 
we identified potentially polymorphic plastid 
SSR markers and also performed a compara-
tive evolutionary analysis of plastid genomes 
between C. illinoinensis cv. Imperial and other 
tree species of the tribe Juglandeae using pub-
licly available genomic datasets, thus reveal-
ing some features of pecan evolution.

Materials and methods

Plastid genome sequencing and assembling

Healthy leaves of an adult individual of C. 
illinoinensis cv. Imperial were sampled in 
the municipality of Anta Gorda, Rio Grande 
do Sul State, southern Brazil. A voucher of 
this sample was deposited under the number 
HBEI1624 in the Bruno Edgar Irgang Herbar-
ium of the Federal University of the Pampa, 
Brazil. Intact chloroplasts were isolated from 
the leaves as described by Matielo et al. (2019) 
and the plastid DNA (cpDNA) was isolated us-
ing the CTAB method (Doyle and Doyle 1987). 
The quality of the isolated DNA was checked 
using a NanoVueTM spectrophotometer (GE 
Healthcare). The isolated cpDNA was used 
for library preparation with Ion OneTouch2™ 
System using the Ion PGM™ Template OT2 
400 Kit. The sequencing was performed us-
ing Ion PGM™ Sequencing 400 kit on the 
Ion PGM™ System with an Ion 318™ Chip 
v2. Raw sequence data were deposited in the 
NCBI Sequence Read Archive (SRA) database 
under number SSR10382885, Bioproject PRJ-
NA587009, Biosample SAMN13174479.
 The plastid genome of C. illinoinensis cv. Im-
perial was assembled using a reference-guid-
ed approach with the plastid genome of C. 
illinoinensis (NC041449.1) as a reference, in 
the CLC Genomics Workbench software. The 
mean coverage of the sequencing was deter-

mined as the total size of the sequenced reads 
divided by the size of the assembled plastid 
genome.Annotation of the plastid genome was 
conducted using the GeSeq (Tillich et al 2017) 
and the cpGAVAS (Liu et al. 2012) platforms. 
For GeSeq, annotation started from four ref-
erences chloroplast annotations (Arabidopsis 
thaliana, Castanea mollissima, Juglans nigra 
and J. regia). The software tRNAscan (Chan 
and Lowe 2019) and Aragorn (Laslett and 
Camback 2004) were used for searching the 
tRNAs, while the physical circular map of the 
plastid genome was built using Organellar Ge-
nome DRAW software (Lohse et al. 2013).

Characterization of plastid genome features 
in C. illinoinensis cv. Imperial

Relative synonymous codon usage (RSCU) of 
all protein-coding genes were determined us-
ing MEGA 6.0 software (Tamura et al. 2013). 
RSCU corresponds to the proportion of the ob-
served occurrence of a codon to its expected 
occurrence if all the synonymous codons of a 
particular amino acid are used evenly. 
Prospection of simple sequence repeats (SSRs) 
loci in the plastid genome of C. illinoinensis cv. 
Imperial was performed using the Perl script 
MISA (Beier et al. 2017) setting minimum 
thresholds for search at ten for mononucleo-
tide repeats, six for dinucleotide repeats and 
five for tri-, tetra-, penta- and hexanucleotide 
repeats. The location of the SSR loci within 
the plastid genome was determined using the 
cpGAVAS (Liu et al. 2012) platform.

Evolutive and phylogenetic relationships of C. 
illinoinensis cv. Imperial within Juglandeae

Different comparisons were performed among 
Carya illinoinensis cv. Imperial and 11 species 
of Juglandeae tribe (Carya illioinensis (Wan-
genh) K.Koch, Carya kweichowensis Kuang 
& A.M. Lu, Carya sinensis Dode, Cyclocar-
ya paliurus (Batal.) Iljinsk., Juglans cinerea 
L., Juglans regia L., Juglans major (Torr.) 
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A. Heller, Juglans sigillata Dode, Juglans
hopeiensis Hu, Juglans mandshurica Max-
im., and Juglans cathayensis Dode), whose
plastid genome sequences were downloaded
from the Genbank database. Species nomen-
clature in this study follows the International
Plant Names Index (www.ipni.org). An ini-
tial pairwise comparison of the gene order of
plastid genomes was performed through a dot
plot analysis using the software Mafft online
service (Katoh et al. 2017). Translocations, in-
versions or indels occurring in a set of genes
are visualized in the pairwise comparison as
displacements of the positive and/or negative
slopes representing the LSC, SSC (positive
slope) and IR (negative slope) regions of the
plastid genomes compared. Boundaries of the
IRa, IRb, SSC and LSC regions (IR/SSC and
IR/LSC boundaries) and sizes of each region
were determined using the online platform
IRscope (Amiryousefi et al. 2018). Aiming
to compare the number and type of SSR loci
in all species, these ubiquitous regions were
prospected in the plastid genome sequences of
all other 11 species, as described above for C.
illinoinensis cv. Imperial.

A phylogenomic analysis was performed us-
ing the complete plastid genome sequences of 
C. illinoinensis cv. Imperial and more 11 spe-
cies of tribe Juglandeae. The plastid genome
sequence of Castanea mollissima Blume (Fa-
gaceae) was used as outgroup. The Genbank
IDs of all downloaded sequences are given
in Figure 3c. The 13 sequences were aligned
using the software Mafft online service (Ka-
toh et al. 2017) and the phylogenetic tree was
constructed with the Neighbor-Joining algo-
rithm. Support of the analysis was determined
through 500 bootstrap replicates using the
same software.

Rearrangements and inversions among Jug-
landeae plastid genomes were visualized using 
the default parameters of the Multiple Genome 
Alignment software MAUVE 2.4.0 (Darling 
2004). Hotspots of sequence divergence were 
determined using the sliding windows analysis 
with the complete plastid genomes of 11 spe-
6

cies of tribe Juglandeae with a window length 
of 400 bp and step size of 100 bp, using the 
DnaSP v.5 software (Librado and Rozas 2009).
Carya kweichowensis was excluded from this 
analysis giving the significative difference in 
length of the plastid genome in comparison to 
all other species.
 The ratio of the nonsynonymous (dN) tosyn-
onymous (dS) substitutions - dN/dSratio - of 
the genomic regions identified as hotspots of 
divergence was performed to investigate the 
patterns of selection occurring within Juglan-
deae. The complete regions containing CDSs, 
introns and intergenic spacers corresponding 
to each hotspot were extracted from all species 
analyzed in this study and aligned individually 
using the MUSCLE algorithm (Edgar 2004) 
as implemented in MEGA 6.0 (Tamura et al. 
2013), with pairwise deletion set to gaps/miss-
ing data treatment. To each alignment, the dS 
and dN values were calculated using MEGA 
under the Kimura 2-parameters model. The 
pairwise and the overall mean distances were 
estimated for each hotspot region using the 
same software.

Results

General features of theplastid genome of 
C. illinoinensis cv. Imperial

The sequencing effort generated a total of 
5,639,849 raw reads, representing 852,882,019 
assembled nucleotides, which corresponds to a 
mean plastid genome coverage of 5,303.4×. 

The plastid genome of Carya illinoinensis 
cv. Imperial (GenBank ID MN221384) pre-
sents 160,818 bp in length and the traditional
quadripartite structure of plastid genomes (Fig-
ure 1d, Supporting Information). The large sin-
gle-copy (LSC) region is composed of 90,041
bp with a GC content of 33.73%, and the small
single-copy (SSC) region contains18,791 bp
with a GC content of 29.89%. The LSC and
the SSC regions are separated by two inverted
repeat regions (IRs) of 25,993 bp each, with

Ann. For. Res. 63(1): 3-18, 2020
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42.58% of GC content. The overall GC con-
tent of this plastid genome was 36.14%. A to-
tal of 123 genes, including 78 protein-coding 
genes, 37 tRNA-coding genes, and eight rR-
NA-coding genes were predicted.
A total of seven protein-coding genes, seven 
tRNA-coding genes, and four rRNA-coding 
genes are located within each IR region of 
the chloroplast genome of C. illinoinensis cv. 
Imperial (Table 1). The SSC region presents 
12 protein-coding genes and one tRNA-cod-
ing gene, while the LSC region presents 61 
protein-coding genes and 22 tRNA-coding 
regions (Table 1). Eighteen genes presented 
introns, while the rps12 gene is trans-spliced, 
with the 5′-end located in the LSC and the 
3′-end duplicated in the IR regions. The tR-
NA-coding gene trnE-UUC has two copies 
and the trnM-CAU has three copies.

Comparative analysis among chloroplast 
genomes of Juglandeae species

Cultivar Imperial presents a plastid genome-

with one base deletion and 21 single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs) in comparison 
to the plastid genome of Carya illinoinensis 
MH909599.1 deposited in the Genbank data-
base. Concerning the other species of the fami-
ly Juglandaceae, the size of the plastid genome 
of cultivar imperial is also very similar (Figure 
1a-b), except to Carya kweichowensis. This 
species has a plastid genome 14,495 bases 
longer than the plastid genome of C. illinoin-
ensis cv. Imperial (Table 2). The IR regions of 
C. illinoinensis cv. Imperial were only 65 to 34
bp shorter than the IR regions of Carya sinen-
sis and Cyclocarya respectively.

Concerning the plastid genomes of Juglans 
species included in this study, C. illinoinen-
sis cv. Imperial revealed a difference in the 
length of the IR regions ranging from 31 bp 
to 227 bp (Table 2, Figure 1b). Excluding C. 
kweichowensis, the coefficient of variation of 
the plastid genome size (total plastid genome, 
LSC, SSC, and IRs) ranged from 0.25% to 
0.88% (Table 2). On the other hand, each IR 
region of C. kweichowensis is 40,943 bp in 

Region Category Genes
IRs1 Protein-coding ndhB*, rpl2*, rpl23, rps12*3, rps7, ycf12, and ycf2

tRNA-coding
trnA-UGC*, trnM-CAU, trnI-GAU*, trnL-CAA, trnE-UUC*, trnR-ACG and 
trnV-GAC

rRNA-coding rrn16, rrn23, rrn4.5 and rrn5

SSC Protein-coding
ndhF, rps32, ndhD, ndhE, ndhG, ndhI, psaC, ccsA, ndhA*, ndhH, rps15 and 
ycf12

tRNA-coding trnL-UAG

LSC Protein-coding

rps19, rpl22, rps3, rpl16, rpl14, rpsB, infA, rpl36, rps11, rpoA, petA, petD, 
petB, petG, petL, pbf1, psbH, psbT, psbB, psbE, psbJ, psbL, clpP*, rps12*3, 
rpl20, rps18, rpl33, psaJ, psaI, cemA, ycf4, accD, rbcL, atpB, atpE, ndhC, 
ndhK, ndhJ, rps4, ycf3*, psaA, psaB, rps14, psbZ, psbC, psbD, psbM, petN, 
rpoB, rpoC1*, rpoC2, rps2, atpI, atpH, atpF*, atpA, psbI, psbK, rps16*, 
matK, psbA

tRNA-coding

trnP-UGG, trnW-CCA, trnM-CAU4, trnV-UAC*, trnF-GAA, trnL-UAA*, trnS-
GGA, trnT-UGU, trnG-GCC, trnS-UGA, trnT-GGU, trnE-UUC*, trnY-GUA, 
trnD-GUC, trnC-GCA*, trnR-UCU, trnS-CGA, trnS-GCU, trnQ-UUG, trnK-
UUU*, trnH-GUG

Distribution of the coding regions within the plastid genome of C. illinoinensis cv. Imperial, accord-
ing to the plastid region

Table 1

Note. 1All coding regions within the IR regions are duplicated, 2A large part of the ycf1 gene is located within the 
SSC, 3Trans-spliced gene, 4This gene has two copies within the LSC region, *Coding regions containing introns.
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length, that is, 1.6-fold larger than each IR re-
gion of C. illinoinensis (Figure 2b), while the 
SSC region of C. kweichowensis is only 3,569 
bp in length, i.e., about 6-fold shorter than the 
SSC of C. illinoinensis.
 The IRa/LSC border is located between 
genes rpl2 (in the IRa region) and trnH (in the 
LSC region) in all species (Figure 2b). In J. 
mandshurica,181 bp of the rpl2 gene are po-
sitioned within the LSC region. The IRa/SSC 
border is filled by the ycf1 gene in all species 
except Carya kweichowensis, in which this 
gene is located internally in the IR regions, 
distant to the borders with the SSC and LSC 
regions. The genes rps19 in the LSC region 
and rpl2 in the IRb region define the IRb/LSC 
border in all species. In J. mandshurica, 82 
bp of the rpl2 gene are inside the LSC region. 
A comparatively long ndhF gene is found in 
the border IRb/SSC in Carya and Cyclocarya. 
This gene is much shorter in Juglans. A seg-
ment of the ycf1 gene is found in the IRb/SSC 
border in C. illinoinensis, C. sinensis, Cyclo-
carya, J. cathayensis,J. mandshurica, J. sinen-
sis, J. paliurus, J. hopeiensis, J. sigillata and J. 
regia (Figure 2b).
 Detailed comparisons of the IR/SSC and IR/
LSC junction sites among species of Juglande-
ae (Figure 2b) show little variation.Variations 
in IR boundarieswere mainly observed in C. 
kweichowensis, and some substantial differ-
8

ences in the size of the ndhFgene in species of 
Juglans in comparison to C. illinoinensis, C. 
sinensis,and Cyclocarya.
 The synonymous codons in angiosperms 
genomes retain different usage frequencies, 
i.e., codon usage biases. In C. illinoinensis
cv. Imperial, codon usage bias was revealed,
with a high proportion of synonymous codons
presenting the nucleotides A or U in the third
position (Figure 2a). This pattern is consistent
with most of the plastid genomes and may be
linked firstly to the high A/T content of the
plastid genome (A/T = 63.86%), although se-
lective pressure cannot be discarded (see re-
sults of the sliding window analysis below).
Codons CUG(L), CAC(H), GAC(D), CGC(R)
and GGC(G) can be considered under-repre-
sented (RSCU < 0.6), while codons UUA(L)
and AGA(R) are over-represented (RSCU >
1.6, Barbhuiya et al. 2019).

Twenty-nine codons presented RSCU values 
higher than 1.0, meaning they are being used 
more often than the expected. On the other 
hand, 33 codons are being used less frequently 
than expected, presenting a RSCU < 1.0. As 
expected, codons AUG(M) and UGG(W), the 
unique codons for methionine and tryptophan 
respectively, presented an RSCU = 1.0 (Fig-
ure 2a). The relative synonymous codon usage 
(RSCU) of the plastid genome of C. illinoin-
ensis cv. Imperial revealed a higher proportion 

Species Total length LSC SSC IR
Carya illinoinensis cv. Imperial 160,818 90,041 18,791 25,993
Carya illinoinensis MH909599.1 160,819 90,042 18,791 25,993
Carya kweichowensis 175,313 89,858 3,569 40,943
Carya sinensis 160,195 89,541 18,538 26,058
Cyclocarya paliurus 160,562 90,007 18,477 26,039
Juglans cathayensis 159,730 89,333 18,351 26,023
Juglans mandshurica 159,729 89,845 18,352 25,766
Juglans hopeiensis 159,714 89,316 18,352 26,023
Juglans sigiallata 160,351 89,871 18,412 26,034
Juglans regia 160,367 89,872 18,423 26,036
Juglans major 160,276 89,829 18,397 26,025
Juglans cinerea 160,288 89,803 18,417 26,034
Coefficient of variation (%)* 0.25 0.29 0.88 0.31

Ann. For. Res. 63(1): 3-18, 2020

Table 2 Size of plastid genomes of Juglandaceae species in base pairs (bp)

Note. *The coefficient of variation was computed excluding Carya kweichowensis.
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Relationship among 
plastid genomes of 
Carya illinoinensis 
cv. Imperial and spe-
cies of Juglandae. (a)
Dot plot analyses of
the plastid genome
of C. illinoinensis cv.
Imperial against three
Juglandaceae species.
The positive red slope
means that the pair of
sequences compared is
in the same orientation.
The negative blue slope
denotes that the pair of
sequences compared
can be aligned, but their
orientation is opposite.
In the dot plot against C.
weichowensis, the gray
region “a” highlights
the 14,495 bp without
correspondent sequence
in C. illinoinensis cv.
Imperial (as well as in
the other species of Jug-
landaceae). In the same
dot plot, region “b”
highlights a gap, which
means that no similarity
was identified between
this region, present in
the plastid genome of C.
weichowensis, and the
plastid of C. illinoin-
ensis cv. Imperial. (b)
Boundaries at the junc-
tions of the LSC, IRa,
IRb, and SSC regions of
the plastid genomes of
Carya, Cyclocarya, and
Juglans species.

Figure 1
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of AGA(R) codon (Fig-
ure 2a), which codifies 
the amino acid arginine. 
However, the amino ac-
ids with higher observed 
frequency were leucine 
(11%) and isoleucine 
(9%), while the frequen-
cy of the arginine ami-
no acid was 6% (Figure 
2b).

Prospection of SSR loci 
in Juglandeae plastid 
genomes

A total of 77 SSR loci 
were identified in the 
plastid genome of C. 
illinoinensis cv. Impe-
rial (Figure 2c), being 
66 monomers (A/T), 
seven dimers (AT/TA) 
and four trimers (AAT/
ATT). Nine SSR loci are 
located within the SSC 
region, five within each 
IR region, and 58 within 
the LSC region (Figure 
2d). Among all 77SSR 
loci, 13 were located 
within coding regions, 
10 within introns, and 54 
in intergenic regions. 
 In comparison to the 
plastid genome of C. illi-
noinensis MH909599.1 
(retrieved from the Gen-
Bank), cultivar Imperial 
has one more dimer and 
one more trimer locus. 
The highest number of 
SSR loci was identified 
in Carya kweichowen-
sis, which also has the 
largest plastid genome. 

Analyses of codon usage of C. illinoinensis cv. Imperial and 
prospection of SSR loci. (a) Relative codon usage and proportion of 
amino acids in the CDS regions of the plastid genome of C. 
illinoinensis cv. Imperial. Columns with the same color represent 
synonymous codons for the same amino acid or the stop codon 
(*). The upper line (  ) corresponds to RSCU = 1.6 (over-represen-
tation limit), while the lower line (  ) corresponds to RSCU = 0.6 
(under-representation limit). RSCU = 1.0 means absence of bias in 
codon usage. (b) Proportion of amino acids in the CDS regions of 
the plastid genome of C. illinoinensis cv. Imperial. (c) Number of 
monomer, dimer and trimer microsatellite loci prospected with-in 
the plastid genomes. (d) Distribution of the SSR loci within the 
plastid genome of C. illinoinensis cv. Imperial. Each line in the 
circle corresponds to one SSR loci.

Figure 2

Ann. For. Res. 63(1): 3-18, 2020
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This pattern is coherent with the large size of 
the Carya kweichowensis plastid genomebe-
cause besides to expansion and contraction of 
the IR and SSC boundary regions, repetitive 
genomic elements are also believed to enlarge 
genome sizes (Stefenon et al. 2019b). With 
the prospection parameters employed, no C/G 
SSR was found in the plastid genomes of C. 
illinoinensis and Cyclocarya paliurus.

Phylogenetic relationships and evolution 
of Juglandeae based on the whole plastid 
genome analysis

The phylogenomic analysis based on the com-
plete plastid sequences of 12 species of the 
tribe Juglandeae using Castanea mollissima 
(Fagaceae) as outgroup (Figure 3c) supports 
the phylogenetic studies based on morpholog-
ical, nuclear and plastid genes. High bootstrap 
calculations (BP =100%) support all clades. 
 The phylogenomic tree (Figure 3c) clustered 
Carya illinoinensis cv. Imperial with C. illi-
noinensis MH909599.1 with 100% bootstrap 
support. Carya kweichowensis clustered with 
Carya sinensis (BP = 100%) as a sister group 
of C. illioniensis clade (BP = 100%). These 
species comprise the subtribe Caryinae within 
tribe Juglandeae. All seven species of Juglans 
formed a monophyletic clade sister to Cyclo-
carya paliurus (BP = 100%).Juglans and Cy-
clocarya comprise subtribe Juglandinae. 
 Genes rearrangements were observed 
among the evaluated species of Juglandeae 

and Castanea mollissima (Figure 3a). For-
ty-two homologous DNA regions are not col-
linear between C. illinoinensis cv. Imperial 
and C. illinoinensis MH909599.1 (data not 
shown). Carya sinensis presents 195 and Car-
ya kweichowensis presents 236 non-collinear 
homologous DNA regions in comparison to C. 
illinoinensis, respectively. Cyclocarya present-
ed relatively larger non-collinear homologous 
DNA regions in comparison to the species of 
Carya (Figure 3a).
 The non-collinearity of homologous DNA 
among Juglans species is also restricted to mi-
nor regions, with a high similarity between J. 
regia and J. sigillata and between J. cinerea 
and J. major (data not shown), supporting the 
phylogenetic clustering of these species (Fig-
ure 3c). As expected, the larger difference con-
cerning the Local Collinear Blocks (LCBs) is 
observed with species of Juglandaceae in com-
parison to Castanea mollissima (Figure 3a).
 Based on the sliding window analysis, five 
hotspots of plastid nucleotide divergence were 
identified in this study (Figure 3b). Three of 
these hotspots are located within the LSC re-
gion (the rps16 gene, the trnQ-UUG - psbK re-
gion, and the trnV-UAC - trnM-CAU region), 
one in the SSC region (the ndhG gene) and 
one in the IRb region (the rrn23 - trnA-UGC 
region). In each of the three hotspot sites com-
posed of two coding-regions, the largest por-
tion of the hotspot sequence was related to 
one tRNA gene (trnQ-UUG, trnM-CAU, and 
trnA-UGC, Figure 3b). According to the codon 

Evolutionary relationships of species from tribe Juglandeae. (a) Multiple plastid genome align-
ment with species from tribe Juglandeae and Castanea mollissima (Fagaceae). Different colors 
represent different Local Colinear Blocks (LCBs), indicating sequence rearrangements and/or 
translocation. (b) Sliding window analysis of aligned whole plastid genomes of the 12 species 
of tribe Juglandeae. The regions with high nucleotide variability (π > 0.050) and approximated 
limits of the SSC, LSC, IRa, and IRb regions are indicated. (c) Phylogenomic relationship among 
species of Juglandeae, based on the NJ algorithm and using Castanea mollissima (Fagaceae) 
as outgroup. Number at nodes are the bootstrap support after 500 replicates. Numbers below 
branches are their respective length. Plastid genome sequences of all species were downloaded 
from Genbank (ID number given after each species name), except for C. illinoinensis cv. Imperial, 
which plastid genome sequence was generated in this study.

Figure 3  
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usage analysis (Figure 2a), codons UUG(L) 
and CAU(H) are used more often than expect-
ed, while the UGC(C) is used less often than 
expected without bias in codon usage. This 
suggests that the bias in codon usage can be 
an effect of evolutive selection, reflected in 
the presence of tRNA genes in the hotspots of 
plastid nucleotide divergence. 
 The dN/dS ratio of the five hotspots of diver-
sity revealed values compatible with a pattern 
of positive selection (dN/dS > 1). The mean 
values of dN/dS ratio overall codon were (i)
rps16 = 3.9, (ii) trnQ-UUG - psbK = 4.25, 
(iii) trnV-UAC - trnM-CAU = 4.25, (iv) ndhG
= 4.25, and (v) rrn23- trnA-UGC = 4.25. The
species pairwise distance and the mean over-
all distance (d) based on the mean number of
substitutions per site (Tables S1-S5 – Support-
ing information) and the maximum parsimony
tree based on the matrix of species pairwise
distances (Figure S2– Supporting information)
revealed different patterns for each hotspot.
The highest overall distance among popula-
tions (d = 0.514) was retrieved in the trnQ-
UUG – psbK region, followed by the rrn23
- trnA-UGC region (d = 0.418). The mean
overall distance for the other hotspot regions
of nucleotide diversity were lower than 0.009.
The clustering of the species in the maximum
parsimony trees was different for each region
and presented low bootstrap support for most
of the branches, except for the trnQ-UUG –
psbK region which presented bootstrap values
higher than 62%.

Discussion

Carya species are adapted to a broad range of 
climate types in North America, resulting in 
the existence of numerous cultivars and hybrid 
lines of C. illinoinensis and worldwide com-
mercial cultivation (Huang et al. 2019). Thus, 
understanding the genomic structure and evo-
lutive history of this species is crucial for the 
conservation and exploitation of the species’ 
genetic resources. In reporting the complete 

plastid genome sequence of Carya illinoin-
ensis cv. Imperial and comparing evolutive 
and structural parameters of the plastid ge-
nomes, we add to the scientific literature, nov-
el genomic resources and evolutionary insights 
about this species. 
 The general structure, the number, and the 
category of genes in the plastid genome of 
Carya illinoinensis cv. Imperial (GenBank 
ID MN221384) is comparable to most angio-
sperms (Hu et al. 2016, Dong et al. 2017, Hu 
et al. 2017, Zhai et al. 2019) and very similar 
to most species of Juglandeae, with small size 
differences ranging from 1 to 1089 bp (Table 
2). An expressive exception is the plastid ge-
nome of C. kweichowensis, which underwent 
a very large expansion of the IRs resulting in 
a meaningful increase in its genome size and a 
severe reduction in the SSC region (Table 2). 
It seems that this Chinese endemic species ex-
perienced a particular event of IR expansion/
SSC contraction, not shared by other species 
of the tribe Juglandeae, resulting in quite ev-
ident differences in the size of the IRa, IRb, 
and SSC regions. Expansion and contraction 
of the IR regions and the LSC/IR/SSC bound-
aries have been recognized as the main cause 
of the size variation of angiosperm plastid ge-
nomes (Dugas et al. 2015). Different from the 
IR expansion observed in C. kweichowensis, 
the IR/SSC and IR/LSC boundaries are highly 
conserved among all species of Juglandeae in-
cluded in this study, with only some subtle ex-
pansion/contraction events of the IRs (Figure 
1b). Sequence variabilities, especially in the 
ycf1 gene at IR-SSC junction and in the rps19 
and rpl22 genes at IR-LSC junction, are fre-
quently observed as a result of expansion and 
contractions events by gene conversion (Zhu 
et al. 2016, Lopes et al. 2018).
 Although numerous factors such as muta-
tional pressure, translational selection, com-
positional constraints, and gene length may 
cause bias in codon usage patterns, we sug-
gest that the biased usage towards codons 
with bases A and U in the third position (26 
out of 28 preferentially used codons) observed 
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(Rogalski et al. 2015) and are, therefore, more 
useful as molecular markers. Thus, these SSR 
loci prospected in the plastid genome of C. il-
linoinensis cv. Imperial have the potential for 
the development of markers for genetic stud-
ies at population, species and genus levels. 
Species-specific SSR markers have generated 
an elevated number of polymorphic loci than 
those employing universal primers (Wheel-
er et al. 2014). The difference in the number 
of SSR loci observed among species in this 
study highlights the possibility of selecting 
species-specific markers for each investigated 
species. 
 Moreover, we show that despite the sig-
nificant structural differences among plastid 
genomes, as LCBs rearrangements and differ-
ences in the IR/SSC and IR/LSC boundaries, 
the phylogenetic relationship among species 
is supported when complete plastid genome 
sequences are analyzed as a single molecule.
Overall, the species structure retrieved in our 
phylogenomic tree resembles the phylogenetic 
relationships of Juglandeae species based on 
plastid genes (Stanford et al. 2000; Manos et 
al. 2007), nuclear ITS (Stanford et al. 2000), 
and morphological data (Manos et al. 2007). 
Moreover, our phylogenomic analysis sup-
ports the monophyly of subtribes Caryinae and 
Juglandinae within family Juglandaceae and 
the monophyly of the genus Juglans is corrob-
orated.
 Single nucleotide variants, indels, and large 
structural variants were reported for plastid ge-
nomes of Juglans species (Hu et al. 2017). In 
our study, the distribution of the Local Colin-
ear Blocks (Figure 3a) reveals low difference 
among species (with exception of the quite 
larger plastid genome of C. kweichowensis) 
and represents the phylogenetic pattern of the 
species, with phylogenetic closer species shar-
ing the position of the LCBs, without signifi-
cant gene rearrangements.
 Moreover, we investigated whether any 
plastid gene of the studied species underwent 
positive selection. The sliding window anal-
ysis identified a total of five hotspots of nu-

Ann. For. Res. 63(1): 3-18, 2020

in C. illinoinensis cv. Imperial is an effect of 
the AT-rich composition of the species’ plastid 
genome. A similar pattern of codon usage bias 
and amino acid frequency has been reported 
in plastid genomes of other species as Angeli-
ca polymorpha (Apiaceae) (Park et al. 2019). 
However, the existence of three tRNA-coding 
regions with biased usage and that were also 
identified as hotspots of nucleotide divergence 
suggest the occurrence of evolutive selection 
over these codons. High estimations of dN/dS 
ratio suggest these hotspots of divergence are 
experiencing positive selection in Junglande-
ae.
 SSR loci are repetitive elements found in 
nuclear and organellar genomes and are wide-
ly employed in genetic studies (Lemos et al. 
2018). The plastid SSR loci identified in this 
study have potential usefulness as molecular 
markers for studies of species and even culti-
vars differentiation. The difference in number 
of SSR loci among species (Figure 2c) means 
that some of them are species-specific and can 
be characterized as markers for species differ-
entiation. Moreover, some SSR loci revealed 
polymorphism when C. illinoinensis cv. Im-
perial and C. illinoinensis MH909599.1 are 
compared (Table 3, Supporting Information) 
and can be used for the development of haplo-
typic genetic barcodes for cultivars identifica-
tion. The high fraction of SSR loci prospected 
in non-coding regions (intergenic regions and 
introns) of C. illinoinensis cv. Imperial may 
provide informative genetic markers and their 
deep characterization in silico and the labo-
ratory is an ongoing project of our research 
group. Plastid markers are uniparentally in-
herited and lack allele recombination being, 
therefore, convenient to a wide range of genet-
ic researches including cultivars identification, 
population genetics, gene flow, hybridization/
introgression, and characterization of species 
evolutionary history.
 Approximately 83% of the identified SSR 
loci are located within introns and intergenic 
regions. SSR loci located within intergenic 
regions and introns evolve faster than CDSs 
14
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cleotide divergence, including protein-coding 
genes (rps6 and ndhG) and intergenic regions 
(trnQ-UUG – psbK, trnV-UAC – trnM-CAU, 
and rrn23 – trnA-UGC). Six protein-coding 
genes and three intergenic regions were identi-
fied as a hotspot of nucleotide diversity among 
species of Juglans (Hu et al. 2017). However, 
the hotspots observed among Juglans species 
are all different from the hotspots we identified 
in our study. Among species of tribe Brasiceae, 
the rps16 gene was also found to be a hotspot 
of nucleotide divergence, presenting a signa-
ture of positive selection (Lopes et al. 2018). 
In our study, the dN/dS ratio of the hotspots of 
nucleotide diversity also revealed a signature 
of positive selection for all regions. Although 
the effect of the positive selection on the pro-
tein function and the adaptive capacity are still 
poorly understood, several studies have report-
ed signatures of positive selection on plastid 
genes (Lopes et al. 2018).

Conclusion

In conclusion, the findings of this study have 
important implications in the areas of genet-
ics, evolution, conservation, breeding, and 
biotechnology of Carya illinoinensis. Here 
we reported the complete plastid genome of 
C. illinoinensis cv. Imperial, a pecan variety
cultivated in southern Brazil and revealed the
existence of minor differences among plastid
genomes of species of tribe Juglandeae. On
the other hand, the presence of signatures of
positive selection in some genes and intergen-
ic regions was also observed. Moreover, this
plastid genome rises as an important genomic
resource, enabling the improvement of phy-
logenomic analyses based on whole plastid
genome sequences and also the development
of plastid SSR markers with wide applications
in population genetics, cultivars identification,
and genetic improvement.
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Figure S1. Carya illinoinensis cv. Imperial. 
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(b) Ripe nuts and (c) the kernel of the nut. (d)
Physical map of the plastid genome of C. il-
linoinensis cv. Imperial. The darker gray area
in the inner circle represents the GC content,
while light gray is the AT content. Coding re-
gions containing introns are marked with one
asterisk.
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tions per site and the corresponding standard 
errors of the hotspot sites of nucleotide diver-
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ae.
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11 species of tribe Juglandeae, using the hot-
spot regions of nucleotide divergence, deter-
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CAPÍTULO 2. Prospecção, caracterização e validação de marcadores SSR a partir do 

cloroplasto da nogueira-pecã “Imperial” 
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RESUMO 

 
 

A nogueira-pecã (Carya illinoinensis) é uma árvore frutífera com centro de origem em regiões 

temperadas do Hemisfério Norte, do Sul dos Estados Unidos até o México. Seu principal 

produto econômico é a noz-pecã, muito apreciada para consumo in natura ou processada. O 

estudo de diversidade genética e caracterização de cultivares são importantes no processo de 

melhoramento da espécie. Uma das técnicas utilizadas para estudo de diversidade e 

caracterização de cultivares é o desenvolvimento de marcadores moleculares altamente 

polimórficos, como as regiões microssatélite. O presente estudo teve como objetivo 

prospectar, caracterizar e validar marcadores microssatélite plastidiais em cultivares de C. 

illinoinensis e testar a transferibilidade in silico, destes marcadores, em espécies da família 

Juglandaceae. Para tal, foram utilizados dados obtidos no sequenciamento e montagem do 

genoma plastidial da cultivar Imperial, para posterior prospecção de microssatélite e o 

desenho de primers. Foram identificadas 147 regiões microssatélite no genoma plastidial 

montado de C. illinoinensis cv Imperial, sendo a frequência de trinucleotídeos igual a 47,6%, 

seguidos de 44,9% para mononucleotídeos e 5% de dinucleotídeos. A validação dos 

marcadores foi realizada in silico com o genoma plastidial da cultivar Imperial e com os 

genomas plastidiais de quatro cultivares (Lakota, Pawnee, Whichita e 87MX3-2.1) obtidos no 

banco de dados do GenBank/NCBI. Da validação in silico dos primers, de um total de 12 

primers testados, 10 amplificaram apenas em um locus na região avaliada, demonstrando 

serem viáveis. Os 10 pares de primers plastidiais prospectados foram então validados através 

da amplificação via reação de PCR e eletroforese em gel de agarose, do DNA de 13 cultivares 

de C. illinoinensis. O teste de transferibilidade in silico dos marcadores resultou em 

amplificação de 10 loci nas cultivares de C. illinoinensis, nove em espécies do gênero Carya e 

sete no gênero Juglans, sugerindo seu potencial para aplicação em estudos genéticos dessas 

espécies. A transferibilidade de marcadores foi relativamente alta quando comparada com 

dados presentes na literatura. Porém, o fato de algumas espécies terem uma transferibilidade 

baixa, pode se dar também pelo baixo número de sequências disponíveis no banco de dados. 

Na validação dos marcadores em cultivares de C. illinoinensis, apenas o locus cpCil1 não 

amplificou para a cultivar Choctaw, e não houve amplificação para os loci cpCil8 e cpCil9 na 

cultivar Chickasaw. Marcadores SSR apresentam um alto custo para seu desenvolvimento e, 

por isso, uma alternativa de barateamento é de extremo interesse. Com a prospecção, 

caracterização e validação destes marcadores SSRs espécie-específicos, outros estudos 

genéticos poderão ser realizados utilizando essas marcas e assim avançar na caracterização 

genética da espécie e como subsídio a programas de melhoramento. 
 

Palavras-chave: cpDNA, cpSSR, Carya illinoinensis, in silico. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

Dentre as espécies pertencentes ao gênero Carya, destaca-se Carya illinoinensis 

(Wangenh.) K. Koch, conhecida popularmente como nogueira-pecã (MARCHIORI, 1997). 

As florestas naturais de C. illinoinensis abrangem uma faixa contínua do México até Illinois, 

nos Estados Unidos, sendo que os mais densos bosques de nogueira-pecã se configuram nos 

cumes aluviais (apenas além da faixa normal de inundação) ao longo dos rios afluentes de 

Oklahoma, Texas e Louisiana (MCWILLIAMS, 2013). No Brasil, o Rio Grande do Sul 

apresenta a maior produção de nogueira-pecã da América Latina, sendo C. illinoinensis a 

principal espécie cultivada, destinando-se, unicamente, à produção de nozes comestíveis 

(GATTO et al. 2008). Além disso, a espécie é utilizada para a produção de lenha, quando o 

pomar é renovado sendo também empregada na arborização de parques e praças (BACKES e 

IRGANG, 2004). 

A C. illinoinensis é uma planta monóica, com flores pistiladas e estaminadas 

separadas, que ocorrem entre os meses de outubro e novembro. Os frutos são do tipo drupa, 

normalmente agrupados em cachos de três a sete unidades, com epicarpo que se separa do 

fruto na maturação, a parte aproveitável varia de 40 a 60%. No Brasil, o período de maturação 

do fruto acontece de março a maio, determinado pelas condições edafoclimáticas, 

fitossanitárias, nutricionais e, especialmente genéticas (DUARTE e ORTIZ, 2001). 

Normalmente a maturação ocorre entre 180 e 200 dias após a fecundação das flores 

(RASEIRA 1990). Entretanto, para que as plantas atinjam a produtividade esperada, é 

imprescindível que o pomar seja constituído de plantas pertencentes ao grupo de cultivares 

protândricas, ou seja, àquelas em que as flores estaminadas chegam primeiro à maturidade 

(Desirable, Western, Cheyenne, Caddo, Cape Fear, Success, Barton, Cherokee), e das 

cultivares protogínicas, em que as flores pistiladas chegam primeiro à maturidade (Choctaw, 

Wichita, Kiowa, Shawnee, Apache, Mohawk, Shoshoni, Chickasaw, Tejas, Elliott, Stuart, 

Comanche e Schley) (RASEIRA, 1990). As cultivares são propagadas por enxertia, e a 

produção de nozes inicia-se a partir quatro até oito anos após o plantio (BACKES e IRGANG, 

2004). 

Estudos genéticos relacionados à caracterização das cultivares de C. illinoinensis 

plantadas no Brasil são escassos (DE OLIVEIRA et al. 2021). Portanto, é importante a 

utilização de marcadores moleculares com o objetivo de gerar informação sobre a diversidade 

genética, para auxiliar na elaboração de estratégias de programas de melhoramento da 
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espécie.  Marcadores moleculares têm sido utilizados como ferramentas auxiliares nas 

diferentes etapas do melhoramento genético, desde a caracterização de germoplasma até as 

etapas finais de desenvolvimento e seleção de plantas melhoradas (FERREIRA e FALEIRO, 

2008; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Entre os marcadores moleculares disponíveis, 

os marcadores microssatélite apresentam grandes vantagens como a alta reprodutibilidade, 

codominância, alto conteúdo de polimorfismo e alelismo múltiplo (CHEN et al., 1997; LITT e 

LUTY, 1989). Conhecidos também como SSR (Simple Sequence Repeats), são marcadores 

moleculares eficientes para gerar informações que auxiliam em diversos estudos genéticos. As 

regiões microssatélite estão amplamente distribuídas no genoma nuclear dos eucariotos, além 

de serem localizadas também nos genomas mitocondrial e plastidial (POWELL et al., 1995; 

WANG et al., 2009). 

O genoma plastidial (cpDNA) difere do genoma nuclear, na maioria dos casos, por ser 

haplóide e não recombinante (NOCK et al., 2011). A análise do genoma plastidial é utilizada 

para estudos evolutivos e ecológicos, com o objetivo de avaliar os padrões uniparentais de 

fluxo gênico dentro e entre populações, com algumas exceções, além disso, para classificar 

táxons, estudar filogenia, filogeografia (STEFENON et al., 2019) e gerar barcoding 

(PROVAN et al., 2001; MCPHERSON et al., 2013; WHEELER et al., 2014).  Em plantas, é 

complexo detectar polimorfismos em populações com genomas de cloroplasto devido ao 

baixo grau de substituição e baixo percentual de mutação (MCPHERSON et al., 2013).  Os 

marcadores microssatélite plastidiais (cpSSR) apresentam-se como potencial ferramenta para 

contornar esta dificuldade devido às modificações intraespecíficas (PROVAN et al., 2001). 

Com os progressos na tecnologia de sequenciamento, o número e o tamanho das 

sequências aumentaram e hoje muitos genomas nucleares e de cloroplasto foram totalmente 

sequenciados. Os cpSSR são adequados para detectar gargalos em populações naturais, para 

medir a diversidade citoplasmática e a variação genética em material de melhoramento de 

plantas (FJELLHEIM et al., 2006). Em estudos de parentesco, os cpSSR funcionam como 

marcadores parentais paternos ou maternos, atuando como medidas diretas de fluxo de pólen 

ou semente. Os loci, por não serem recombinantes, fornecem aspectos que correspondem ao 

parental não sendo necessário inferir a fase gamética dos loci heterozigotos como nos 

microssatélites nucleares.  

Até o momento, não há registro na literatura de marcadores microssatélite plastidiais 

desenvolvidos em C. illinoinensis. Sendo assim, com a prospecção e validação dos 

marcadores SSR plastidiais (cpSSR) espécie-específicos, estudos genéticos poderão ser 

realizados utilizando essas marcas para promover o avanço nos estudos de caracterização 
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genética da espécie. Além disso, os marcadores plastidiais desenvolvidos para C. illinoinensis 

podem ser uma ferramenta promissora através da transferibilidade para outras espécies da 

família viabilizando os estudos com espécies em que ainda não validaram marcadores 

espécie-específicos. Com isso, o objetivo deste estudo foi prospectar, caracterizar e validar 

marcadores cpSSR para estudos da diversidade genética de cultivares de C. illinoinensis. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O material vegetal foi gentilmente cedido pelo Engenheiro Florestal Tales Poletto, no 

âmbito do projeto “Caracterização molecular de cultivares da nogueira-pecã”, desenvolvido 

através da parceria entre UNIPAMPA, UFSC, UFSM e IBPecan. 

 

2.1 Prospecção e caracterização dos marcadores cpSSR 

 

O desenvolvimento de marcadores microssatélite e o desenho dos primers SSR foram 

realizados a partir do genoma plastidial da cultivar Imperial, sendo utilizado o 

sequenciamento e montagem reportados por Nagel et al. (2020). A prospecção de marcadores 

microssatélite plastidiais e o desenho de primers foram realizados através do software SSR 

locator (MAIA et al., 2008). Inicialmente, foram definidos limites mínimos para pesquisa: dez 

para repetições de mononucleotídeos, três para repetições de dinucleotídeos e cinco para 

repetições de tri-, tetra-, penta- e hexanucleotídeos. Os microssatélites adjacentes foram 

classificados como compostos, quando localizados a uma distância menor do que 25 (pb). Ou 

seja, o software considera duas regiões SSR com distâncias de até 25 (pb) como sendo uma 

mesma região composta.  

 

2.2 Validação in silico dos marcadores cpSSR 

 

A simulação da PCR in silico foi realizada para o genoma plastidial de todas as 

cultivares de C. illinoinensis depositados no banco de dados de cpDNA do Taxonomy 

browser no site do NCBI (National Center for Biotechnology Information, disponível em: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Foram obtidos dados de sequências de cpDNA para as 

cultivares Lakota, Pawnee, Whichita, Imperial e 87MX3-2.1 (disponíveis no GenBank sob os 
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números MH909600.1, MH909599.1, MN977124.1 e MN221384.1, respectivamente).  

 Por fim, foi empregado o programa SPCR, o qual fez a simulação da PCR in silico, 

necessitando de especificações exatas de temperatura de anelamento (45ºC) e porcentagem de 

Guanina/Citosina (30%), para a primeira PCR in silico de C. illinoinensis, seguida de cada 

uma das cultivares. 

Para validar os marcadores in silico foi realizada a simulação de eletroforese em gel 

com a ajuda do software SIMGEL, incluído no pacote SPCR (CAO et al., 2005). A validação 

seguiu alguns critérios de avaliação: (i) não apresentar loci sobrepostos e (ii) os alelos 

apresentarem um tamanho próximo ao estimado durante a prospecção. Quando dois loci 

apresentaram tamanho desejado e sem sobreposição, foram testados em laboratório. 

Marcadores ótimos devem possuir apenas um locus na região desejada. Marcadores que não 

atingiram os dois critérios acima foram desconsiderados para análises em laboratório. 

 

2.3 Transferibilidade dos marcadores in silico 

 

Os marcadores desenvolvidos a partir do genoma plastidial de C. illinoinensis cv 

Imperial foram testados quanto à transferibilidade in silico. Foram realizados os mesmos 

procedimentos de PCR e eletroforese virtual, utilizando sequências de genomas plastidias 

obtidas no banco de dados do NCBI para espécies da família Juglandaceae, a qual a espécie 

C. illinoinensis pertence, dentre elas, quatro cultivares de C. illinoinensis, seis espécies do 

gênero Carya, uma espécie do gênero Cyclocarya e 11 espécies do gênero Juglans. 

 

2.4 Validação dos marcadores em cultivares de C. illinoinensis 

 

Para validação dos marcadores nas cultivares em laboratório, amostras foliares de 17 

plantas (13 cultivares) foram coletadas em três municípios no Estado do Rio Grande do Sul 

(Anta Gorda, Estrela e Don Feliciano). Estas foram embaladas e imediatamente mantidas em 

PVP-40 2% (polivinilpirrolidona) para conservação da integridade do material genético 

durante o transporte ao Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal 

(LFDGV) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Após conservação, as amostras 

foram mantidas em freezer para a posterior realização dos procedimentos e análises genéticas. 

Os tecidos foliares foram macerados e a extração de DNA total foi realizada por meio do 

método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987), com modificações.  

Posteriormente, para verificar a qualidade do DNA extraído, realizou-se uma 
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eletroforese horizontal em gel de agarose 2%, corado com GelRed® e tampão para 

eletroforese TBE (Tris Borato-EDTA) na concentração de 1x. A quantidade e a qualidade do 

DNA isolado foram verificadas através do espectrofotômetro NanoDrop 1000® (Thermo 

Fisher Scientific, Wilmington, EUA) em relação à concentração e razões de absorbância 

260/280 e 260/230.  

Na etapa de validação in silico dos marcadores foram selecionados 10 loci que 

atenderam os critérios de avaliação determinados. O protocolo de amplificação dos 10 

marcadores microssatélite plastidiais foi por meio de reações de PCR em Termociclador 

Veriti®. Para as reações de amplificação via PCR foram realizadas para um volume final de 

15 μL, contendo 2,0 µl de DNA, 0,9 µl de dNTP (Sinapse Inc, Hollywood, Florida, USA), 0,2 

µl de Taq Polimerase DNA (Ludwig), 1,5 µl tampão 10X (Ludwig), 1,20 µL de BSA, 0,75 µl 

de MgCl2 (Ludwig), 1,0 µM de iniciador forward, 1,20 µM de iniciador reverse. A 

programação no Termociclador Veriti® foi realizada da seguinte maneira: 95°C por 3 min; 

seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 s, temperatura de 60º de anelamento por 30 s, 72°C por 

30 s; seguido de oito ciclos de 94ºC por 30s, temperatura de 53ºC por 45 s, 72ºC por 45s; e a 

etapa de extensão final a 72°C por 10 min, sendo mantidos a 4ºC. 

A caracterização dos genótipos foi realizada por meio de eletroforese em gel de 

agarose 2,5%. Os géis foram corados com GelRed e visualizados em um transiluminador de 

luz UV. 

 

 2.6 Análise dos dados   

 

O software TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle, 

Inglaterra) foi usado para análise das bandas no gel de agarose 2,5%. Primeiramente, fez-se a 

seleção das linhas/colunas, definindo-se o local de cada poço em que foi pipetada a amostra. 

Após, fez-se a detecção das bandas manualmente e, em seguida, a calibração do marcador de 

peso molecular 100 pb. Posteriormente, os valores dos pares de bases foram fornecidos por 

coluna. A partir de então, o programa calcula uma série de algoritmos para se verificar os 

picos de cada banda/coluna no gel, assim como os limites das bandas, esses limites podem ser 

ajustados manualmente. Ao lado da imagem do gel, o programa fornece um gráfico com a 

posição da intensidade (em pixels) da banda. Em seguida, foi selecionada cada coluna, sendo 

que o programa disponibiliza uma tabela informando os valores dos pares de bases.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 Prospecção e caracterização dos marcadores  

 

Foram identificadas 147 regiões microssatélite no genoma plastidial de C. illinoinensis 

cv Imperial (Tabela 1). A frequência de trinucleotídeos no genoma plastidial foi igual a 

47,6%, seguidos de 44,9% para mononucleotídeos e 5% de dinucleotídeos (Tabela 1). De 

acordo com Azevedo (2007), os motivos dinucleotídeo, trinucleotídeo e tetranucleotídeos, 

encontrados em regiões microssatélite são os mais frequentes e polimórficos, embora haja 

vasta frequência de hexanucleotídeos, estes apresentam baixo polimorfismo.  

Os loci selecionados para a validação em cultivares de C. illinoinensis (ver a seguir), 

encontram-se todos em regiões intergênicas, não codificadoras do genoma plastidial da 

espécie. 

 

Tabela 1. Regiões microssatélite localizadas no genoma plastidial de C. illinoinensis cv 

Imperial.  

Motivos Quantidade de sequências Porcentagem 

Mononucleotídeos 66 44,9% 

Dinucleotídeos 7 5% 

Trinucleotídeos 70 47,6% 

Tetranucleotídeos 2 1% 

Pentanucleotídeos 1 <0,5% 

Hexanucleotídeos 1 <0,5% 

Total 147 100% 

Fonte: Autor, 2022. 

 

Os resultados obtidos neste estudo exibem diferenças, principalmente pelo quantitativo 

de amostras estudadas, assim como as regiões onde estão presentes os SSR. Em regiões 

intergênicas a incidência de SSR tende a ser maior (VIEIRA et al., 2016). A baixa frequência 

de motivos do tipo di e tetranucleotídeos foram observados para os marcadores 

desenvolvidos. Ebrahimi et al. (2018), analisando microsequências no gênero Juglans 

(Juglandaceae), detectaram a presença de motivos di-, tri- e tetranucleotídeos no genoma 

plastidial, mas as frequências variaram consideravelmente entre as espécies. O número total 

de motivos identificados no genoma plastidial foi pequeno em comparação com nSSR, mas as 
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diferenças no número de motivos entre as espécies, e na presença ou ausência de motivos 

entre as espécies foram grandes o suficiente para que pudessem ser usados para compreender 

a evolução dos plastídios. Foram encontrados em maior número os motivos AT, sendo os 

dinucleotídeos, as repetições AT/TA mais comuns (46%), os trinucleotídeos (ATT/ATA) 

também estavam presentes, porém raros (um a três motivos por genoma). Nesta mesma 

análise, os autores verificaram que os motivos de trinucleotídeos eram dependentes da 

espécie, com um a dois motivos identificados por espécie.  

Em relação às regiões cpSSR identificadas em estudos com algumas espécies arbóreas 

cultivadas, a maioria foi classificada como mononucleotídeos (GEORGE et al. 2015, 

ANDRADE et al., 2018). Em 31 espécies de Eucalyptus o número total de cpSSR variou 

entre 71 para Eucalyptus melliodora e 135 para Eucalyptus aromaphloia, superior ao 

observado para Pinus spp., mas também com predominância de mononucleotídeos, e apenas 

0,48% de di- e 3,57% de repetições de trinucleotídeos para espécies do gênero (ANDRADE et 

al., 2018). Além disso, 270 cpSSR foram observados para P. koraiensis, com predominância 

de tipo mononucleotídeo (GEORGE et al. 2015). Para o gênero Pinus, 1542 cpSSR foram 

desenvolvidos para 20 espécies, 56,15% delas em regiões não codificante, sendo a maior parte 

dos cpSSR classificada como mononucleotídeos (1333), mas também foram localizados 53 

dinucleotídeos, 61 tri-, 62 tetra-, 17 penta- e 16 hexanucleotídeos repetidos (MORO et al. 

2019). Para as espécies de Pinus as repetições de dinucleotídeos são muito mais abundantes 

do que tri- ou tetranucleotídeos (SMITH et al., 1994). Em espécies de cereais, os 

trinucleotídeos cpSSR são mais frequentes (54-78%), seguidos pelos dinucleotídeos (17,1-

40,4%) e repetições de tetranucleotídeos (3-6%) (VARSHNEY et al., 2002).  

Em estudo para família Juglandaceae, dentre eles para a espécie Cyclocarya paliurus 

(espécie monotípica da China Subtropical), foram encontradas o total de 153 sequências que 

continham repetições de microssatélite e 137 com regiões flanqueadoras relativamente longas 

foram usadas para projetar primers (FAN et al., 2013). Na aplicação de 12 marcadores 

polimórficos EST-SSR nucleares em uma nogueira chinesa endêmica (Juglans cathayensis), 

usando tecnologia de sequenciamento de última geração, observou-se que as repetições de 

dinucleotídeos foram as mais frequentes (8.969; 39,9%), seguidas por repetições de 

trinucleotídeos (2.993; ou 13,3%) e repetições de tetranucleotídeos (310; ou 1,4%) (DANG et 

al., 2015). Para Juglans hopeiensis as repetições de mononucleotídeos foram as mais 

frequentes (7.208; ou 43,2%), seguidas por repetições de dinucleotídeos (6.180; ou 37,0%), 

então por repetições de trinucleotídeos (2.288; ou 13,7%) (HU et al., 2015). Esses trabalhos 

realizados foram a partir de DNA nuclear e, mesmo sendo espécies da mesma família, 
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demonstram uma variação na percentagem de motivos até mesmo dentro do gênero.  

 

3.1 Validação in silico dos marcadores cpSSR de Carya illinoinensis 

 

Foi realizada uma amplificação in silico confrontando inicialmente as sequências de C. 

illinoinensis através do software SPCR (CAO et al, 2005) utilizando uma faixa de 90 a 500 

pb. Dos 12 loci prospectados, 10 foram considerados ótimos e aptos a serem sintetizados para 

teste (Tabela 2). A figura 1 demonstra o resultado da validação in silico. 

Fonte: Autor, 2022. 

  

 

 

 

 

Tabela 2. Loci microssatélites prospectados considerados ótimos para teste nas cultivares 

de Carya illinoinensis. 

Locus Primer sequence (5'->3') Repeat Motif Product Size 

cpCil1 GATCGGATTATATTTGTTTG 

TAAATGAAGTAGTTGGGTCT 
(AAT)4 280 

cpCil2 AGGAGATTCCCATATCTATC                              

AATAAACTACGCAGAAAATG 
(TA)10 237 

cpCil4 AAATAAAGTAAGAAGGGCTC                              

GACGAAATCAAAGAGGTACT 
(AT)6-(AT)7 244 

cpCil5 TGTACCCTCTTCAAATTCTA                              

AATAACCGATTAGTCCTTCT 
(ATT)6 267 

cpCil6 CCTGAATATGATTCTACCAA                                                         

GTGAAAAGGAGAACACATAG 
(AATA)3 190 

cpCil7 TCTTATCAATAAAATTTCCG                                                            

GGAATAGTTCCTTTCATTCT 
(ATT)5 270 

cpCil8 AACGTTTTTATTGTTGTGTT                                                     

TTTCGTAAAATCTCGTCTAC 
(TTA)4 210 

cpCil9 ATTACTCAAAAGAATCGACA                              

ATTTGTTTATTCCTTATCCC 
(AT)6 257 

cpCil10 CTTTCTGGATGTAGATGATG                              

CGACGTAATTTCATAGAGTC 
(TA)6 239 

cpCil12 CGACGTAATTTCATAGAGTC                              

CTTTCTGGATGTAGATGATG 
(AT)6 239 
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Figura 1. Amplificação e eletroforese in silico. O SimGel corresponde ao marcador ou ladder 

em pares de bases, sendo a região avaliada entre 90 e 500 pb. São primers que demonstraram 

estar de acordo com os critérios propostos durante a validação. (Fonte: Autor, 2022). 
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Não existe critério para a definição do número mínimo de unidades repetitivas que 

caracterize um motivo microssatélite (YU et al. 1999). Porém, existe uma relação direta entre 

o número de repetições e o número de alelos em um microssatélite (WEBER et al. 1990). No 

entanto, microssatélite curtos apresentaram maior polimorfismo do que os longos (YU et al. 

1999). 

 

 

3.2 Transferibilidade in silico dos marcadores cpSSR  

 

 

Os resultados da transferibilidade in silico dos primers de C. illinoinensis para outras 

espécies de Juglandaceae demonstraram que a grande maioria dos loci amplificaram com 

sucesso nas cultivares e em espécies do gênero Carya (Tabela 3), a porcentagem de 

amplificação entre os loci variou entre 30,4% (cpCil1) e 95,7% (cpCil2, 5, 9, 10 e 12). O 

número de loci amplificados por espécie apresentou ampla variação, os 10 marcadores 

obtiveram amplificação bem-sucedida nas cultivares de C. illinoinensis, nove em espécies do 

gênero Carya e sete no gênero Juglans, sugerindo seu potencial para aplicação em estudos 

genéticos dessas espécies. Portanto, constatada a baixa transferibilidade para a espécie 

Juglans ailanthifolia, e a não amplificação dos primers cpCil1 e cpCil7 para todas as espécies 

do mesmo gênero.  

As regiões flanqueadoras dos microssatélites são bastante conservadas, o que 

possibilita a utilização dos primers desenvolvidos para uma espécie em outras espécies 

pertencentes ao mesmo gênero ou até mesmo gêneros distantes da mesma família 

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998, BARBARÁ et al., 2007). O sucesso de 

transferência entre espécies é maior para as alógamas ou com sistema de reprodução misto e 

quando o tamanho do genoma da espécie alvo é menor do que o da espécie da qual foram 

originados os microssatélites (BARBARÁ et al., 2007). 
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 Tabela 3. Transferibilidade de primers microssatélite em espécies da família Juglandaceae. 

Fonte: Autor, 2022.  

 

Com relação ao número de loci amplificados por gênero, obteve-se uma média de 

nove que amplificaram em espécies do gênero Carya à qual pertence C. illinoinensis, sete na 

espécie do gênero Cyclocarya e sete em Juglans (Figura 2). 
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No. 

de 

loci 

Carya            

C. illinoinensis cv 

Imperial X X X X X X X X X X 10 

C. illinoinensis cv 

Whichita X X X X  X X X X X 9 

C. illinoinensis cv 

Pawnee X X X X X X X X X X 10 

C. illinoinensis cv 

Lakota X X X X X X X X X X 10 

C. illinoinensis cv 

87MX3-2.11 X X X X  X X X X X 9 

C. sinensis   X X X X X X X X 9 

C. ovata X X X X  X X X X X 9 

C. laciniosa X X X X  X X X X X 9 

C. kweichowensis  X X X X X X X X X 9 

C. hunanensis  X  X X X X X X X 8 

C. cathayensis  X X X X X X X X X 9 

Cyclocarya            

C. paliurus  X X X X   X X X 7 

Juglans            

J. sigillata  X X X X   X X X 7 

J. regia    X X X X   X X X 7 

J. nigra  X X X X  X X X X 8 

J. microcarpa  X X X X  X X X X 8 

J. mandshurica  X X X X   X X X 7 

J. hopeiensis  X X X X   X X X 7 

J. hindsii  X X X X  X X X X 8 

J. grande  X X X X   X X X 7 

J. cinerea  X X X X  X X X X 8 

J. cathayensis  X X X X   X X X 7 

J. ailanthifolia  X         1 

% de transferibilidade 30,4 95,7 91,3 95,7 78,3 47,8 65,2 95,7 95,7 95,7  
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Figura 2. Número de loci amplificados em cada um dos gêneros analisados. À esquerda 

pode-se observar a árvore filogenética que representa as relações de distância entre os seis 

gêneros que pertencem à tribo Juglandoideae, adaptado de Xiang et al. (2014). 

 

Os microssatélites plastidiais desenvolvidos a partir de C. illinoinensis cv Imperial 

demonstraram um elevado grau de transferibilidade entre diversas espécies da tribo 

Juglandoideae. Isto sugere que as regiões que flanqueiam as sequências SSR, identificadas 

nesta biblioteca, são bem conservadas entre as espécies estudadas, mesmo pertencendo a 

gêneros mais distantes filogeneticamente de Carya, à qual C. illinoinensis pertence. Todos os 

pares de loci descritos neste trabalho amplificaram in silico em pelo menos para uma espécie 

dentro dos gêneros analisados da família Juglandaceae e, embora de um modo geral as taxas 

de sucesso tenham diminuído com o aumento da distância evolutiva, isto não foi constante 

para todos os marcadores e espécies analisados (Tabela 3).  

A percentagem de loci amplificados in silico em Juglans (70%), gênero mais distante 

de Carya, foi igual à do gênero Cyclocarya (70%), que é mais próxima filogeneticamente. No 

entanto, é importante ressaltar que o número de espécies testadas para cada gênero não foi o 

mesmo e que essa diferença pode ter contribuído para a maior ou menor percentagem de 

transferibilidade em determinado gênero. Esse é o caso, por exemplo, do gênero Cyclocarya, 

que apresentou equivalência em percentagem de transferibilidade, mas teve uma única espécie 

testada (C. paliurus). Outro aspecto a ser levado em consideração, é que, a transferência não 

depende somente da relação filogenética entre as espécies, mas também de outros fatores 

como tamanho e complexidade do genoma e região na qual os microssatélites estão 

localizados (codificadoras ou não codificadoras) (OLIVEIRA et al. 2006, BARBARÁ et al. 

2007).  

O caminho mais comum empregado em estudos com cpSSR é a utilização de 

marcadores desenvolvidos em outras espécies. Ebert e Peakall (2009) realizaram uma revisão 
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bibliográfica sobre as aplicações de cpSSR para uma ampla variedade de espécies de plantas e 

64% dos estudos retornados aplicaram ensaios de marcadores cpSSR que foram 

desenvolvidos para espécies não relacionadas. Constituindo a maioria desses estudos, 

observou-se um subconjunto dos 10 marcadores ccmp desenvolvidos por Weising e Gardner 

(1999) ou os 36 marcadores ntcp de Bryan et al. (1999), ambos derivados do tabaco 

(Nicotiana tabacum). Novos estudos vêm surgindo, os quais têm se baseado em análises de 

polimorfismos de cpSSR universais ou sequenciamento de regiões intergênicas 

(COLLEVATTI et al., 2003; LIAN et al., 2003; LIRA et al., 2003; MARTINS et al., 2006). 

Devido ao fato de ser uma molécula altamente conservada entre as espécies de angiospermas, 

o DNA plastidial permite essa utilização em nível universal, não sendo necessário, como no 

caso de DNA nuclear, isolar sequências específicas de SSR (AZEVEDO et al., 2008). O uso 

de marcadores universais tem benefícios em termos de custos de desenvolvimento, no 

entanto, como estratégia para acessar a variação do cpSSR em espécie nova, é inerentemente 

limitado (AZEVEDO et al., 2008). 

Com a escassez de estudos relacionados à cpSSR na família Jungladaceae, observam-

se estudos com transferibilidade de locus microssatélite nucleares não codificantes e 

expressos entre espécies taxonomicamente relacionadas, como observado para o gênero 

Juglans (Juglandaceae) (ROSS-DAVIS e WOESTE, 2008) e para o gênero Carya (GRAUKE 

et al. 2010). Estudos prévios relataram altas taxas de transferência dentro de um táxon, com o 

declínio de sucesso na transferibilidade com o aumento da distância genética na análise com 

nSSR (SAHA et al. 2006; BARBARÁ et al. 2007; GRAUKE et al., 2010; ROSS-DAVIS e 

WOESTE, 2008). Ross-Davis e Woeste (2008) testaram a transferibilidade de 10 loci 

nucleares desenvolvidos para Juglans nigra em 14 espécies do mesmo gênero e na espécie C. 

illinoinensis, indicando o alto nível de homologia entre o genoma destas espécies. Os loci 

amplificados na maioria das espécies examinadas eram altamente polimórficos, mostrando 

18–32 alelos por locus entre as espécies, entretanto, o polimorfismo dentro dos táxons foi 

geralmente baixo, variando de 1,3 para J. xquadrangulata a 13 para J. cinerea. Isso 

provavelmente ocorreu devido ao tamanho limitado da amostra, quatro dos dez loci foram 

amplificados em todas as espécies. A transferência de três marcadores para C. illinoinensis 

observou-se incomum o que apontou para uma forte conservação desses loci ou uma 

divergência relativamente recente dos gêneros (HALE et al. 2005). Fan et al. (2013) 

desenvolveram 28 marcadores microssatélite nucleares para Ciclocarya paliurus. Neste 

estudo, a transferibilidade dos marcadores foi testada em Juglans regia, Pterocarya 

stenoptera e Platycarya strobilacea. Vinte e um (75,0%), 22 (78,6%) e 15 (53,6%) loci foram 
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amplificados com sucesso em J. regia, P. stenoptera e P. strobilacea, respectivamente. Mais 

da metade foi amplificado com sucesso em três espécies intimamente relacionadas, sendo 

assim, esses marcadores representaram um conjunto de ferramentas moleculares úteis para 

estudos de genética populacional em outras espécies de Juglandaceae. 

Em um estudo em Pterocarya stenoptera, 2452 microssatélite nucleares foram 

descobertos no transcriptoma. Cem loci foram selecionados aleatoriamente para verificar a 

eficiência da amplificação. Destes loci testados, 15 apresentaram polimorfismo. Este foi o 

primeiro conjunto de marcadores microssatélite desenvolvidos especificamente para P. 

stenoptera o que se tornou útil para estudos de genética populacional e genética da paisagem 

da espécie. Todos os marcadores foram amplificados com sucesso na espécie relacionada P. 

hupehensis, sugerindo que eles também poderiam ser usados para estudar outras espécies 

relacionadas à Pterocarya (WANG et al., 2018). 

Os resultados deste trabalho também indicaram ótimo potencial de transferência dos 

marcadores microssatélite plastidiais no mesmo gênero (91%) e entre gêneros mais distantes 

(de 65,5 a 70%) da família Juglandaceae. Este foi um resultado importante, pois os 

marcadores cpSSR prospectados neste trabalho podem contribuir para o estudo de espécies de 

Juglandaceae, diminuindo o custo e tempo necessários para o desenvolvimento de marcadores 

específicos para cada espécie. Os microssatélites encontrados no genoma plastidial, são 

indicados para utilização em estudos evolutivos, filogeográficos, filogenéticos e de fluxo 

gênico (MACHADO et al., 2022). Eventos de deriva genética, efeito fundador e gargalos 

genéticos (bottlenecks) são analisados de maneira mais detalhada utilizando cpSSR e são 

considerados marcadores complementares ao SSR nucleares (POWELL et al., 1995; 

PROVAN; POWELL; HOLLINGSWORTH, 2001). Esta contribuição se torna ainda mais 

relevante se considerarmos que não há estudos de transferibilidade em espécies da família, 

relacionados à cpDNA, e que Juglandaceae possui importância econômica relevante 

nomeadamente na produção de nozes-comuns (Juglans), pecãs (Carya illinoinensis) e hicória 

(Carya). A noz produzida pela espécie Juglans regia é uma das principais produzidas 

comercialmente em nível mundial (CHRISTENHUSZ e BYNG, 2016). 

 

3.3 Validação dos marcadores em cultivares de C. illinoinensis 

 

Foram realizadas as reações de PCR conforme descritas na metodologia para 17 

amostras (13 cultivares; Tabela 4) com os 10 marcadores prospectados e os produtos de PCR 

foram separados através de eletroforese em gel de agarose 2,5% (Figura 3). 
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Tabela 4. Número da amostra e as respectivas cultivares de C. illinoinensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostra Cultivar 

1 Moneymaker 

2 Barton 

3 Desirable 

4 Desirable 

5 Jackson 

6 Farley 

7 Imperial 

8 Imperial 

9 Imperial 

10 Sucess 

11 Barton 

12 Chickasaw 

13 Shawnee 

14 Stuart 

15 Importada 

16 Choctaw 

17 Mahan 
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Figura 3. Géis de eletroforese (agarose 2,5%) com os produtos da amplificação dos 10 locus SSR plastidiais selecionados a partir do 

sequenciamento do plastoma de C. illinoinensis cv Imperial, para as 17 amostras de nogueira-pecã, para cada marcador, e a esquerda e direita com 

ladder de 100pb. (Fonte: Autor, 2022). 
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3.4 Genotipagem 

 

 Com o auxílio do software TotalLab TL120, foram verificadas as bandas nos géis para 

conferir o posicionamento dos loci amplificados (Tabelas 5). 

Fonte: Autor, 2022. 

 

 

Tabela 5. Tamanho do alelo observado (pb) obtidas para as 17 amostras de C. illinoinensis. 

Cultivar cpCil1 cpCil2 cpCil4 cpCil5 cpCil6 

Moneymaker 351 286 285 329 217 

Barton  356 277 294 320 214 

Desirable  351 285 292 315 212 

Desirable  350 288 295 317 208 

Jackson  353 281 288 329 206 

Farley  355 272 283 320 205 

Imperial  353 267 292 318 211 

Imperial  351 263 293 317 216 

Imperial  345 276 290 311 208 

Sucess  347 276 296 315 214 

Barton 340 260 300 318 213 

Chickasaw 351 290 289 327 212 

Shawnee  357 291 295 326 211 

Stuart 349 285 300 321 214 

Importada 350 272 291 321 210 

Choctaw  -- 297 283 319 214 

Mahan  353 271 296 315 212 
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Fonte: Autor, 2022. 

 

 

 Os 10 marcadores plastidiais prospectados permitiram amplificar com sucesso as 

regiões microssatélite das cultivares de C. illinoinensis. Apenas o locus cpCil1 não amplificou 

para a cultivar Choctaw (Tabela 5). Não houve amplificação para os loci cpCil8 e cpCil9 na 

cultivar Chickasaw (Tabela 5). Esse polimorfismo no tamanho dos alelos é importante, pois 

determina a capacidade informativa desses marcadores. Contudo, a utilização de métodos 

eletroforéticos mais precisos, como a eletroforese capilar em sequenciadores de DNA, é 

recomendada para a devida caracterização dos alelos presentes em cada cultivar. 

Não há estudos com prospecção e validação de cpSSR no gênero Carya, pois a 

maioria está baseado em marcadores plastidiais universais. Cheng et al. (2006), Weising e 

Gardner (1999) e Bryan et al. (1999) desenvolveram marcadores plastidiais universais a partir 

de Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana que foram capazes de amplificar microssatélite 

plastidiais em uma ampla gama de espécies de dicotiledôneas frutíferas.  

Grauke et al. (2010) utilizaram os marcadores plastidiais universais desenvolvidos por 

Weising and Gardner (1999) e Bryan et al. (1999) em C. illinoinensis e compararam as 

informações fornecidas por esses marcadores com as fornecidas pelos SSR nucleares espécie-

específicos. Os marcadores de cpDNA exibem uma taxa evolutiva mais lenta, sendo assim, 

alguns marcadores com uma taxa evolutiva mais rápida, como os microssatélite, podem 

agregar informações aos resultados com marcadores citoplasmáticos e ajudar a elucidar a 

Tabela 5. Tamanho do alelo observado (pb) para as 17 amostras de C. illinoinensis 

(continuada). 

Cultivar cpCil7 cpCil8 cpCil9 cpCil10 cpCil12 

Moneymaker 351 304 252 264 304 

Barton  349 302 248 263 304 

Desirable  343 300 246 259 304 

Desirable  344 310 243 253 303 

Jackson  340 310 245 259 303 

Farley  345 306 245 258 301 

Imperial  344 304 245 257 301 

Imperial  348 306 246 255 300 

Imperial  344 304 248 249 300 

Sucess  349 306 253 250 299 

Barton 353 310 253 250 299 

Chickasaw 342 -- -- 246 300 

Shawnee  350 314 257 248 300 

Stuart 347 314 257 242 300 

Importada 346 316 251 240 298 

Choctaw  350 314 254 245 300 

Mahan  327 314 253 244 299 
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história evolutiva mais recente de espécies relacionadas. Nesse estudo, três dos oito 

marcadores de cloroplastos produziram polimorfismos reprodutíveis e informativos: ccmp2, 

ntcp40 e ntcp9 em C. illinoinensis. Os alelos variaram em apenas um par de bases, mas 

puderam ser distinguidos de forma confiável.  

O uso de marcadores universais tem benefícios relativos aos custos de 

desenvolvimento, no entanto, como estratégia para acessar a diferença do cpSSR em espécie 

nova, é bastante limitado. A alternativa para não depender destes marcadores universais para 

análises de diversidade genética na espécie C. illinoinensis foi desenvolver novos marcadores 

cpSSR espécie-específicos.  

 

5 CONCLUSÃO 

 

 

Os marcadores microssatélite recém-desenvolvidos para C. illinoinensis são úteis em 

estudos genéticos, sendo possível validar estes marcadores e gerar informações a respeito da 

diversidade genética das cultivares de nogueira. Portanto, com a caracterização e validação 

destes marcadores SSRs espécie-específicos, outros estudos genéticos poderão ser realizados 

utilizando essas marcas e assim avançar na caracterização genética da espécie como subsídio 

a programas de melhoramento. 

Observou-se um alto potencial de transferibilidade dos marcadores microssatélite 

plastidiais desenvolvidos para C. illinoinensis em outras espécies no mesmo gênero (91%) e 

entre gêneros mais distantes (de 65,5 a 70%) da família Juglandaceae. O número de loci 

amplificados por espécie apresentou ampla variação sendo que os 10 marcadores 

amplificaram nas cultivares de C. illinoinensis, nove em espécies do gênero Carya, e sete no 

gênero Juglans, sugerindo seu potencial para aplicação em estudos genéticos dessas espécies. 

A utilização de ferramentas de bioinformática facilitou a realização de tarefas 

laboratoriais, economizando reagentes, confrontando sequências de DNA e gerando 

resultados potencialmente significativos. Através dos resultados obtidos pode-se concluir que 

há possibilidade de utilização dos marcadores SSR plastidiais nas cultivares de C. 

illinoinensis, tendo a validação in silico de marcadores SSR como uma alternativa de 

barateamento de extremo interesse, permitindo excluir previamente marcadores que não 

seriam ideais. 
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CAPÍTULO 3. Análise da divergência genética entre cultivares de Carya illinoinensis 

(Juglandaceae) através de marcadores microssatélite plastidiais e nucleares
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RESUMO 

 

 

A Carya illinoinensis (nogueira-pecã) é uma espécie frutífera florestal, nativa dos Estados 

Unidos. O interesse pelos seus frutos tem apresentado um crescimento exponencial no Brasil 

e outros países, principalmente por seu elevado valor nutricional. Além disso, é uma 

alternativa de renda para agricultores familiares, haja vista sua potencialidade de uso em áreas 

de reserva legal, tornando-se uma espécie de interesse econômico e social, principalmente no 

sul do Brasil. Entretanto, a espécie é carente em informações genéticas e, em decorrência da 

falta de controle de polinização e de registro de coleta de propágulos nos pomares, os 

materiais genéticos em cultivo, muitas vezes não têm origem conhecida. A caracterização 

molecular a partir de marcadores de DNA pode solucionar este problema, identificando e 

diferenciando cultivares, e propiciando, simultaneamente, as bases para o planejamento de um 

eventual programa de melhoramento genético. Além disso, contribuiria, também para a 

melhoria do sistema de manejo dos pomares, com repercussão direta na produtividade. O 

presente trabalho objetivou avaliar a divergência genética entre cultivares de C. illinoinensis 

em desenvolvimento em condições de campo, por meio de marcadores SSR plastidiais e 

nucleares. Para tanto, foi realizado o isolamento do DNA genômico em folhas coletadas em 

17 amostras (13 cultivares) de Anta Gorda, Don Feliciano e Estrela, no Rio Grande do Sul. 

Foram testados 10 marcadores microssatélites nucleares (SSR) e 13 plastidiais (cpSSR), 

sendo 10 prospectados do genoma plastidial de C. illinoinensis cv. Imperial. Através da 

análise de coordenadas principais (PcoA) dos nSSR, os dois componentes explicaram, no 

total, 21,39% da variabilidade total observada, enquanto para os cpSSR o total de 84,65%. Os 

17 indivíduos avaliados apresentaram uma grande amplitude de variação em relação à 

correlação cofenética, mesmo o valor cofenético sendo alto (cpSSR= 0,9931 e nSSR= 0,9791) 

os valores de bootstrap nos agrupamentos maiores foram baixos. O PCoA demonstrou 

coerência com as estimativas de similaridade obtidas e as análises sugerem que há 

correlação positiva entre os indivíduos de C. illinoinensis estudados. Os resultados obtidos 

neste estudo evidenciaram alta diversidade genética tanto para marcadores nucleares (I= 

2,365) e plastidiais (I= 2,183), esta estimativa de diversidade genética é bem significativa, e 

este resultado pode ser utilizado para determinar o padrão genético das cultivares analisadas. 

 

Palavras-chave: Nogueira-pecã, marcadores SSR, diversidade genética.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A noz-pecã [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, Juglandaceae] é uma espécie de 

frutífera nativa dos Estados Unidos e do México (GRAUKE et al., 2016). Dentro de sua faixa 

de ocorrência natural, o clima varia de ameno a invernos severos, e de condições muito 

úmidas a semiáridas, conferindo grande variação entre genótipos de diferentes regiões 

climáticas (SPARKS, 2005). Essa distribuição propicia maior adaptabilidade às cultivares, 

permitindo que cresça fora de sua área de ocorrência natural, sobretudo em regiões de clima 

temperado e subtropical. A nogueira-pecã difundiu-se para várias localizações e atualmente é 

cultivada em vários países como Uruguai, Argentina, Brasil, Chile, Peru, China, Índia, Egito, 

África do Sul e Austrália (DE OLIVEIRA et al., 2021). 

Os Estados Unidos lideram a produção global de pecã, representando 

aproximadamente 53% do total, com 200,3 mil toneladas produzidas (em casca) na safra 2019 

(INC, 2021). O México é o segundo maior produtor do mundo, com 150.000 toneladas 

produzidas em 2019 (INC, 2021). A China, por sua vez, é o maior importador mundial de 

nozes, exigindo mais de um terço da produção de nozes dos EUA (ZHANG et al., 2015).  

A pecanicultura está em expansão e é considerada uma alternativa atrativa para 

diversificação da atividade econômica para propriedades rurais (FILIPPIN, 2011). Além 

disso, existem aspectos agronômicos favoráveis como a possibilidade de inserção de sistemas 

consorciados com pastagens e pecuária. E, também a possibilidade de consorciação com 

culturas anuais e outras espécies frutíferas devido à adaptação edafoclimática, a longevidade 

da produção, e o fácil armazenamento de frutas após a colheita (DUARTE et al., 2001). 

Diante dessa expansão, investir em programas de melhoramento da pecã é um fator 

condescendente para dotar o setor produtivo de cultivares produtivas e saudáveis. No entanto, 

a noz-pecã tem sido considerada uma cultura com atenção científica limitada (CONNER, 

2015). Devido ao longo ciclo de vida desta espécie, programas de melhoramento genético 

demoram um longo tempo e necessitam da ajuda de ferramentas biotecnológicas como a 

seleção assistida por marcadores.  

Limitações quanto à falta de contribuições significativas de ferramentas moleculares 

para o cultivo de pecã foi compartilhada por Conner (2015). Foi evidenciado que os criadores 

de pecã não rejeitaram ferramentas biotecnológicas, nem que os marcadores moleculares são 

ineficientes. Conner (2015) conclui que algumas barreiras existem, e intrigam a aplicação de 

marcadores moleculares para ajudar a resolver as necessidades da pecanicultura. 
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O número de estudos genéticos em nogueira-pecã empregando marcadores 

moleculares baseados em DNA tem aumentado, com o objetivo de caracterizar coleções e 

pomares de germoplasma, acessando padrões de diversidade genética, e mais recentemente, 

caracterizando traços genômicos. Esses estudos, por sua vez, demonstram vários aspectos da 

diversidade genética e reprodução de noz-pecã, tanto em sua distribuição nativa, bem como 

nos países onde foi introduzido (DE OLIVEIRA et al. 2021). 

Microssatélites são marcadores ideais para análises de diversidade genética em 

genética da conservação (POWELL et al., 1995, RAJORA et al., 2000), construção de mapas 

genéticos de alta resolução, identificação de locus controladores de características de interesse 

e seleção assistida por marcadores (DEVEY et al., 1996). Locus específicos também são 

usados frequentemente para o fingerprinting de DNA (HAYDEN et al., 2001). 

Os microssatélites plastidiais, também conhecidos como chloroplast simple sequence 

repeats ou pela sigla “cpSSR”, foram primeiramente desenvolvidos por Powell et al. (1995) e 

são geralmente repetições curtas em tandem de mononucleotídeos. Caracterizam-se como 

importante fonte de informações na biologia vegetal, principalmente para estudos a níveis 

populacionais. O polimorfismo dos locus microssatélite plastidiais varia entre as espécies, 

elevando a variabilidade intraespecífica destes marcadores cpSSR (EBERT e PEAKALL, 

2009), mas normalmente apresentam de 8 a 15 repetições de motivos mononucleotídeos. 

Os plastídios (loci cpSSR) são herdados de apenas um dos genitores (geralmente a 

árvore-mãe nas angiospermas), enquanto o genoma nuclear (loci nSSR) é herdado tanto do 

pólen quanto do óvulo genitores. Além disso, os genomas de plastídios carecem de 

recombinação e apresentam uma menor taxa de mutação em comparação com genomas 

nucleares (STEFENON et al., 2019). 

Marcadores cpSSR e nSSR são ferramentas muito importantes para delinear 

estratégias efetivas de conservação e manejo de espécies arbóreas tropicais (TARAZI et al., 

2009) proporcionando à espécie e ao ecossistema a expressão de seu potencial evolutivo. Os 

marcadores cpSSR foram indicados como ferramentas úteis para iniciativas de identificação e 

conservação de uma amostra representativa de germoplasma de noz-pecã em coleções ex situ 

(GRAUKE et al., 2011). 

Estudos relacionados à caracterização genética de cultivares de Carya illinoinensis 

utilizando marcadores moleculares podem auxiliar tanto na conservação da variabilidade 

genética como na melhoria das técnicas de manejo da produção dessa espécie. E, podem 

constituir um subsídio importante para técnicos e produtores, fornecendo informações 

precisas acerca das cultivares e, como consequência, aumentando a qualidade do produto a ser 
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comercializado e, desta forma, sua rentabilidade. Este estudo tem por objetivo avaliar a 

diversidade genética existente entre as cultivares de Carya illinoinensis por meio de 

marcadores microssatélite plastidiais (cpSSR) e nucleares (nSSR). Para isso, foram utilizados 

marcadores SSR plastidias prospectados do plastoma de C. illinoinensis cv Imperial, 

marcadores plastidias universais e marcadores microssatélite nucleares já desenvolvidos para 

a espécie. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O DNA de 17 amostras (13 cultivares) de C. illinoinensis foram cedidas pelo 

engenheiro florestal Tales Poletto, no âmbito do projeto “Caracterização genético-molecular 

de cultivares de nogueira-pecã do Brasil” (Tabela 1).  

Tabela 1. Número da amostra e as referentes cultivares de C. illinoinensis para cada 

numeração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1 Material vegetal 

 

As amostras foliares coletadas que se encontraram em desenvolvimento em condições 

de campo nos municípios de Anta Gorda, Don Feliciano e Estrela, no Rio Grande do Sul, 

Amostra Cultivar 

1 Moneymaker 

2 Barton  

3 Desirable  

4 Desirable  

5 Jackson  

6 Farley  

7 Imperial  

8 Imperial  

9 Imperial  

10 Sucess  

11 Barton 

12 Chickasaw 

13 Shawnee  

14 Stuart 

15 Importada 

16 Choctaw  

17 Mahan  
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foram acondicionadas em tubos de ensaio contendo PVP-40 2% (polivinilpirrolidona), 

posteriormente, encaminhadas ao Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética 

Vegetal (LFDGV) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), para a realização dos 

procedimentos e análises genéticas. As amostras foliares foram maceradas e a extração do 

DNA total foi realizada por meio do método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987), com 

modificações. A quantidade e a qualidade de DNA extraído foram verificadas por meio de 

eletroforese horizontal em gel de agarose (concentração de 2,0%), corados com GelRed 

(Biotium, Hayward, California, USA) e contendo um padrão Ladder 100pb (Ludwig). A 

quantidade e a qualidade de DNA extraído também foram verificadas em espectrofotômetro 

NanoDrop®1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). 

 

2.2 Amplificação e Genotipagem  

  

Foram utilizados 13 marcadores microssatélite plastidiais, sendo 10 prospectados do 

genoma plastidial de C. illinoinensis cv. Imperial (capítulo 2), além dos marcadores 

desenvolvidos para o genoma plastidial de tabaco ccmp2 (WEISING e GARDNER, 1999), 

ntcp9 e ntcp40 (BRYAN et al., 1999) (Tabela 2). Além desses, foram utilizados 10 

marcadores SSR nucleares desenvolvidos para C. illinoinensis por Grauke et al. (2003) e por 

Grusak et al. (2007) (Tabela 3). 

Para as reações de amplificação via PCR para todos os marcadores foram realizadas 

para um volume final de 15 μL, contendo 2,0 µl de DNA, 0,9 µl de dNTP (Sinapse Inc, 

Hollywood, Florida, USA), 0,2 µl de Taq Polimerase DNA (Ludwig), 1,5 µl tampão 10X 

(Ludwig), 1,20 µL de BSA, 0,75 µl de MgCl2 – free reaction buffer (Ludwig), 1,0 µM de 

iniciador forward, 1,20 µM de iniciador reverse. A programação no Termociclador Veriti® 

foi realizada da seguinte maneira: 95°C por 3 min; seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 s, 

temperatura de 60º de anelamento por 30 s, 72°C por 30 s; seguido de oito ciclos de 94ºC por 

30s, temperatura de 53ºC por 45 s, 72ºC por 45s; e a etapa de extensão final a 72°C por 10 

min, sendo mantidos a 4ºC. 

A caracterização dos genótipos foi realizada por meio de eletroforese em gel de 

agarose 2,5%. Os géis foram corados com GelRed e visualizados em transiluminador de luz 

UV. 
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ccmp2 B GATCCCGGACGTAATCCTG 

ATCGTACCGAGGGTTCGAAT 

 

(A)11 207 – 210 

ntcp9 C CTTCCAAGCTAACGATGC 

CTGTCCTATCCATTAGACAATG 

 

(A)14 348 – 379 

ntcp40 C GATGTAGCCAAGTGGATCA 

TAATTTGATTCTTCGTCGC 
(T)10 185 – 209 

A Prospectados e validados neste estudo (capítulo 2), B Weising e Gardner, 1999, C Bryan 

et al., 1999 

 

 

 

 

Tabela 2. Loci microssatélite prospectados e universais testados nas variedades de Carya 

illinoinensis. 

  Locus Primer sequence (5'->3')   Repeat Motif         Product Size 

cpCil1A GATCGGATTATATTTGTTTG 

TAAATGAAGTAGTTGGGTCT 
(AAT)4 280 

cpCil2 A AGGAGATTCCCATATCTATC                              

AATAAACTACGCAGAAAATG 
(TA)10 237 

cpCil4 A AAATAAAGTAAGAAGGGCTC                              

GACGAAATCAAAGAGGTACT 
(AT)6-(AT)7 244 

cpCil5 A TGTACCCTCTTCAAATTCTA                              

AATAACCGATTAGTCCTTCT 
(ATT)6 267 

cpCil6 A CCTGAATATGATTCTACCAA                                                         

GTGAAAAGGAGAACACATAG 
(AATA)3 190 

cpCil7 A TCTTATCAATAAAATTTCCG                                                            

GGAATAGTTCCTTTCATTCT 
(ATT)5 270 

cpCil8 A AACGTTTTTATTGTTGTGTT                                                     

TTTCGTAAAATCTCGTCTAC 
(TTA)4 210 

cpCil9 A ATTACTCAAAAGAATCGACA                              

ATTTGTTTATTCCTTATCCC 
(AT)6 257 

cpCil10 A CTTTCTGGATGTAGATGATG                              

CGACGTAATTTCATAGAGTC 
(TA)6 239 

cpCil12 A CGACGTAATTTCATAGAGTC                              

CTTTCTGGATGTAGATGATG 
(AT)6 239 
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Tabela 3. Loci microssatélite nucleares espécie-específicos para Carya illinoinensis. 

Locus Primer sequence (5'->3') RepeatMotif 
Product 

size 

pm-ca10A GCAAATCAACCCTGTAGCATAC 

GCTCAGACATGCAAACGTACC 

 

(TG)2(TG)4 115 

pm-ga38 A CCAATGTTTCTTCGAAAGGACA 

GTAAAGCCTACAACCTACAACAGTCTATG 

 

(CT)11 109 – 125 

pm-ga39 A TGTAAATGCGTGCTATTGCTGAT 

GAATAGACAAAGAAACGAAACTCATTGA 

  

(CT)9 86 – 106 

pm-ga41 A GGCGAAACCGTAAACCTG 

AACACCAGCACCCAAATC 

 

(CT)9 104 

pm-cin4 A GGCATCAGAGAAGGCTCCT 

CTCACCCGTCTCTAGGGCTA 

 

(CTT)12 93 – 141 

pm-cin13 A CAAAAAGCATCAAAGCCATC 

ACAAATTCCTCACTCCGGAG 

 

(GAA)8 132-135 

pm-cin20 A GTTCACGACAGATGAGTGCGA 

GCTGGTACACTTCTGCTTCTTCT 

 

(GAA)4 138 

pm-cin22 A GGTTATGAAATTTGATATTACTTTTGG 

CCAACAAGGGAAGCCAACTT 

 

(CTT)10 114 – 120 

pm-cin23 A GGAGTTGTGGAAGCAGTGGA 

GGACCATAAGAGTTTTGACCCTT 

 

(GAT)6 80 – 83 

1-A05 B AAAGGTGTCTGTGGAAAGG 

GTCAATCATCCCAATCAAA 
(GTTTT)5 160 – 165 

A Grauke et al. (2003), B Grauke et al. (2012). 

 

 2.3 Análise dos dados   

 

O software TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle, 

Inglaterra) foi usado para análise das bandas no gel de agarose 2,5%. Primeiramente, fez-se a 

seleção das linhas/colunas, definindo-se o local de cada poço em que foi pipetada a amostra, 

após fez-se a detecção das bandas manualmente e, em seguida, a calibração do marcador de 

peso molecular 100 pb. Posteriormente, os tamanhos dos produtos amplificados (em pares de 

bases) foram fornecidos, por coluna, sendo que, a partir de então, o programa calcula uma 

série de algoritmos para se verificar os picos de cada banda/coluna no gel, assim como os 

limites das bandas, sendo que esses limites podem ser ajustados manualmente. Ao lado da 

imagem do gel, o programa fornece um gráfico com a posição da intensidade (em pixels) da 
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banda. Em seguida, foi selecionada cada coluna, sendo que o programa disponibiliza uma 

tabela informando os valores dos pares de bases.  

Os alelos exclusivos foram identificados utilizando o programa GenAlEx versão 6.5 

(PEAKALL; SMOUSE, 2012) e o número de alelos raros foi calculado com auxílio do Excel, 

onde foram considerados alelos raros aqueles cuja frequência alélica foi menor que 0,05 para 

cada cultivar. A partir da análise das bandas, foram estimadas as frequências alélicas e os 

índices de diversidade genética, o número de alelos (A), o número efetivo de alelos (Ae), a 

riqueza alélica (Rs), a similaridade genética detectada pelos marcadores microssatélite foi 

explorada com Análises de Coordenadas Principais (PCoA) e a mensuração da diversidade 

genética molecular foi usado o Índice de Diversidade de Shannon (SHANNON, 1948) por 

meio do programa GenAlEx versão 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012). 

Para os marcadores SSR plastidiais, foram estimadas as frequências alélicas, o número 

de alelos (A), o Índice de Shannon (I) e a diversidade de haplótipos (h), diversidade não-

viesada (uh), e PCoA por meio do programa GenAlEx versão 6.5, considerando as análises 

para dado haplóide (PEAKALL; SMOUSE, 2012). 

O software Past 4.03 (HAMMER et al., 2001) foi utilizado para elaborar um 

dendrograma baseado na distância Euclidiana e algoritmo UPGMA. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Em relação à estimativa da diversidade genética, as frequências alélicas obtidas com a 

utilização dos 10 loci microssatélite nucleares e dos 13 loci plastidiais estão apresentadas nas 

figuras 1 e 2. O locus pm-cin4, com 21 alelos, foi o que apresentou o maior número de alelos 

dentre os microssatélites nucleares. E os loci 1-A05, pm-cin3 e pm-cin23 apresentaram o 

menor número de alelos, no total de 9 cada (Figura 1). Quanto aos cpSSR, o locus cpCil10 

apresentou o maior número de alelos (15) e, o locus ntcp40 foi o com menor número, 

apresentando apenas cinco alelos (Figura 2). Considerando o total de 23 loci microssatélite 

em 17 amostras (13 cultivares), foram observados 104 alelos plastidiais e 79 nucleares 

diferentes. 
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Figura 1. Número de alelos por locus para cada um dos 10 nSSR analisados nas cultivares de 

C. illinoinensis. 

 

 

Figura 2. Número de alelos por locus para cada um dos 13 cpSSR analisados nas cultivares 

de C. illinoinensis. 

 

Foram identificados 123 alelos exclusivos, sendo 45 nucleares e 78 plastidiais. No 

total foram identificados 34 alelos raros (com frequência alélica menor que 0,05), presença de 

alelos raros, que também indica a perda da diversidade genética (KAGEYAMA et al., 1998) 

foi observada utilizando os SSR nucleares (pm-cin4, pm-ga39, pm-cin22 e 1-A05). Com o uso 

dos marcadores plastidiais, não houve alelos raros. 

A genotipagem realizada com as cultivares de C. illinoinensis, utilizando 23 loci 

polimórficos obteve uma média de 12,4 alelos por locos SSR nucleares e 10,3 alelos por locus 
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SSR plastidiais (Tabela 4 e 5). A porcentagem de locus polimórficos foi de 100% 

considerando todas as cultivares de C. illinoinensis, tanto para nSSR quanto cpSSR. Os altos 

níveis de polimorfismo em regiões microssatélite são naturais, devido à sua elevada taxa de 

mutação, que altera o número de repetições (ZANELLA et al., 2017). Essa alta taxa de 

mutação ocorre devido ao pareamento não-homólogo e/ou ao processo de slippage durante a 

replicação (GAO et al., 2013). A grande quantidade de alelos encontrados em cultivares de C. 

illinoinensis também pode estar relacionada com o tamanho das regiões microssatélite 

analisadas nesses locus. Geralmente os locus que apresentam maior número de repetições 

tendem a apresentar maior número de alelos (WEBER, 1990), sugerindo-se que as regiões 

microssatélite mais longas estão sujeitas a maiores taxas de mutações, em relação a regiões de 

menor tamanho (ZANELLA et al., 2017).  

Os resultados obtidos não evidenciaram ligação entre os locus, portanto os 10 SSR 

nucleares foram utilizados para estimar o número de alelos, a heterozigosidade observada 

(HO) e esperada (HE) para cada um dos locus analisados nas cultivares (Tabela 5). Ao analisar 

a HO por marcador SSR nuclear, os valores apresentaram grande variação entre as cultivares, 

sendo que o maior valor observado foi obtido com o locus pm-ga39 (HO= 0,846). A HE 

também apresentou grande variação, onde o maior valor esperado foi observado no locus pm-

ga39 (HE= 0,935). O valor de HE pode ser utilizado para estimar a diversidade genética nas 

cultivares da espécie, sendo considerado excelente, especialmente levando em conta o elevado 

número de alelos por locus. Esses valores demonstram a ampla variabilidade genética 

encontrada nas cultivares de C. illinoinensis. Em um estudo de isolamento e caracterização de 

20 marcadores microssatélite polimórficos para Juglans mandshurica (Juglandaceae), o 

número de alelos variou de um a 17 (média = 6), enquanto os níveis de heterozigosidade 

esperados e observados foram 0 a 0,925 e 0 a 1,000 (média = 0,358 e 0,627), respectivamente. 

O grande número de alelos por locus indicou a potencial utilidade desses marcadores para 

caracterizar a estrutura genética populacional da espécie (CHEN et al., 2013).  

A média do índice de Shannon foi I = 2,365 com desvio de padrão de 0,097. O índice 

de Shannon é um índice de diversidade genética em que, quanto menor o valor, menor o grau 

de incerteza e, portanto, a diversidade da amostra é baixa. A diversidade tende a ser mais alta 

quanto maior o valor do índice (LEWONTIN, 1972). A análise de marcadores microssatélite 

nucleares revelou um nível alto de diversidade genética nas cultivares estudadas, 

evidenciando a importância destes para o desenvolvimento de programas de melhoramento 

genético participativo desta espécie. 

Fan et al. (2013) trabalhando com a espécie Cyclocarya paliurus (Juglandaceae) 
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observaram que o número de alelos por locus variou de dois a oito, com média de 3,3. A 

heterozigosidade esperada e observada variou de 0,153 a 0,802 e de 0 a 0,750, 

respectivamente, dentre os 28 marcadores microssatélite desenvolvidos neste estudo 

observou-se a eficácia para a detecção da diversidade genética em C. paliurus e elucidação da 

dinâmica populacional da espécie. A diversidade genética é matéria prima para a evolução 

adaptativa das espécies. O estudo desta diversidade e sua distribuição dentro e entre 

populações naturais e seus parentes cultivados é fundamental para gerar programas de 

conservação e exploração de espécies com importância   econômica e/ou em perigo de extinção 

(VARSHNEY et al. 2005). 

Tabela 4. Número de alelos por locus (A), Número efetivo de alelos por locus (Ae), Índice de 

Shannon (I), heterozigosidade observada (HO) e esperada (HE), Índice de fixação (F), para os 

10 locus microssatélite nucleares em 11 cultivares de C. illinoinensis. 

Nota: N = tamanho amostral;  

 

Com base nos índices de heterozigosidade observada e esperada, foi calculado o índice 

de fixação (F) (Tabela 5). Este índice variou de 0,214 a 1,000 com média de 0,718, com um 

intervalo de confiança de 95%. Estimativas de índices de fixação maiores que zero indicam a 

ocorrência de endogamia entre indivíduos. Entretanto, índices próximos ou menores do que 

zero indicam a ocorrência de cruzamento entre indivíduos não aparentados (BARROS, 2009).  

Através da análise de coordenadas principais (PCoA) dos nSSR, a partir da matriz de 

distâncias genéticas, é possível observar a clara separação entre as 15 amostras (11 cultivares) 

 Carya illinoinensis  

Locus N A Ae I Ho HE F 

1-A05 11 9 7,1 2,071 0,182 0,860 0,788 

pm-ca10 15 12 10,7 2,431 0,000 0,907 1,000 

pm-cin3 13 9 8,0 2,138 0,000 0,876 1,000 

pm-cin4 15 21 15,0 2,893 0,733 0,933 1,000 

pm-cin20 15 10 7,2 2,154 0,000 0,862 0,214 

pm-cin22 12 14 11,0 2,521 0,833 0,910 0,084 

pm-cin23 14 9 7,0 2,069 0,000 0,857 1,000 

pm-ga38 14 12 10,9 2,441 0,000 0,908 0,095 

pm-ga39 13 18 15,4 2,811 0,846 0,935 1,000 

pm-ga41 15 10 6,8 2,119 0,000 0,853 1,000 

Média 13,7 12,4 10 2,365 0,259 0,890 0,718 

Desvio Padrão 0,448 1,310 1,027 0,097 0,121 0,010 0,130 
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(Figura 3). Dessa forma, os marcadores selecionados foram eficientes em discriminar as 

cultivares nessas amostras. A Coordenada Principal (CP) 1 foi responsável pelo máximo da 

variabilidade revelada pelos marcadores SSR nucleares (11,46%), enquanto o CP 2, por 

9,93%, dessa variância, que não está correlacionada àquela do CP 1 anterior. Os dois 

componentes explicaram, no total, 21,39% da variabilidade total observada. Essa variância foi 

baixa para marcadores moleculares que geralmente explicam por volta de 30-40% da 

variabilidade dos dados. Isto quer dizer que apenas 21,39% da variância total foi vista em 

duas dimensões. Esse total é reduzido, e explica uma parte pequena da variância total, haja 

vista que pelo menos 70% da variância total devem ser explicadas pelos dois primeiros 

componentes principais (RENCHER, 2002).  

Observa-se, também, na Figura 3, a formação de três grupos: o primeiro, de maior 

similaridade genética, formado por três indivíduos (Mahan, Importada e Stuart), os quais 

estão em desenvolvimento na mesma propriedade de Anta Gorda e podem ter uma origem 

comum, com exceção da cultivar Stuart, localizada em Estrela. O segundo, com menor 

similaridade genética, constituído por seis outros  indivíduos (uma Moneymaker, duas Barton, 

duas Imperial e uma Chickasaw), os quais encontram-se localizados em três localidades 

diferentes, Anta Gorda (Moneymaker e Barton), Don Feliciano (Imperial) e Estrela 

(Chickasaw), sendo que, na qual se encontram as cultivares Moneymaker e Chickasaw é a 

mesma em que estão os três membros do primeiro grupo, aqueles que são mais similares entre 

si. As cinco cultivares do terceiro grupo encontram-se em uma única propriedade, Don 

Feliciano. A cultivar Imperial (o qual se encontra localizado na propriedade em Don 

Feliciano), ficou isolado entre os três grupos, apresentando similaridade intermediária Estudos 

de análises morfométricas, químicas e genéticas, foram feitas com noz-pecã, e os dados 

morfométricos apresentaram 98,88% de variação total, contrastando com os dados das 

análises químicas que revelaram uma homogeneidade relativa entre os acessos avaliados. Já 

os dados genéticos mostraram uma distribuição de grupos distintos entre os acessos, porém 

não foi observado relação entre esses grupos com os dados morfológicos ou químicos, embora 

os marcadores AFLP possam estar ligados a genes de interesse agronômico (POLETTO et al. 

2020). Um estudo feito com o fruto Bertholletia excelsa (castanha do Brasil), foi observada 

expressiva diferença na largura da semente, no comprimento dos frutos e em sua massa seca. 

Por outro lado, os marcadores moleculares não mostraram uma diferenciação genética entre as 

cultivares analisadas, e mesmo assim o resultado melhorou a forma de avaliar o rendimento 

da produção (SUJII et al, 2013).   
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Figura 3. Análise de coordenadas principais das cultivares de Nogueira-pecã, com base nos 

dados genéticos moleculares nucleares. 

 

Dang et al. (2015) usando 12 marcadores polimórficos EST-SSR para avaliar a 

estrutura genética e PCoA de 96 nogueiras chinesas em onze populações mostraram que essas 

populações se agruparam em quatro grupos, enquanto a investigação da estrutura 

filogeográfica de Bai et al. (2014) relataram dois clusters (oeste e leste) de J. cathayensis 

usando microssatélite nuclear (nSSR). Em um estudo com Juglans cinerea e em outras 

espécies da família Juglandaceae observou-se que a análise usando o princípio de 

componentes e plotagem dos dois primeiros escores de componentes principais, que 

explicaram 41% da variância, mostraram um agrupamento claro dos alelos, mostrando que os 

alelos de J. cinerea foram localizados muito mais próximos de J. nigra. Corroborando que 

todos os táxons poderiam ser significativamente separados uns dos outros usando análise 

discriminante canônica, com exceção de J. mandschurica e J. ailanthifolia (dados não 

mostrados no estudo) (ROSS-DAVIS e WOESTE, 2007).  

A partir da análise integral dos dados feita com todos os nSSR, obteve-se uma 

correlação cofenética de valor 0,9791 possibilitando a construção de um dendrograma (Figura 

4) onde pode se observar a maior distância genética entre três grupos. 
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Figura 4. Dendrograma de UPGMA baseada na distância euclidiana de 15 cultivares de 

nogueira-pecã com marcadores nucleares. 

 

O primeiro grupo contém as duas cultivares Stuart e Importada, pertencentes à mesma 

propriedade no Munícipio de Anta Gorda. São duas cultivares com dicogamia do tipo 

protogínica (HAMANN et al., 2018). O segundo, com as cultivares Mahan e Imperial 

permaneceram próximas ao agrupamento das cultivares Stuart e Importada no dendrograma, 

se mostram mais próximas geneticamente com bootstrap de 88%. O terceiro grupo observado 

contempla a maior parte das cultivares comerciais de nogueira-pecã, com bootstrap de 77%. 

Agrupando cultivares como Desirable e Farley (Município de Don Feliciano), com boostrap 

de 91%. O grupo subsequente, com suporte de 77%, observou-se as cultivares q Jackson, 

Desirable, Barton (com dicogamia do tipo protândrica) e Imperial (dicogamia protogínica) 

(HAMANN et al., 2018) com maior proximidade no dendrograma. Moneymaker, entre dois 

grupos, o citado posteriormente e com Sucess e Chickasaw que formam um grupo com 

maiores semelhanças genéticas com bootstrap de 59%. Um fator que também pode explicar 

as discrepâncias entre o genótipo e a identificação de cada indivíduo é a ocorrência de troca 
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de amostras durante o manejo das cultivares no Estado do Rio Grande do Sul ou até mesmo a 

perda ou troca de sua identificação original, acarretando falhas tanto no manejo quanto no 

controle de qualidade das cultivares comercializadas. 

Foi possível identificar no dendrograma grupos genéticos bem definidos, 

consistentemente representados nos bootstraps, o que indica subpopulações bem estruturadas 

dentro da população das cultivares de C. illinoinensis. A avaliação da confiabilidade dos nós 

obtidos, através dos resultados dos bootstraps, mostrou a consistência entre alguns grupos 

formados no dendrograma. Apenas alguns nós do dendrograma apresentaram valores de 

bootstrap maiores que 50%, estando estes localizados geralmente entre indivíduos com alta 

similaridade genética no final dos ramos ou nós que agrupam maior quantidade de indivíduos.  

O fato de amostras das mesmas cultivares serem encontradas tanto no grupo dois quanto no 

grupo três mostra a variabilidade intra e interespecífica contida entre as cultivares.  

Estimar as distâncias genéticas entre as cultivares de C. illinoinensis é importante, pois 

a partir destes dados é possível sugerir a realização de cruzamentos ou acompanhar possíveis 

cruzamentos potenciais, a fim de explorar a heterose (vigor híbrido) entre as progênies em 

futuros programas de melhoramento genético (FURLAN et al., 2007; SOUZA et al., 2010). 

Além disso, esta análise permite avaliar possíveis redundâncias no conjunto de indivíduos. Os 

cruzamentos entre indivíduos mais distantes possibilitam que haja maior segregação em 

futuros ciclos de melhoramento e, portanto, enriquecimento de sua base genética (SOUZA et 

al., 2010; CRUZ et al., 2011). Dentre os indivíduos presentes na amostra estudada com 

marcadores microssatélite nucleares, as cultivares Stuart e Farley são os que apresentam 

maior distanciamento genético. 

Em um estudo em quatro populações naturais de noz-pecã em uma área do México 

utilizando marcadores AFLP, os padrões de diversidade genética acessados foram 

considerados relativamente baixos. Com 52,1% de fragmentos de DNA polimórfico (196 de 

376 fragmentos), a diferenciação genética em pares de árvores variou entre 3% e 17% 

(CERNA-CORTÉS et al., 2003). Mesmo apresentando baixa diferenciação genética entre as 

árvores, e sobreposição de indivíduos de diferentes origens geográficas no dendrograma 

UPGMA foi associado à ocorrência de fluxo de genes através dos rios locais e por ação 

antropogênica (CERNA-CORTÉS et al., 2003). Além da caracterização da diversidade 

genética nestas populações, neste estudo seis marcadores AFLP estavam associados à 

dicogamia. Estes marcadores moleculares foram considerados ferramentas importantes para a 

previsão desta característica na fase de muda, permitindo a seleção de plantas no 
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estabelecimento de pomares de nozes, assegurando uma polinização completa e, 

consequentemente, melhorando o rendimento.  

Com relação aos cpSSR (Tabela 6), o número de alelos por locus variou de cinco a 15. 

Utilizando 13 loci plastidiais, os valores de diversidade de haplótipos variaram de 0,727 

(ntcp40) a 0,927 (cpCil10). Em relação à média (±desvio padrão) na diversidade de 

haplótipos, h= 0,866 (±0,016).  

Tabela 5. Índices de diversidade para os 13 locus microssatélite plastidiais em 13 cultivares 

de C. illinoinenses.   

Carya illinoinensis 

Locus N A Ae I h Uh 

cpCil1 16 10 7,1 2,133 0,859 0,917 

cpCil2 17 14 12,6 2,589 0,920 0,978 

cpCil4 17 12 10,7 2,425 0,907 0,963 

cpCil5 17 10 8,7 2,232 0,886 0,941 

cpCil6 17 10 7,4 2,150 0,865 0,919 

cpCil7 17 13 10,7 2,476 0,907 0,963 

cpCil8 16 7 5,6 1,808 0,820 0,875 

cpCil9 16 9 7,5 2,101 0,867 0,925 

cpCil10 17 15 13,8 2,670 0,927 0,985 

cpCil12 17 6 4,6 1,650 0,782 0,831 

ntcp9 17 13 10,7 2,476 0,907 0,963 

ntcp40 17 5 3,6 1,430 0,727 0,772 

ccmp2 14 10 8,9 2,243 0,888 0,956 

Média 16,538 10,308 8,613 2,183 0,866 0,922 

Desvio padrão 0,243 0,850 0,841 0,103 0,016 0,017 

N= tamanho amostral; A= número de alelos; Ae= Número efetivo de alelos; h= diversidade de 

haplótipos; uh= diversidade não-viesada; I = Índice de Shannon. 

 

Em um estudo utilizando marcadores, foi relatado um padrão equivalente de 

diversidade genética numa análise de marcadores SSR nucleares e plastidais, amostras de 19 

populações naturais de C. illinoinensis em crescimento nos EUA e México (GRAUKE et al., 

2011). Também foi encontrado uma diversidade genética relativamente alta (h = 0,516 para 

três loci cpSSR e HO = 0,461 para 14 loci nSSR) mas um número moderado a elevado de 

alelos (número médio total de alelos Na = 4,33 e número médio efetivo de alelos Ne = 2,18 
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para loci cpSSR, e Na = 10,21 e Ne = 4,37 para loci nSSR). Enquanto as estimativas da 

diversidade genética refletem os padrões de cruzamento e as forças evolutivas (como deriva 

genética, migração e seleção), o número de alelos é importante para as respostas das 

populações às tensões bióticas e abióticas. Além disso, um número elevado de alelos 

proporciona uma maior oportunidade para encontrar combinações alélicas que são de 

interesse para o melhoramento genético das espécies de culturas. Esta análise de cpSSR e 

nSSR revelou também uma estruturação geográfica das árvores amostradas em três grupos 

principais, com pequenas diferenças relativamente à estrutura baseada em marcadores cpSSR 

e nSSR (GRAUKE et al., 2011). 

Feng et al (2018) analisando a diversidade Juglans sigillata (Juglandaceae; 

popularmente conhecida como noz de ferro), com cpSSR desenvolvidos para a espécie, 

observaram que o número de alelos por locus variou de 3 a 10. Quatro marcadores 

polimórficos de cloroplastos desenvolvidos neste estudo revelaram-se úteis para análise 

genética de populações e estudos de história evolutiva. Foi observado que, esses marcadores 

podem ser úteis para estudos genéticos de outras espécies de Juglans, onde encontraram sete 

haplótipos em 12 indivíduos de Juglans cathayensis com base nos nove loci cpSSR 

examinados no estudo. 

Estudos na família Juglandaceae utilizando marcadores microssatélites plastidiais 

espécie-específicos são escassos. Na literatura, a maioria dos estudos baseados em 

marcadores plastidiais utilizam cpSSR universais para análises de diversidade genética, 

tanto em espécies arbóreas cultivadas quanto para as de ocorrência natural, onde 

encontraram um número baixo de alelos por locus. Steane et al. (2005) descreveram um 

conjunto de 35 primers microssatélite para análise de polimorfismos intraespecíficos, 

conseguindo a identificação de 10 haplótipos entre 16 indivíduos de Eucalyptus globulus. 

Também verificaram que a conservação dos primers quando testados em outras quatro 

espécies de Eucalyptus e sete espécies da família Myrtaceae é de 98%, comprovando a 

variabilidade no DNA plastidial no gênero Eucalyptus e na família Myrtaceae. Em espécies 

arbóreas de ocorrência natural no Brasil, Moreno et al. (2009), empregando marcadores 

cpSSR universais para estudar a estrutura genética espacial em populações de Hymenaea 

stigonacarpa (Fabaceae; popularmente conhecida como jatobá-do-cerrado) averiguaram um 

número alelos por locus variando de um a seis. No estudo de Moreno et al. (2009), os 

autores verificaram que uma das populações exibiu um único haplótipo, indicando que a 

população foi fundada por uma única linhagem materna, evidenciando o efeito fundador. 
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Em outra população, Moreno et al. (2009) observaram diversidade haplotípica moderada 

(h= 0,667) apresentando seis haplótipos.  Em outro estudo utilizando cpSSR universais em 

análises genéticas em uma população de Manilkara huberi (Sapotaceae; popularmente 

conhecida como maçaranduba), Azevedo et al. (2008) constataram de dois a quatro alelos 

por locus polimórficos e um alto valor de diversidade para adultos (h= 0,898) e 

regenerantes (h= 0,986).   

No presente estudo, o índice de Shannon variou para os 13 loci plastidiais, onde 

foram observados valores entre 1,430 a 2,670, o maior valor está relacionado ao locus 

cpCil10 (cpSSR espécie-específico), e o menor a ntcp40 (cpSSR universal), com média 

2,183 (Tabela 6). Dentre os marcadores prospectados o que apresentou menor índice foi 

cpCil12, com 1,650. Ao observar os loci plastidiais, os valores do índice de Shannon 

seguiram a mesma tendência da diversidade de haplótipos observada, indicando alta 

diversidade genética nas cultivares utilizando marcadores microssatélite plastidiais. 

Para avaliar a utilidade dos marcadores microssatélite plastidiais prospectados e 

universais em separar as espécies de C. illinoinensis, estimou-se a distância genética através 

de uma análise de coordenadas principais. A partir da matriz de distâncias genéticas, é 

possível observar clara separação entre as 13 cultivares (17 amostras) da espécie (Figura 5). 

Dessa forma, os marcadores selecionados foram eficientes em discriminar as cultivares. 
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Figura 5. Análise dos componentes principais das cultivares de nogueira-pecã, com base nos 

dados genéticos moleculares plastidiais. 

 

A Coordenada Principal (CP) 1 foi responsável pelo máximo da variabilidade revelada 

pelos marcadores SSR plastidiais (49,10%), enquanto o CP 2, por 35,55%, dessa variância. 

Os dois componentes ilustraram, no total, 84,65% da variabilidade total observada. Conforme 

Cruz et al. (2004), caso as duas primeiras variáveis canônicas permitam estimativas acima de 

80% da variação total, pode-se obter uma interpretação satisfatória da variabilidade entre os 

acessos, tal como ocorreu neste estudo, sendo possível a representação gráfica bidimensional 

(Figura 4).  

 Observa-se, também, na Figura 5, a formação de quatro grupos: sendo dois grupos 

com duas cultivares isoladas (Choctaw e Chickasaw). O primeiro, com a cultivar Chickasaw, 

o segundo, formado pela cultivar Choctaw, e o terceiro grupo formado por duas cultivares, 

Shawnee e Stuart. O último, de maior similaridade genética, com 13 cultivares, constituído 

por Moneymaker, duas Barton, três Imperial, duas Desirable, uma Jackson, uma Farley, uma 

Sucess, uma Importada e uma Mahan,. O gráfico resultante da Análise de Coordenadas 
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Principais demonstra consistência com as estimativas de similaridade obtidas nas análises, 

portanto, revelaram indícios de uma correlação positiva entre dissimilaridade genética e 

distância geográfica entre as cultivares de Carya illinoinensis estudados. 

Estudos em espécies para fins comerciais como em variedades de oliveira na bacia do 

Mediterrâneo realizadas por Haddad et al. (2020) utilizando marcadores cpSSR e nSSR 

demonstraram que a análise de coordenadas principais (PCoA) foi capaz de separar um 

grande número de variedades ocidentais do grupo centro-oriental. As amostras argelinas 

mostraram uma distribuição bimodal com um grupo de cultivares da Turquia e do Oriente, e 

um segundo grupo incorporando principalmente as variedades do Mediterrâneo central (Itália) 

e da Península Balcânica. As cultivares de oliveira Argelina foram consideradas um valioso 

recurso genético. Os resultados obtidos tanto com marcadores microssatélite nucleares e 

plastidiais foram ferramentas úteis para futuros programas de certificação de materiais na 

Argélia. 

Partindo dessas análises, a partir da análise integral dos dados feita com todos os 

marcadores plastidiais (prospectados e universais), obteve-se uma correlação cofenética de 

valor 0,9931 possibilitando a construção de um dendrograma (Figura 5). A correlação 

cofenética mede o grau de ajuste entre a matriz de similaridade original e a matriz resultante 

da simplificação proporcionada pelo método de agrupamento, sendo assim, quanto mais 

próxima de 1, menor será a distorção provocada pelo agrupamento dos indivíduos com o 

método UPGMA (MEYER, 2002). Algumas cultivares coincidiram no dendrograma e no 

agrupamento gerado pelo GenAlEx e alguns grupos não coincidiram, isto é, foram 

subdivididos ou englobaram mais cultivares. Uma explicação para isso pode ser devido à 

baixa consistência dos nós obtidos nos agrupamentos maiores, ou seja, envolvendo mais 

cultivares, avaliados por 1000 reamostragens bootstrap. Mesmo o valor cofenético sendo 

0,9931 os valores de bootstrap nos agrupamentos maiores foram baixos. 
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Figura 6. Dendrograma de UPGMA baseada na distância euclidiana de 17 amostras de 

nogueira-pecã com marcadores plastidiais. 

 

O dendrograma (Figura 6) demonstra que pelo menos quatro grupos se formaram o 

que indica que podem estar ligados a genes sob ação de seleção, mas não necessariamente as 

características morfológicas. O primeiro agrupamento contém as duas cultivares Shawnee 

(obtida do cruzamento dirigido entre as cultivares Schley e Barton) e Stuart (origem 

desconhecida). Ambas com dicogamia do tipo protogínica (HAMANN et al., 2018). E, 

revelam-se mais próximas geneticamente com bootstrap de 70%. O segundo, com as 

cultivares Mahan, Imperial, Sucess, Barton, Importada, Desirable, Jackson, Farley e 

Moneymaker permaneceram próximas ao agrupamento das cultivares Stuart e Shawnee no 

dendrograma, se mostraram mais próximas geneticamente com bootstrap de 55%. Todas 

possuem dicogamia do tipo protogínica, com exceção das cultivares Sucess, Barton, Desirable 

e Jackson que são protândricas (HAMANN et al., 2018). O terceiro e quarto grupo observado 

contempla duas cultivares, Choctaw (bootstrap 50%) e Chickasaw (bootstrap 100%), ambas 

com dicogamia protogínica (HAMANN et al., 2018). Foi possível observar no dendrograma 

grupos genéticos bem definidos, representados nos bootstraps, o que indica subpopulações 
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bem estruturadas dentro da população das cultivares de C. illinoinensis. A avaliação da 

confiabilidade dos nós obtidos, através dos resultados dos bootstraps, mostrou a relação entre 

alguns grupos formados no dendrograma. Apenas alguns nós do dendrograma apresentaram 

valores de bootstrap maiores que 50%, estando estes localizados geralmente entre indivíduos 

com alta similaridade genética no final dos ramos ou nós que incorporam maior quantidade de 

indivíduos.  

Feng et al (2018) analisando a diversidade Juglans sigillata (Juglandaceae) com 

marcadores plastidiais observaram que a base para a divergência genética entre as populações 

da espécie foi provavelmente o isolamento por distância combinado com adaptação regional. 

As espécies de Juglans foram divididas em dois clados correspondentes a duas seções 

(Juglans/Dioscaryon e Cardiocaryon) com base na variabilidade de sequência nos seis loci 

cpSSR, com suporte 100% bootstrap (com base em sequências inteiras do genoma do 

cloroplasto de cinco amostras) (HU et al. 2017). O haplótipo denominado como H1 foi 

encontrado apenas em J. sigillata (não em J. regia), mas sua posição era intermediária entre 

H2 e H4, que eram ambos haplótipos de cloroplasto de J. regia. O transcriptoma de J. 

sigillata auxiliou em estudos genômicos de Juglans, especialmente sobre as relações entre a 

expressão gênica e o desenvolvimento da nogueira, além disso, poderá ser útil para entender a 

genômica de J. regia, uma espécie importante comercialmente e parente mais próximo de J. 

sigillata (FENG, et al., 2018). 

As análises genético-moleculares deste estudo, baseadas nos marcadores microssatélite 

plastidiais não se correlacionaram com dados morfológicos das cultivares. Os SSR 

identificam a segregação mendeliana e podem ser isolados em regiões transcritas e 

intergênicas, sendo geralmente neutros do ponto de vista evolutivo. Estas características 

permitem sua aplicabilidade em diversos estudos como, dinâmica evolutiva e aplicações na 

genética de população e da conservação, mapeamento genético, análise de parentesco, perfil 

molecular, padrões de hibridação, determinação do modo de reprodução, dentre outros 

(GIUSTINA et al., 2017).  No trabalho de Poletto et al. (2020) no qual analisou o 

comprimento, diâmetro, peso da casca, peso da amêndoa e o peso total conjuntamente 

utilizando marcadores AFLP. A morfologia apresentou-se variada, assim como a diversidade 

genética, e não tiveram ligação entre eles. De Oliveira et al. (2021) em análises genético-

moleculares com marcadores S-SAP, demostraram uma diversidade genética considerada 

moderada a alta nos acessos de C. illinoinensis estudados no Rio Grande do Sul, onde foi 

relatado que a diversidade é crucial para a realização de melhoramento genético da espécie. 
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Uma vez que as árvores utilizadas no estudo foram árvores antigas, todas com mais de 50 

anos, concluindo que as cultivares possuíam um padrão genético desejável para fins 

comerciais.  

O conhecimento da diversidade genética é de fundamental importância para a 

conservação e manutenção de recursos genéticos em programas de melhoramento (COSTA et 

al., 2012), permitindo entender a relação de parentesco entre os genótipos e identificar os 

melhores genitores, para a obtenção de maiores ganhos genéticos em populações segregantes 

(VIANA et al., 2003; GANGA et al., 2004). Este estudo encontrou uma grande variabilidade 

genética entre as cultivares avaliadas por meio de marcadores microssatélites plastidiais e 

nucleares. Com o conhecimento da variabilidade genética em C. illinoinensis, é possível 

indicar cruzamentos interespecíficos com o objetivo de transferir alelos favoráveis, como o de 

resistência a doenças, para as cultivares. A diversidade genética encontrada neste trabalho 

pode ser explorada em um futuro programa de melhoramento genético, e este resultado 

potencializa os avanços no estudo na seleção de cultivares de nogueira-pecã no Rio Grande do 

Sul na utilização como fonte de germoplasma. A alta diversidade encontrada neste estudo 

pode ter ocorrido pelo cruzamento direto e espontâneo entre as diferentes cultivares, que 

resultou em novas cultivares, pois a forma de seleção das nozes durante muitos anos é 

baseada na escolha de indivíduos mais promissores, produtivos e resistentes ou tolerantes. 

Além de a conservação genética ser uma necessidade para as cultivares com características 

superiores, a confiabilidade da produção e facilidade de seleção para o tipo de uso da 

pecaneira pode ser facilitado. As análises de divergência genética poderão ser utilizadas para 

guiar a seleção de genitores a serem cruzados. O cruzamento entre genitores mais divergentes 

pode, potencialmente, maximizar a heterozigosidade e heterose da progênie, aumentando as 

chances de seleção de cultivares superiores. Cultivares de C. illinoinensis selecionados e 

testados possuem maior chance de adaptação às condições edafoclimáticas do Estado. 
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5  CONCLUSÃO   

 

Os 10 loci microssatélite plastidiais desenvolvidos e os índices de variação genética 

avaliados neste estudo foram úteis para estudar a divergência genética das cultivares. A 

transferibilidade interespécies desses loci microssatélites podem ser úteis em estudos 

genéticos, sendo possível validar estes marcadores e gerar informações a respeito da 

diversidade genética das espécies pertencentes à família Juglandaceae. 

Nos 23 loci microssatélite analisados foram identificados alelos exclusivos utilizando 

tanto os cpSSR quanto nSSR, indicando a ausência de fluxo alélico, ou seja, há diferenciação 

entre os indivíduos. A ocorrência de alelos exclusivos pode também ser um indicativo de 

seleção. Foram identificados alelos raros utilizando os SSR nucleares (com frequência alélica 

menor que 0,05), que também pode indicar a perda da diversidade genética. Com o uso dos 

marcadores plastidiais, não houve alelos raros. A média de estimativa do índice de fixação foi 

acima de zero o que indica a ocorrência de endogamia entre as cultivares.  

Os gráficos resultantes da Análise de Coordenadas Principais para cpSSR e nSSR 

demonstraram coerência com as estimativas de similaridade obtidas em ambas as análises. 

Sendo assim, pelo fato de a espécie apresentar uso comercial, tornam-se necessárias 

estratégias de um contexto de manejo para a conservação genética da espécie. Ações voltadas 

para aumentar o fluxo gênico entre as cultivares também são indicadas. Estas ações de manejo 

devem considerar os resultados observados, sob o risco de aumentar ainda mais o índice de 

fixação nas populações, à perda de alelos e a estruturação das populações. Assim, no decorrer 

das gerações, poderá ocorrer perda da diversidade genética e alteração da estrutura genética 

destas cultivares, o que implica em menor capacidade genética para cultivares com genótipos 

superiores para fins comerciais.    
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS   

 

As pesquisas com nogueira-pecã estão em crescimento e são de suma importância para 

o setor de pecanicultura, embora a escassez de estrutura e mão de obra especializada, a 

possibilidade de novos estudos é bastante promissora e necessária, principalmente no Rio 

Grande do Sul onde o crescimento da produção é crescente. Esse resultado corrobora com a 

importância do avanço em estudos genéticos para a espécie, contribuindo dessa maneira para 

a seleção de cultivares superiores e assim gerar novos bancos de germoplasma ligados a 

produtividade no sul do Brasil.  

Com base nos dados obtidos nessa Tese, os marcadores microssatélite plastidiais 

recém-desenvolvidos para C. illinoinensis são úteis em estudos genéticos, onde foi possível 

gerar informações a respeito da diversidade genética das cultivares plantadas no Rio Grande 

do Sul. Com a caracterização e validação dos marcadores cpSSR espécie-específicos, outros 

estudos genéticos poderão ser realizados utilizando essas marcas, e assim avançar na 

caracterização genética da espécie que se apresenta como um recurso de importância 

econômica para o Brasil e como subsídio a programas de melhoramento. Além disso, este é o 

primeiro estudo de desenvolvimento, caracterização e validação de marcadores microssatélite 

plastidiais espécie-específico para C. illinoinensis, com potencial aplicabilidade para outros 

genêros de Juglandaceae (Juglans, Carya e Cyclocarya).   

Os dados obtidos até o momento nos permitem auxiliar no aprofundamento de análises 

da diversidade genética, pois por meio de estudos recentes a polinização aberta promove alta 

segregação genética, e a propagação através de sementes pode ter introduzido centenas de 

variedades de nogueira-pecã pelo mundo. Essa grande diversidade na forma dos frutos, das 

árvores, a qualidade das nozes e suas diferentes formas de se reproduzir, ainda causa uma 

grande confusão quanto à nomenclatura e a identificação. Os resultados obtidos neste estudo 

evidenciaram alta diversidade genética tanto para marcadores nucleares (I= 2,365) e 

plastidiais (I= 2,183), esta estimativa de diversidade genética é bem significativa, e este 

resultado pode ser utilizado para determinar o padrão genético das cultivares analisadas.  
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