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RESUMO

FREITAS, J. B. P. B. Andlise comparativa de sequéncias completas de genomas de
cloroplasto de Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens (Leguminosae). 2021.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2020.

O cloroplasto é uma organela celular que possui genoma préprio. Diversos projetos de
sequenciamento dos genomas cloroplastidias tém sido desenvolvidos com espécies do grupo
das leguminosas, familia a qual pertencem as espécies Pterodon emarginatus e P. pubescens.
Essas duas espécies do género Pterodon sdo nativas do bioma Cerrado, sdo popularmente
conhecidas como sucupira branca ou faveira, e apresentam potencial para uso medicinal e
madeireiro. O presente trabalho visou conhecer e comparar a estrutura e a organizacdo dos
genomas cloroplastidiais de P. emarginatus e P. pubescens, com o intuito de colaborar com
0 conhecimento acerca das relagoes filogenéticas entre estas espécies. O sequenciamento foi
realizado com a plataforma Illumina MiSeg. Os genomas foram montados por meio de
estratégia de novo associado a montagem guiada por genoma de referéncia. Foi realizada a
anotacdo de genes e das regides repetitivas dos genomas. Além disso, foram estimadas a
diversidade nucleotidica e analisadas as relac@es filogenéticas destas espécies com outras da
familia Leguminosae, cujos genomas cloroplastidiais encontram-se disponiveis em bancos
de dados. Estas analises de diversidade e filogenia foram realizadas com base nas sequéncias
génicas dos genomas cloroplastidiais. A sequéncia completa do genoma cloroplastidial de
P. emarginatus tem 159.823 pb, enquanto de P. pubescens tem 159.818 pb. Ambos 0s
genomas possuem estrutura quadripartida, composta por duas regides invertidas (IR) com
25.584 pb em ambas as espécies, separadas por uma regido de copia Unica curta (SSC), com
19.359 pb e 19.367 pb, respectivamente, para P. pubescens e P. emarginatus e uma regiao
de copia Unica longa (LSC), com 89.291 pb em P. pubescens e 89.288 pb em P. emarginatus.
Foram preditos no genoma de cloroplasto, 127 genes nas duas espécies, dentre os quais, 109
genes de cdpia simples e 18 duplicados nas regides invertidas. Foram identificadas 143
regides microssatélites em P. emarginatus e 141 em P. pubescens. O contetdo génico foi
semelhante ao de outros genomas cloroplastidiais de espécies de leguminosas, com destaque
para a semelhanga com Dipteryx alata e Styphnolobium japonicum, com poucas excecoes
de perdas e ganhos de genes. As estimativas de diversidade nucleotidica das regides génicas
foram de 0,062 em LSC, 0,076 em SSC e 0,036 em IR. A analise filogenética demonstrou a
proximidade entre os géneros Pterodon e Dipteryx, ambos do clado Dipterygeae bem como
a relacdo proxima entre os clados ADA e Cladrastis. Desta forma, as informag6es genéticas
obtidas sobre os genomas cloroplastidiais de P. emarginatus e P. pubescens presentes neste
estudo reforcam a semelhanca e proximidade evolutiva entre estas espécies. Estes resultados
podem contribuir para outros estudos, tais como, sistematica molecular e genética e
filogeografia de populacdes.

Palavras-chaves: Anotagdo génica, Genoma organelar, Leguminosae, Pterodon.

1 Orientadora Profé. Dr2, Thannya Nascimento Soares



ABSTRACT

FREITAS, J. B. P. B. Comparative analysis of complete chloroplast genome sequences
of Pterodon emarginatus and P. pubescens (Leguminosae). 2020. Dissertation (Master in
Genetics and Plant Breeding) — School of Agronomy, Federal University of Goias, Goiania,
2020.1

The chloroplast is a cellular organelle that has its own genome. Several projects of
chloroplast genome sequencing have been developed with species of the legume group,
family to which the species Pterodon emarginatus and P. pubescens belong. These two
species of the genus Pterodon are native to the Cerrado biome, are popularly known as
sucupira branca or faveira, and have potential for medicinal use and lumber. The present
work aimed to know and compare the structure and organization of the chloroplastidial
genomes of P. emarginatus and P. pubescens, in order to collaborate with the knowledge
about the phylogenetic relationships between these species. Sequencing was performed
using the lllumina MiSeq platform. The genomes were assembled using a de novo strategy
associated with reference genome guided assembly. Annotation of genes and repetitive
regions of the genomes was performed. In addition, nucleotide diversity was estimated and
phylogenetic relationships of these species with other species of the Leguminosae family,
whose chloroplastid genomes are available in databases, were analyzed. These diversity and
phylogeny analyses were performed based on the gene sequences of the chloroplastidial
genomes. The complete sequence of the chloroplastidial genome of P. emarginatus is
159,823 bp, while that of P. pubescens is 159,818 bp. Both genomes have a quadripartite
structure, composed of two inverted regions (IR) with 25,584 bp in both species, separated
by a short single copy region (SSC), with 19,359 bp and 19,367 bp, respectively, for P.
pubescens and P. emarginatus and a long single copy region (LSC), with 89,291 bp in P.
pubescens and 89,288 bp in P. emarginatus. A total of 127 genes were predicted in the
chloroplast genome in both species, among which, 109 single copy genes and 18 duplicated
genes in the inverted regions. A total of 143 microsatellite regions were identified in P.
emarginatus and 141 in P. pubescens. The gene content was similar to that of other
chloroplastidial genomes of legume species, with an emphasis on similarity with Dipteryx
alata and Styphnolobium japonicum, with few exceptions of gene losses and gains.
Nucleotide diversity estimates of gene regions were 0.062 in LSC, 0.076 in SSC, and 0.036
in IR. Phylogenetic analysis demonstrated the proximity between the genera Pterodon and
Dipteryx, both from the clade Dipterygeae as well as the close relationship between the
clades ADA and Cladrastis. The genetic information obtained on the chloroplastidial
genomes of P. emarginatus and P. pubescens in this study reinforces the similarity and
evolutionary proximity between these species. These results may contribute to other studies,
such as molecular systematics and population genetics and phylogeography.

Keywords: Gene annotation, Organellar genome, Leguminosae, Pterodon.

1 Advisor Profé, Dr2, Thannya Nascimento Soares



1. INTRODUCAO

O contetido gendmico das células vegetais é composto pelo genoma nuclear e
pelos genomas organelares, do cloroplasto e da mitocondria. Os genomas cloroplastidiais
surgiram a partir da fagocitose de cianobactérias em eventos de endossimbiose e a heranca
destes genomas é, em sua maioria, uniparental (Guerrero; Margulis; Berlanga, 2013;
Kolodner; Tewari, 1972). Em plantas superiores o genoma cloroplastidial possui estrutura
gendmica relativamente conservada, sendo geralmente dividido em quatro partes: duas
repeticdes invertidas (IRs), separadas por uma curta regido de copia unica (SSC) e uma
regido também de cdpia Unica longa (LSC). O genoma cloroplastidial possui maquinaria
completa para expressdo de genes, cuja funcao esta relacionada a processos essenciais para
as plantas, como fotossintese e biossintese de &cidos graxos. Assim, desempenham um
importante papel na reacdo das plantas quanto ao estresse bidtico e abio6tico (Saski et al.,
2005; Daniell et al., 2016; Xiao-Ming et al., 2017 e Kersten et al., 2016).

Os processos evolutivos dos genomas de cloroplastos em geral sdo mais lentos
e ocorrem em taxas distintas das regides nucleares. As mutacfes sdo menos frequentes em
genomas cloroplastidiais, de modo que as mudangas normalmente ocorrem devido a
alteracdes como deleces e insercdes de sequéncias de DNA e perda de regides invertidas
(Daniell et al., 2016; Xiao-Ming et al., 2017). Por essas razdes, os estudos desenvolvidos
com genomas cloroplastidiais tém sido amplamente utilizados com o intuito por exemplo,
de conhecer a origem, as relagdes entre as espécies e evolucdo, como nos trabalhos de
sequenciamento do genoma cloroplastidial de arroz (Wambugu et al., 2015) e de orquideas
do género Oncidium (Pan et al., 2012).

Durante muitos anos o método de Sanger foi utilizado para realizacdo do
sequenciamento de DNA (Shinozaki et al., 1986; Ohyama et al., 1986 e Souza et al., 2019).
Porém as novas tecnologias de sequenciamento, chamadas de sequenciamento de nova
geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), promoveram um aumento na producéo de
sequéncias de nucleotideos, que passaram a ser geradas com alto rendimento, baixas taxas
de erro, menor tempo e reduzidos custos por base sequenciada (Mardis, 2008; Metzker,

2010; Jeon; Kim, 2019). Diversos projetos de sequenciamento tém sido desenvolvidos com
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espécies do grupo das leguminosas, uma das maiores familias de angiospermas. Até o
momento, foram depositadas 190 sequéncias gendmicas plastidiais pertencentes a subfamilia
dos Papilionoideaes no banco de dados GenBank, da base NCBI (National Center for
Biotechnology Information), dentre eles, genomas de varias espécies com interesse
econémico, como por exemplo Glycine max e Phaseolus vulgaris (Taquary, 2017; Schmutz
et al., 2014; Tang et al., 2014). Os avancos nas tecnologias de sequenciamento e nas
ferramentas de bioinformatica facilitaram também a realizacdo de estudos do genoma de
cloroplastos de diversas espécies, como as espécies do género Pterodon.

Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens (Leguminosa) sdo espécies irmas.
Estas espécies possuem ampla distribuicdo geografica no Brasil, sendo encontrados com
maior predominancia no bioma Cerrado, como apontam os autores Mendonca (2008) e Dutra
etal. (2012), e séo classificadas por Carvalho (2020) como arbdreas, xerofitas, semideciduas
e helidfitas.

Embora P. emarginatus e P. pubescens sejam espécies claramente distintas
segundo a classificacdo botanica (Rocha, 2006), popularmente, elas sdo conhecidas de forma
conjunta como sucupira branca ou faveira (Almeida et al., 1998). A sucupira branca possui
madeira resistente, € muito utilizada para arborizacao, construcdo civil, recuperacao de areas
degradadas e reflorestamento (Hansen; Haraguchi; Alonso, 2010; Santos et al., 2010;
Hansen et al., 2012). Na medicina popular, é utilizado o 6leo extraido de frutos de P.
emarginatus e P. pubescens, devido as propriedades farmacoldgicas ja& comprovadas
cientificamente. Neste sentido, diversos estudos relatam funcfes analgésicas, anti-
inflamatorias, antitumorais, antioxidantes, angiogénicas e antimicrobianas (Hansen;
Haraguchi; Alonso, 2010; Santos et al., 2010; Hansen et al., 2012; Negri; Mattei; Mendes,
2014; Pascoa et al., 2015; De Araujo et al., 2015; Bavaresco et al., 2016).

A literatura cientifica reporta dois aspectos interessantes para justificar a
importancia de se realizar estudos gendmicos com as espécies P. emarginatus e P.
pubescens. O primeiro esta relacionado com a proximidade evolutiva destas espécies, de
modo que elas s&o interessantes para se estudar processos de diversificagcdo. O segundo se
relaciona ao fato de elas apresentarem bom potencial para o uso medicinal e madeireiro.

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi conhecer e comparar as estruturas dos
genomas cloroplastidiais completos de P. emarginatus e P. pubescens. Além do mais,
buscou-se determinar as relacfes filogenéticas dos genomas cloroplastidiais destas espécies

com genomas cloroplastidiais de outras espécies também pertencentes a familia
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Leguminosae. Os objetivos especificos foram: conhecer e comparar a composi¢éo de regides
microssatélites e do conteldo génico dos genomas cloroplastidiais de P. emarginatus e P.
pubescens; desenhar pares de primers que flanqueiam regides microssatélites nesses
genomas cloroplastidiais com potencial para uso em trabalhos de desenvolvimento de
marcadores; avaliar a diversidade nucleotidica entre os genomas cloroplastidiais das duas
espécies de Pterodon e outras e 20 espécies da familia Leguminosae, além de determinar a
relacdo filogenética, com base nas sequéncias génicas dos genomas cloroplastidiais de P.
emarginatus e P. pubescens, as 20 espécies da familia Leguminosae juntamente com outras

duas espécies como outgroup.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacdo taxondmica e distribuicdo

Espécies do género Pterodon, pertencem a familia Leguminosae, terceira maior
familia do grupo das angiospermas. A familia das Leguminasae, sdo compostas por 770
géneros e mais de 19.500 espécies, nesta familia estdo integradas a subfamilia das
Papilionoideae, clado dos Dipterygeae, subgrupo pertencente ao clado ADA, que inclui
também os clados Angylocalyceae e Amburanae, e possuem ampla distribuicdo geografica.
Segundo o REFLORA (Carvalho, 2020), o género compreende quatro espécies nativas e nao
endémicas do Brasil: P. abruptus (Moric.) Benth., P. apparicioi Pedersoli, P. emarginatus
Vogel (sindbnimo de Acosmium inornatum) (Mohlenbr.) Yakovlev, P. polygalaeflorus Benth.
e Sweetia inornata (Mohlenbr.) e P. pubescens (Benth.) Benth.

Neste sentido, destaca-se entdo que P. pubescens e P. emarginatus sdo espécies
irmds, popularmente conhecidas como faveira ou sucupira branca. No que diz respeito a
polinizacdo das flores, as abelhas sdo as principais responsaveis pela realizagdo e a dispersao
dos seus frutos ocorre por anemocoria (Almeida et al., 1998; Barroso et al., 1999; Cardoso
etal., 2015; Almeida et al., 2003; Cardoso et al., 2013; Jin; Choi; Choi, 2019).

P. emarginatus e P. pubescens sdo encontradas principalmente no Cerrado
brasileiro, um bioma do tipo savana considerado hotspot de biodiversidade. Contudo, estdo
presentes também na Amazénia, Caatinga e Pantanal (Mendonca, 2008; Dutra et al., 2012,
Carvalho, 2020). A localizacdo geografica segundo o REFLORA é semelhante,
considerando que P. pubescens é encontrada no Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso), Nordeste (Bahia, Maranh&o, Piaui), Norte (Tocantins) e
Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo), enquanto P. emarginatus € mais comumente encontrada
no Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Nordeste
(Bahia, Ceara, Maranh&o, Piaui), Norte (Rondbnia, Tocantins) e no Sudeste (Minas Gerais,
Sdo Paulo) (Almeida et al., 1998; Filardi et al., 2007; Dutra et al., 2012; Lima; Tozzi;
Mansano, 2015; Bavaresco et al., 2016; Carvalho, 2020).
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2.2 Descrigao botanica

P. emarginatus e P. pubescens apresentam porte arboreo com altura de até 20
metros (Rocha, 2006). Essas espéecies compartilham diversas semelhangas como a presenca
de frutos secos, indeiscentes e alados. O ovario das flores de Pterodon apresentam apenas
um o6vulo além de possuirem endocarpo muito duro (Lima, 2019; Rocha, 2006).

Apesar de serem semelhantes, € possivel notar algumas diferencas entre as
espéecies. Em P. emarginatus as flores apresentam coloracdo roxa, e as folhas sdo glabras
com 4 a 10 foliolos, enquanto P. pubescens possui folhas pubescentes de 6 a 19 foliolos e
flores rosa, como exposto na Figura 1 (Rocha, 2006; Hoscheid; Cardoso, 2015; Melo, 2018).
Quanto a floragdo, Afonso (1997) afirma que em P. emarginatus ocorre primeiro, geralmente
em meados de agosto. A floracdo em P. pubescens tem picos de ocorréncia no més de
setembro. Rocha (2006) afirma que é comum encontrar em campo as espécies floridas

simultaneamente, podendo inclusive surgir hibridos naturais.

S

(R ikt g i ’ ’ : SR ERIES, 7 -
Figura 1. Imagens das arvores e flores das espécies Pterodon pubescens (A e B) e Pterodon
emarginatus (C e D). Foto: Mariana Pires de Campos Telles, 2016.

)

2.3 Importancia socioecondmica e ambiental

P. pubescens e P. emarginatus possuem grande importancia econdmica,
principalmente por seu uso medicinal. Estudos cientificos comprovaram as propriedades
farmacologicas destas espécies em varias fungdes, tais como, analgésicas, anti-inflamatdrias,
antitumorais, antioxidantes, angiogénicas e antimicrobianas (Hansen; Haraguchi; Alonso,
2010; Santos et al., 2010; Hansen et al., 2012; Negri; Mattei; Mendes, 2014; Pascoa et al.,
2015; De Araudjo et al., 2015; Bavaresco et al., 2016). Testes realizados com as duas espécies

demonstraram que sdo consideradas seguras para 0 consumo e encontram-se disponiveis
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comercialmente no mercado de plantas medicinais (Alves, 2012; Hansen; Haraguchi;
Alonso, 2010; Bavaresco et al., 2016).

O Oleo extraido dos frutos e sementes (Figura 2) de P. pubescens e P.
emarginatus € utilizado no tratamento de inflamagdes de garganta, reumatismos, infeccbes
respiratdrias, Ulceras, diabetes, gastrites, inflamag6es no Utero e ovério, dores musculares,
contra vermes intestinais, entre outras doencas (Alves, 2012; Hansen; Haraguchi; Alonso,
2010; Santos et al., 2010; Bavaresco et al., 2016). Os 6leos essenciais extraidos das espécies
tém sido bastante estudados e as pesquisas buscam desenvolver encapsulamento destes 6leos
por seu valor medicinal (Alves et al., 2014; Oliveira et al., 2016). Diversos compostos ativos
sdo instaveis e a encapsulacgdo tem a finalidade de prevenir a volatilizacao e oxidacéao, além
de aumentar expressivamente a vida Gtil dos 6leos essenciais para o uso na fitoterapia (Alves
etal., 2014).

Figura 2. Frutos de Pterodon emarginatus. Foto: Mariana Pires de Campos Telles, 2016.

Além das propriedades medicinais, as arvores do género Pterodon podem ser
utilizadas na recuperacéo de areas degradadas e extracdo de madeira, pois possuem madeira
pesada e com boa durabilidade. Estas espécies tém como caracteristicas o crescimento lento,
tolerancia a baixa fertilidade do solo e a luz solar direta. Neste sentido, podem ser utilizadas
para o reflorestamento. P. emarginatus e P. pubescens possuem madeira dura e considerada
resistente a umidade, Gtil também na construcdo civil (Lorenzi, 2008; Hansen; Haraguchi;
Alonso, 2010; Bavaresco et al., 2016).

2.4 Genoma de Cloroplastos

Genomas nucleares de plantas normalmente sdo grandes e complexos, o que
dificulta o processo de sequenciamento e montagem do genoma completo. Muitos estudos,
como o de Stryphnodendron adstringens por Souza et al. (2019) e Herbaceous bamboos por

Wang et al. (2018), dentre outros, vém sendo realizados nos ultimos anos com o objetivo de
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montar e caracterizar genomas organelares, principalmente genomas de cloroplastos. Os
genomas organelares podem ser montados e anotados separadamente do genoma nuclear.

Genomas nucleares e mitocondriais sa0 maiores e mais variaveis em sequéncias
que os genomas dos cloroplastos, pois apresentam diversos elementos repetitivos. Além
disso, os genomas das mitocondrias sdo constantemente rearranjados, enquanto 0os genomas
dos cloroplastos séo relativamente mais conservados. As principais alteragdes nos genomas
cloroplastidiais ocorrem, por exemplo, devido a perda de repeticao invertida (IR), perda de
genes e indels, além de ocorrerem diminuicdes no comprimento das regides intergénicas e
dos introns (Khan et al., 2019; Li; Su; Wang, 2018; Delannoy et al., 2011; Xue et al., 2019).

As células vegetais contém em torno de 1000 a 1700 cépias dos genomas de
cloroplastos. Um cloroplasto presente na folha de Arabidopsis thaliana pode conter de 20 a
35 copias do DNA cloroplastidial (Zoschke; Liere; Borner, 2007). A quantidade de DNA
cloroplastidial é altamente varidvel durante o desenvolvimento da planta. Bendich, (1987)
propde que esta grande quantidade de genomas cloroplastidiais se deve a maior necessidade
de ribossomos organelares. Portanto, a discrepancia no nimero de genomas nucleares e
cloroplastidiais, surge pelas diferencas nos mecanismos pelos quais a expressao dos genes é
controlada.

Os genomas de cloroplastos em plantas superiores geralmente s&o circulares e
possuem tamanhos variados. O tamanho do DNA cloroplastidial varia de 15.553 pares de
bases (bp) em Asarum minus (Mohanta et al., 2020) a 521.168 bp em Floydiella terrestris
(Brouard et al., 2010). Séo frequentemente divididos em quatro partes: uma regido de clpia
Unica curta (SSC), uma regido de cépia unica longa (LSC) e duas repeti¢bes invertidas de
cerca de 25 kb (IRa e IRb). Os cloroplastos possuem a maquinaria completa para expressao
génica, com genes de RNA ribossomal (rRNAs), genes de RNA transportador (tRNAs) e
genes de RNA mensageiro (MRNAS) (Daniell et al., 2016; Xiao-Ming et al., 2017; Kersten
et al., 2016).

Os cloroplastos possuem em média entre 120 e 130 genes essenciais. Os genes
do cloroplasto podem ser de copia Unica ou duplicados nas regides invertidas, codificam
proteinas, tRNAs e rRNAs, incluindo proteinas com funcBes que ainda ndo sdo bem
definidas, tais como os genes ycf. A quantidade de genes codificadores de proteinas €
variavel entre as espécies. A maioria dos genes do cloroplasto codificam proteinas essenciais

para a fotossintese. Como as bactérias, muitos genes do cloroplasto sdo organizados em

16



operons cuja transcricdo é realizada usando um ou mais promotores (Saski et al., 2005;
Daniell et al., 2016; Xiao-Ming et al., 2017; Kersten et al., 2016 e Zhang et al., 2020).

A maioria dos genes cloroplastidiais ndo apresenta introns, regifes nao
traduzidas identificadas em genomas de eucariotos. Quanto ao nimero de introns, a maior
parte dos genes contém apenas um, enquanto raros genes apresentam dois introns, como por
exemplo, o gene ycf3. Os introns contribuem para a complexidade dos genomas, uma vez
que durante os processos de expressdo génica aumentam a capacidade de codificacdo do
genoma através do splicing alternativo (Graveley, 2001). O estudo das regides intrénicas
auxilia na inferéncia de relacdes filogenéticas, devido as suas sequéncias ndo codificantes
apresentarem evolucdo rapida (Daniell et al., 2016; Kersten et al., 2016 e Zhang et al., 2020).

A estrutura do cloroplasto é relativamente conservada, principalmente nas
regides génicas. No entanto, durante o processo padréo de evolucao das plantas alguns genes
foram transferidos do cloroplasto para as mitocéndrias ou para o nucleo. Os cloroplastos séo
considerados organelas semi-independentes, pois se encontram em estreita e constante
relacdo com o nucleo. A expressdo dos genes codificados pelo DNA cloroplastidial é
dependente de um extenso grupo de fatores de origem nuclear. A maioria das proteinas do
cloroplasto sdo codificadas pelo genoma nuclear, mas os genes cloroplastidiais também
contribuem para sintese proteica (Berger, 2019; Muschner, 2005; Zhang et al., 2014; Xu et
al., 2015; Yi et al., 2016). O proteoma dos cloroplastos consiste em milhares de proteinas
que, além da fotossintese, participam da biossintese de &cidos graxos, aminoacidos,
horménios, pigmentos, vitaminas, nucleotideos e metabdlitos secundarios (Saski et al., 2005;
Daniell et al., 2016; e Kersten et al., 2016).

Os primeiros genomas de cloroplastos completos sequenciados, montados e
anotados foram das espécies Nicotiana tabacum (Shinozaki et al., 1986) e Marchantia
polymorpha (Ohyama et al., 1986), ha mais de 30 anos. Estes genomas foram sequenciados
usando a tecnologia Sanger. O sequenciamento feito com o0 método Sanger demanda muito
tempo e tem um elevado custo, por isso 0s estudos mais recentes tém usado as tecnologias
de sequenciamento NGS para estudar os genomas cloroplastidiais (Shinozaki et al., 1986;
Ohyama et al., 1986 e Souza et al., 2019; Wang et al., 2018).

Com o advento das tecnologias NGS, plataformas de sequenciamento de nova
geracdo, possibilitou-se produzir sequéncias de nucleotideos com alto rendimento, com
baixas taxas de erro, em um espago curto de tempo e reduzidos custos por cada base

sequenciada (Mardis, 2008; Metzker, 2010; Jeon; Kim, 2019). Embora diversas plataformas
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NGS estejam disponiveis para a realizacdo do sequenciamento do genoma dos cloroplastos,
atualmente, a plataforma Illumina é a principal ferramenta NGS utilizada para este fim
(Daniell et al., 2016; Cronn et al., 2008; Quail et al., 2012).

A plataforma Illumina produz uma grande quantidade de reads curtos em cada
corrida e permite o sequenciamento com base na estratégia paired-end em que ambas as
extremidades de cada fragmento sdo sequenciadas, de modo que o0s reads sdo formados aos
pares. O processo de montagem do genoma envolve a analise e cortes de qualidade, através
de ferramentas como os softwares FastQC e o Trimommatic, que detectam e removem bases
que apresentam baixa qualidade (Andrews, 2010; Bolger; Lohse; Usadel, 2014). Apos a
analise de qualidade, os reads podem ser mapeados em um genoma de referéncia e
agrupados em sequéncias consenso chamadas de contigs e os contigs unidos formam os
scaffolds, constituidos por contigs e gaps. Os gaps sdo trechos ndo sequenciados que sdo
preditos pelos softwares de montagem (Miller; Koren; Sutton, 2010). Se ndo houver um
genoma de referéncia disponivel a montagem dos reads é feita pela metodologia de novo,
usando algoritmos como os grafos de Bruijn.

Os grafos de Bruijn realizam a montagem das sequéncias por meio da quebra
dos reads em segmentos menores de tamanho K (K-mers). Os grafos mostram diferentes
caminhos ou possibilidades para a montagem da sequéncia. Os k-mers sdo organizados para
a formacéo dos grafos de modo que 0s nds comecem sempre com o0 numero de bases -1. Por
exemplo, se o valor de k-mer for 7, 0 nd ira iniciar com as 6 ultimas bases referentes ao né
anterior. Os caminhos alternativos, gerados por exemplo por erros de sequenciamento, sao
formados como bolhas no grafo. Os softwares de montagem determinam o melhor caminho
para a montagem da sequéncia observando os que apresentam maiores coberturas de
sequenciamento (Schatz; Delcher; Salzberg, 2010). A montagem do genoma tende a
produzir menos gaps quando o sequenciamento apresenta boa cobertura e alta qualidade das
sequéncias, 0 que diminui a taxa de erros na montagem (Miller; Koren; Sutton, 2010;
Taquary, 2017).

A montagem do genoma do cloroplasto pode ser realizada usando a metodologia
de novo ou pode ser guiada por referéncia. A montagem com referéncia é preferivel quando
existir genomas de referéncia com sequéncias de alta qualidade e de preferéncia para a
especie em estudo. O uso do genoma de referéncia facilita o processo de montagem, porém
apresenta como desvantagem nédo permitir a resolucdo de grandes variagdes estruturais na

montagem (Miller; Koren; Sutton, 2010; Taquary, 2017). O uso de genomas de outras
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espécies dificulta a montagem das regides onde os genomas sdo diferentes. Portanto, em
estudos com espécie ndo modelo, ou seja, que ndo possuem um genoma de referéncia, o
algoritmo dos grafos de Bruijn € uma estratégia bastante utilizada. A montagem de novo
pode ser feita por varios softwares, por exemplo, por meio de montadores como Masurca
(Zimin et al., 2013), SOAPdenovo (Luo et al., 2012), SPAdes (Bankevich et al., 2012) e
outros.

Os grafos de Bruijn se apresentam neste contexto como um algoritmo eficiente
para a montagem de novo dos genomas (Schatz; Delcher; Salzberg, 2010). A montagem de
novo encontra desafios quando os genomas sdo grandes e com extensas regides repetitivas
(Schlebusch; Illing, 2012). Trabalhos como o de Souza et al. (2019) com S. adstringens e
Antunes et al. (2020) com Dipteryx alata, tém utilizado a estratégia de bioinformatica de
combinar a montagem de novo com a montagem com referéncia, com o intuito de remover
possiveis gaps que possam ter surgido durante a montagem de novo e assim obter a
montagem do genoma completo do cloroplasto.

Vaérios trabalhos obtiveram sucesso a partir da montagem e a caracterizacdo de
sequéncias do genoma cloroplastidial de espécies de leguminosas, tais como P. vulgaris, G.
max, Cicer arietinum e Medicago truncatula, dentre outros (Taquary, 2017; Schmutz et al.,
2010;Varshney et al., 2013; Schmutz et al., 2014; Tang et al., 2014). Neste contexto, analisar
0 genoma tem se apresentado de forma promissora para identificacdo de dados genéticos em
larga escala, como por exemplo, para espécies do género Pterodon (Caicedo; Purugganan,
2005; Amar et al., 2014).

Ha poucos estudos genéticos disponiveis na literatura para o género Pterodon,
entre eles, estd a descri¢cdo do nimero de cromossomos para as duas espécies, P. pubescens
e P. emarginatus, que possuem 2n = 16 cromossomos (Rocha, 2006; Dutra et al., 2012;
Santana, 2014). No banco de dados GenBank, da base NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para Pterodon estdo disponiveis apenas 46 sequéncias
depositadas. Com isto, as estratégias de sequenciamento de DNA e suas anotacdes,
contribuem para um melhor entendimento das caracteristicas gendmicas cloroplastidiais das

espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo das sequéncias dos genomas cloroplastidiais de P. pubescens e P. emarginatus

Para a montagem do genoma cloroplastidial da espécie P. pubescens, foram
utilizadas as sequéncias brutas de um individuo proveniente de Goiania, GO, Brasil
(espécime depositado no Herbario da Universidade Federal de Goiés - n° 61013), que teve
seu genoma parcialmente sequenciado por Melo (2018). Neste estudo, o0 DNA total do
individuo foi isolado utilizando o protocolo de extracdo proposto por Doyle; Doyle (1987).
A biblioteca de sequenciamento foi preparada com o Kit Nextera DNA Flex Library Prep
(IMlumina) e o sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq, com o kit de 600 ciclos
v3 (2x300bp, paired-end reads).

Para P. emarginatus, as sequéncias foram obtidas no presente estudo. Folhas
jovens foram coletadas de um individuo adulto proveniente de Planaltina, DF, Brasil, sendo
também depositado no Herbario da Universidade Federal de Goias (n° 68.411). O DNA
cloroplastidial foi extraido utilizando o kit Chloroplast Isolation Kit (Sigma-Aldrich). As
andlises qualitativa e quantitativa do DNA, foram conduzidas por eletroforese horizontal em
gel de agarose e ensaio Qubit® DNA Fluorometer (Invitrogen), respectivamente. A
biblioteca de DNA foi preparada seguindo o protocolo do Kit para Preparo de Biblioteca da
Agilent Technologies, SureSelect® ™. A validacdo das bibliotecas foi realizada com o
Bioanalyzer (Agilent Technologies 2100) e PCR em tempo real (Applied Biosystems StepOne
Plus) utilizando respectivamente, o kit Agilent High Sensitivity DNA e o kit Kapa Library
Quantification (Kapa Biosystems). A plataforma Illumina MiSeq foi utilizada para o
sequenciamento, realizado usando o kit de 600 ciclos v3 (2x300bp, paired-end reads).

A avaliacdo da qualidade dos reads foi realizada utilizando o software FastQC
(Andrews, 2010) e as bases com valor de Phred <20, juntamente com os adaptadores de
sequenciamento, foram removidos com o uso do software Trimmomatic (Bolger; Lohse;
Usadel, 2014).

Os reads de cloroplastos de P. pubescens e P. emarginatus, foram mapeados e
filtrados do DNA do genoma total através da comparagdo com sequéncias de DNA de

cloroplastos de outras espécies de plantas, a partir de banco de dados no RefSeq do NCBI
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GenBank com as sequéncias de cloroplastos depositadas de todas as espécies de
angiospermas. Os reads foram alinhados utilizando o software bowtie2 contra este banco de
dados (Langmead et al., 2009) e todos os reads mapeados foram separados para a posterior

montagem das sequéncias de cloroplastos de P. pubescens e P. emarginatus.

3.2 Montagem dos Genomas dos Cloroplastos

A montagem dos genomas dos cloroplastos foi feita utilizando a associacéo de
montagem de novo e montagem guiada por genoma de referéncia. Para a montagem de novo,
foi utilizado o pipeline Fast-Plast, através de uma abordagem combinando o método baseado
em grafos de Bruijn do software Spades 3.11.1 para a montagem das sequéncias dos
cloroplastos (Bankevich et al., 2012). Sequéncias com cobertura abaixo de 10x foram
removidos da montagem. Sequéncias com alta cobertura foram analisadas com Blast (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), com o intuito de identificar as espécies
que apresentam genoma de cloroplasto mais semelhante para uso na montagem guiada por
referéncia. Com o uso do software Yasra, foi realizada a montagem guiada por referéncia
(Ratan, 2009), usando o genoma de Indigofera tinctoria (KJ468098.1), disponivel no
Genbank.

A montagem guiada por referéncia foi usada para ordenar e orientar os scaffolds
gerados pela montagem de novo e para preencher 0s gaps entre esses scaffolds, usando o
software BWA (Li; Durbin, 2009). As sequéncias consenso do genoma dos cloroplastos de
P. pubescens e P. emarginatus foram obtidas com o CLC Genomics Workbench 12
(CLCBio, Arhus Denmark). Os reads do genoma total foram alinhados as sequéncias
consenso obtidas com a juncdo da montagem de novo e a montagem guiada por referéncia,
com o objetivo de encontrar sequéncias para preencher quaisquer lacunas entre os scaffolds.
A qualidade da montagem final foi avaliada com o script Assemblathon.

Apdbs o processo de montagem, os genomas completos de P. pubescens e P.
emarginatus foram alinhados. O alinhamento apresentou 4 trechos, com 150, 361, 812 e 387
pares de base em P. emarginatus que ndo estavam presentes na montagem de P. pubescens.
Primers foram desenhados para amplificar essas regides e Reacdes em Cadeia da Polimerase
(PCRs) foram realizadas e confirmadas através de eletroforese horizontal em gel de agarose
(Apéndice) para averiguar a existéncia destes trechos. Essa estratégia confirmou que as
regides existiam e ndo haviam sido montadas. Uma maneira de identificar estas regides seria

sequenciar usando a técnica de Sanger a partir dos produtos de amplificagdo. No entanto,
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com a paralizacdo dos trabalhos no laboratorio devido a doenga Covid-19, foi necesséria
uma nova estratégia para a montagem destas regides. As sequéncias das regides ausentes em
P. pubescens foram extraidas do genoma cloroplastidial de P. emarginatus e alinhadas com
a utilizacdo do software Bowtie2 contra 0s reads produzidos no sequenciamento de P.
pubescens, obtendo assim as sequéncias consenso. Deste modo, como 0s genomas das duas
espécies sdo semelhantes o uso de trechos do genoma de P. emarginatus como referéncia

permitiu montar as sequéncias das regides de P. pubescens.

3.3 Anotacdo das sequéncias génicas, identificacdo de regides de microssatélites e desenho
de primers

A anotacdo de sequéncias codantes (CDS), RNAs ribossomais (rRNAs) e RNAs
transportadores (tRNASs), presentes nas sequéncias cloroplastidiais de P. pubescens e P.
emarginatus, foi realizada nos programas Dual Organellar GenoMe Annotator (DOGMA)
(Wyman; Jansen; Boore, 2004) e GeSeq (Annotation of Organellar Genomes) (Tillich et al.,
2017). A presenca de genes de tRNA e rRNA foi confirmada com os programas Aragorn,
tRNAscan-SE e RNAmmer (Lowe; Eddy, 1997; Lagesen et al., 2007). O programa
OGDRAW (Draw Organelle Genome Maps) (http://ogdraw.mpimp-golm.mpg.de/), foi
utilizado para construir graficos representativos dos genomas dos cloroplastos circulares
(Lohse et al., 2014).

O programa MISA (MlcroSAtellite identification tool) foi usado para realizar a
identificacdo de regiGes microssatélites nas sequéncias de cloroplastos (Beier et al., 2017),
Os parametros para a busca foram: mono e dinucleotideos > 10 bases (minimo de dez e cinco
repeticdes em tandem respectivamente) e trinucleotideos e tetranucleotideos > 12 bases
(minimo de quatro e trés repetigdes respectivamente), pentanucleotideo > 15 bases (minimo
de trés repeti¢des) e hexanucleotideos > 18 bases (minimo de 3 repeticdes). A analise feita
com o repeat masker teve a funcdo de identificar elementos repetitivos, de sequéncias de
baixa complexidade e repeti¢des intercaladas.

A localizacdo e o tamanho das repeti¢bes (forward, reverse, complementar e
palindrémicas) foram feitas com o software REPuter. O programa Primer3 foi utilizado para
o0 desenho dos primers (Untergasser et al., 2012). Os parametros que delinearam o desenho
de primers para amplificacdo das regides microssatélites cloroplastidiais s&o 150-400pb para
o0 tamanho do produto da amplificacdo, 30-60% de percentagem GC, 56-62 °C de valor de
temperatura de melting (Tm), e tamanhos dos primers entre 18-27 pb. Evitou-se a escolha
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de regiGes microssatélites mononucleotideas e dinucleotideas com motivo AT, pois apesar
de serem frequentes no genoma podem gerar estruturas em forma de grampos, diminuindo

a eficacia da amplificacdo por PCR.

3.4 Analises comparativas dos genomas dos cloroplastos

As analises comparativas dos genomas completos de cloroplastos de P.
pubescens e P. emarginatus foram realizadas utilizando o programa mVISTA. As duas
espécies foram comparadas entre si e com trés outras espécies: D. alata, Styphnolobium
japonicum e Lupinus luteus. O genoma cloroplastidial de P. emarginatus foi utilizado como
genoma de referéncia e a analise foi realizada utilizando o0 modo Shuffle-LAGAN (Frazer et
al., 2004).

A andlise comparativa de diversidade de nucleotideos utilizou as sequéncias
génicas de P. pubescens, P. emarginatus e de outras vinte espécies de leguminosas, todas da
familia Fabaceae subfamilia Papilionoideae, distribuidas em diferentes clados. As referidas
espécies foram utilizadas também para a andlise filogenética juntamente com mais duas
espécies de outras familias como outgroups. As espécies utilizadas como outgroups foram,
Cucumis sativa pertencente a familia Cucurbitaceae e Fragraria Vesca da familia Rosaceae

(Tabela 1). Todas as sequéncias estdo disponiveis no bando de dados do NCBI.

Tabela 1: Espécies de Leguminosae e grupos externos utilizados para a analise filogenética.

Classificacao Tribo Espécie Acesso do NCBI
Clado ADA Dipterygeae Dipteryx alata MT119080
Dipterygeae Pterodon emarginatus Presente estudo
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Dipterygeae Pterodon pubescens Presente estudo

Angylocalyceae  Angylocalyx braunii NC _047392.1
Amburaneae Dussia macroprophyllata NC_047341.1
Clado Cladrastis Styphnolobium japonicum KY872756.1
Clado Dalbergieae Arachis hypogaea NC_037358.1
Dalbergioides lato
Senso
Dalbergieae Dalbergia hainanensis NC_036961.1
Dalbergieae Stylosanthes hamata NC_039159.1
Clado Genistoides Genisteae Lupinus luteus NC_023090.1
lato senso
Sophoreae Maackia floribunda NC_034774.1
Ormosieae Ormosia hosiei NC_039418.1
Clado NPAAA Phaseoleae Cajanus cajan NC _031429.1
Cicereae Cicer arietinum NC 011163.1
Phaseoleae Glycine max NC_007942.1
Indigofereae Indigofera tinctoria NC_026680.1
Loteae Lotus japonicus NC_002694.1
Trifolieae Medicago truncatula NC_003119.8
Phaseoleae Mucuna macrocarpa NC_044116.1
Phaseoleae Phaseolus vulgaris NC_009259.1
Trifolieae Trifolium subterraneum  NC_011828.1
Phaseoleae Vigna radiata NC_013843.1
Outgroups Benincaseae Cucumis sativus DQ119058.1
Potentilleae Fragaria vesca JF345175.1

O software ClustalwW foi utilizado para alinhar as sequéncias génicas
(Thompson; Higgins; Gibson, 1994). Os genes foram concatenados com a utilizacdo do
software MEGA X (Kumar et al., 2018). Para estimar a diversidade de nucleotideos das
sequéncias de genes dos cloroplastos foi utilizado o software DnaSP6 (Rozas et al., 2017), a
andlise foi realizada individualmente cada gene.

Sequéncias génicas codificadoras de proteinas do cloroplasto de P. emarginatus
e P. pubescens foram investigadas e comparadas entre si, bem como, com as sequéncias das
outras trés espécies do Clado ADA disponiveis em banco de dados. Foram extraidas para
analise entre as espécies de Pterodon e entre as cinco espécies do clado ADA,
respectivamente 73 e 65 genes codificadores de proteinas, todos alinhados separadamente
usando MAFFT. Com o uso do software DnaSP6, foi calculada a razédo Ka/Ks para estimar
as taxas de substituicdo sindnimas (Ks) e ndo sindnimas (Ka) dos genes. A razdo Ka / Ks
pode indicar se um determinado gene codificador de proteina estd sofrendo pressao de

selecdo. A substituicdo sinbnima néo altera o amino&cido dentro de uma cadeia peptidica,
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enquanto a substituicdo nédo sinbnima muda a sequéncia em uma cadeia. Se o valor obtido
na analise for igual a 1 € um indicativo de sele¢do neutra. Um valor de Ka / Ks > 1 esta
relacionado com a selecdo positiva do gene, contudo Ka / Ks <1 indica que o gene esta sendo
afetado pela selecéo negativa ou selecédo purificadora (Yang, 2003).

A matriz concatenada dos genes de cloroplastos foi usada para anélise
filogenética, realizada no programa MEGA X (Kumar et al., 2018). A arvore filogenética foi
construida pelo método de maxima verossimilhanca com base no modelo Tamura-Nei. Para
avaliar o suporte dos nds foi utilizado o método bootstrap com 1000 replicatas. O software

Figtree v. 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) foi utilizado para a edi¢do da

arvore filogenética.

4. RESULTADOS
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4.1 Os genomas cloroplastidiais de P. pubescens e P. emarginatus

Para a montagem dos genomas cloroplastidiais foram utilizados 369.732 reads
para P. pubescens e 186.576 reads para P. emarginatus. P. pubescens apresentou cobertura
meédia de 395, enquanto P. emarginatus uma media de 178. O tamanho médio dos insertos
foram de 240 pb e 303 pb para P. pubescens e P. emarginatus, respectivamente.

Os tamanhos dos genomas cloroplastidiais das espécies sdo bem proximos,
sendo que o de P. emarginatus € ligeiramente maior (159.823 pb) do que o de P. pubescens
(159.818 pb), com uma diferenca de 5 pb apenas. Ambos os genomas cloroplastidiais
possuem estrutura quadripartida composta por duas regides invertidas (IR) com 25.584 pb,
semelhantes nas duas espécies, separadas por uma regido de cdpia unica longa (LSC) com
89.291 pb em P. pubescens e 89.288 pb em P. emarginatus e uma regido de copia Unica
curta (SSC) apresentando 19.359 pb e 19.367 pb para P. pubescens e P. emarginatus,
respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Estatisticas das montagens dos genomas cloroplastidiais de Pterodon emarginatus
e P. pubescens. Entre parénteses estdo 0s numeros de genes de copia Unica.

Caracteristicas do genoma P. pubescens P.emarginatus
Tamanho do genoma (pb) 159.818 159.823
Tamanho do LSC (pb) 89.291 89.288
Tamanho do SSC (pb) 19.359 19.367
Tamanho do IR (pb) 25.584 25.584
NUmero de genes (copia Unica) 127 (109) 127 (109)
Genes codificador de proteina (cépia Unica) 82(75) 82(75)
Genes tRNA (cpia Unica) 37(30) 37(30)
Genes rRNA (cpia Unica) 8(4) 8(4)
Genes duplicados no IR 18 18
Contetdo GC (%) 34,86 34,84
Conteudo GC no LSC (%) 32,28 32,25
Contetido GC no SSC (%) 28,95 28,91
Conteudo GC no IR (%) 41,61 41,61
Total de reads 369.732 186.576
Cobertura media 395 178
Tamanho médio do inserto (pb) 240 303

O contetido GC foi de 35% do genoma cloroplastidial total, 42% nas regides IR
e 32% e 29% nas regides LSC e SSC, respectivamente (Tabela 2). A montagem de novo
associada a montagem com referéncia gerou as sequéncias consenso, em que na imagem

(Figura 3A e 3B) ressaltam a posic¢éo e a dire¢do dos genes distribuidos nestas quatro regides.
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Pterodon emarginatus

chloroplast genome

159,823 bp

M photosystem |

[l photosystem Il

[ eytochrome bif camplex
[ ATP synthase

] NADH dehydrogenase
[ RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[ ribosomal proteing {LSU}
M clpP, matk

M other genes

[ hypothetical chloraplast reading frames {ycf)
O ORFs

M transfer RNAs

[ ribosomal RNAs.

[X origin of replication

[ polycistronie transcripts

Figura 3A. Mapas circulares dos genomas cloroplastidiais de Pterodon emarginatus. Os
genes que aparecem na parte externa da figura sdo transcritos no sentido antihorario,
enquanto 0s genes na parte interna sdo transcritos no sentido horario. Apresenta a copia Unica
longa (LSC), as regides invertidas (IRs) e cdpia unica curta (SSC). O contedo do GC ¢
representado em cinza no interior da figura. A cor da legenda indica a funcdo genética do

gene.
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Pterodon pubescens
chloroplast genome

159,818 bp

M photosystem |

[l photosystem Il

[ eytochrome bif camplex
[ ATP synthase

] NADH dehydrogenase
[ RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[ ribosomal proteing {LSU}
M clpP, matk

M other genes

[ hypothetical chloraplast reading frames {ycf)
O ORFs

M transfer RNAs

[ ribosomal RNAs.

[X origin of replication

[ polycistronie transcripts

Figura 3B. Mapas circulares dos genomas cloroplastidiais de Pterodon pubescens. Os genes
que aparecem na parte externa da figura sdo transcritos no sentido antihorario, enquanto 0s
genes na parte interna sdo transcritos no sentido horario. Apresenta a copia Unica longa
(LSC), as regides invertidas (IRs) e copia unica curta (SSC). O conteudo do GC é
representado em cinza no interior da figura. A cor da legenda indica a funcéo genética do
gene.

4.2 Anotacdo génica e regides microssatélites identificadas nos genomas cloroplastidiais de
P. pubescens e P. emarginatus

Foram preditos 127 genes nos cloroplastos das duas espécies, dentre os quais
109 séo de copia Unica e 18 duplicados. Os genes preditos estdo envolvidos em diversas vias

metabdlicas como fotossintese, auto-replicacdo e biossintese. Todos 0s genes exibem alta
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similaridade de sequéncias de nucleotideos e posi¢do nos genomas dos cloroplastos de P.

emarginatus e P. pubescens, ou seja, alta sintenia. Na por¢cdo SSC foram verificados 12

genes, sendo apenas um tRNA (trnL-UAG) e o restante genes codificadores de proteinas, ja

a regido LSC apresenta 78 genes diferentes no total, incluindo 21 tRNAs (Tabela 3).

Tabela 3. Genes anotados, com suas respectivas categorias funcionais putativas, nos
genomas de cloroplastos de Pterodon emarginatus e P. pubescens.

Categoria

Grupo de gene

Nome do gene

Fotossintese

Autorreplicacdo

Biosintese

Outros

Fotossistema |
Fotossistema |1

Desidrogenase NADH
Complexo citocromo b / f
Sintese de ATP

Subunidade grande rubisco
RNA polimerase

Proteina da  subunidade
ribossémica grande

Proteina da  subunidade
ribossémica pequena

RNAs ribossomais

RNASs transferases

Maturase

Protease

Proteina membrana  de
envelope

Carboxilase Acetil-CoA
Gene de sintese citocromo
tipo C

psaA, psaB, psaC, psal, psaJ

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH,
psbl, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ
ndhA, ndhB(x2), ndhC, ndhD, ndhE, ndhF,
ndhG, ndhH, ndhl, ndhJ, ndhK

petA, petB, petD, petG, petL, petN

atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpl

rbcL

rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2

rpl2(x2), rpl14, rpll6, rpl20, rpl23(x2), rpl32,
rpl33, rpl36

rps2, rps3, rps4, rps7(x2), rps8, rpsll,
rps12(x2), rpsl4, rpsls, rpsl8

rr5(x2), rrnl6(x2), rrn23(x2), rr4.5(x2)
trnA-UGC(x2), trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-
UUC, trnF-GAA, trnfM-CAU, trnG-UCC,
trnH-GUG,

trnl-CAU(x2), trnl-GAU(x2), trnK-UUU,
trnL-CAA(x2), trnL-UAA, trnL-UAG, trnM-
CAU,

trnN-GUU(x2), trnP-UGG, trnP-GGG, trnQ-
UUG, trnR-ACG(x2), trnR-UCU, trnS-GCU,
trnS-GGA, trnS-UGA,

trnT-UGU, trnT-GGU, trnV-GAC(x2) trnV-
UAC, trnW-CCA, trnY-GUA

matK

clpP

cemA
accD

Ccsa
ycfl(x2), ycf2(x2), ycf3, ycf4

(x2) equivale aos genes que se encontram duplicados nas regides Invertidas.

Na regido IR foram anotados dezoito genes duplicados, dentre eles estdo os

quatro genes de rRNAS: rrn5, rrnl6, rrn23 e rrn4.5, os genes rpl2, rpl23, rps7 e rps 14,
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ndhB, que sdo codificadores de proteinas, o gene ycf2 e um fragmento do gene yfl e, além
de sete genes tRNAs (trnA-UGC, trnl-CAU, trnl-GAU, trnL-CAA, trnN-GUUL, trnR-ACG e
trnV- GAC).

Foram identificadas as regides intronicas nos genes trnV-UAC, trnL-UAA, ycf3,
ropC1l, atpF, clpP, rpl2, ndhB, trnA-UGC, trnl-GAU e ndhA. Apenas ycf3 e clpP
apresentaram 2 introns, enquanto todos os outros possuem um. O gene trnL-UAA expressou
0 menor intron com 539 pb e o0 maior intron foi identificado em ndhA, com 1290 pb com
uma distancia media de 710 pb entre os éxons (Tabela 4). Quanto a posi¢do dos genes com
introns no genoma, observou-se que apenas um gene (ndhA) esta alocado na regido SSC,
seis estdo em LSC (trnV-UAC, trnL-UAA, ycf3, rpoC1, atpF e clpP), e quatro dispostos nas
regides IR (rpl2, ndhB, trnA-UGC e trnl-GAU).

Tabela 4. Informacdo do conteudo intrénico dos genes nos genomas cloroplastidiais das
espécies de Pterodon emarginatus e P. pubescens, com a localizacdo no genoma e o
comprimento dos éxons e introns em pares de bases.

P. Regido Exon Intron Exon intron Exon P. Regido Exon Intron Exon intron Exon
emarginatus | | I I Il pubescens | | I I Il
trnV-UAC  LSC 38 500 36 trnV-UAC LSC 38 590 36

trnL-UAA LSC 49 539 36 trnL-UAA LSC 49 539 36

ycf3 LSC 125 744 227 759 152 ycf3 LSC 125 744 227 759 152
rpoC1 LSC 431 815 1616 rpoC1 LSC 431 814 1617

atpF LSC 143 728 415 atpF LSC 143 729 415

clpP LSC 227 629 290 815 68 clpP LSC 227 629 290 815 68
rpl2 IR 434 666 389 rpl2 IR 434 666 389

ndhB IR 755 686 722 ndhB IR 755 686 722

trnl-GAU IR 41 939 34 trnl-GAU IR 41 939 34

trnA-UGC IR 37 801 34 trnA-UGC IR 37 801 34

ndhA SSC 551 1290 539 ndhA SSC 551 1290 539

Na Tabela 5 € possivel observar as repeti¢des do tipo microssatélite, separadas
por tipo de motivo de repeticdo. No geral, as regides de microssatélites cloroplastidiais sao
similares e conservadas entre as duas espécies, com 141 regides em P. emarginatus e 140
em P. pubescens. O tipo de microssatélite cloroplastidial mais comum nas duas espécies é o
mononucleotideo, sendo aproximadamente 75% com repeti¢do da base A. Os numeros de

microssatélites dos tipos tetra, penta e hexanucleotideo foram iguais em ambas as espécies.
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Foram identificadas nas duas espécies, 17 regides microssatélites presentes em
sequéncias génicas dos cloroplastos, sendo eles: atpB, atpF, clpP, ndhA, ndhF, pshC, rpoB,
rpoC1, rpoC2, trnL-UAA e ycf3.

Tabela 5. Comparacdo dos diferentes tipos e niUmeros de regides microssatélites para cada
motivo de repeticdo nos genomas cloroplastidiais.

Tipos de motivos Pterodon emarginatus  Pterodon pubescens
Mononucleotideos 82 79

Dinucleotideos 39 40

Trinucleotideos 10 11
Tetranucleotideos 6 6

Pentanucleotideos 3 3

Hexanucleotideos 1 1

Total no genoma completo 141 140

Quantidade nas regides codantes 17 17

Utilizando o programa repeat masker n&o foram identificadas repeti¢des do tipo
satélite e elementos transponiveis. Enquanto o software REputer, analisando os 50 melhores
resultados, revelou os mesmos valores para as duas espécies na regido IR, para as repeti¢coes
do tipo forward, reverse, palindromo e complementar, corroborando com os estudos que
afirmam ser mais conservadas. Os valores anotados para as regides LSC e SSC foram

préximos como esta demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Repeti¢Oes do tipo Forward, Reverse, Palindromica e Complementar identificada
com a utilizacdo do software REputer para Pterodon emarginatus e P. pubescens.

Repeticdes P. emarginatus P. pubescens

Regido IR LSC SSC IR LSC SSC
Forward 25 17 15 25 18 16
Reverse 15 23 22 15 25 21
Palindromo 9 8 11 9 7 11
Complementar 1 2 2 1 0 2

Com base nas regides microssatélites identificadas e nos critérios estabelecidos,
foram desenhados 10 pares de primers para amplificar as regiGes microssatélites
cloroplastidiais nas duas espécies de Pterodon (Tabela 7).

Tabela 7. Primers com potencial para desenvolvimento de marcadores moleculares.
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Tamanho

PosicE0 1o NUmero Tamanho do

Espécie Motivo ¢ de Sequéncia dos primers do Tm
genoma o heticses rimer produto
Petg P da PCR

P. emarginatus CT 3696-3706 6 Forward TGCGATACAGTCAAAACAAGG 21 58.83 179
Reverse AGAGCGATTGGGTTGAGAAA 22 59.81

P. emarginatus CT 8170-8179 5 Forward CAAAAACAATGTCTCCTTGCAT 22 59.13 183
Reverse GAGCGGGATCTACTTTTTGG 20 58.79

P.emarginatus GAT  1047-1057 3 Forward AGGGCATATCGGTTGAAGTAGA 22 59.99 155
Reverse CATGCGGTACTTCATTGTGC 20 60.14

P. emarginatus AATC 3883-3893 3 Forward CACATTTATCATCACCCCATAA 22 57.26 165
Reverse AAGCAACGAGCTTTCATTTTT 21 58.2

P. emarginatus TTTCT 11‘27713% 3 Forward GGTTTCCATACCAAGGCTCA 20 5993 159
Reverse TGAATTCAACAGTTCGGCATA 21 59.17

P.pubescens  AG gt 6  Forward TGAAATCCCTTCTCTCCCACT 21 6006 150
Reverse CCGTCTCCACTGGATCTGTT 20 60.11

P. pubescens CA 11%%5621 5 Forward GGGTATCCTGAGCAATTTCAA 21 59.03 162
Reverse TGACTGGACGAAACCAAGAA 20 59.26

P. pubescens CAG 969-980 4 Forward GAGGCATACCATCAGAAAAGC 21 58.8 151
Reverse GCTTGTTACATGGGTCGTGA 20 59.57

P. pubescens AAGA 11%556788_ 3 Forward TGGTAGTGCTCTTAGATGGGAAT 23 59.17 153
Reverse AAGACCCAACGTGCATTTTT 20 59.48

P. pubescens CTTTA 11421%2470- 3 Forward TTCTCGACGTTTTATGGGAAG 21 59.21 213
Reverse TGGCCTCTATGGGCTTTCT 19 59.78

4.3 Comparacgéo dos genomas cloroplastidiais de Pterodon emarginatus e P. pubescens
com outros de Leguminosae

A diversidade nucleotidica para as regifes codantes foi a seguinte: em LSC
0,062, SSC 0,086 e na regido IR 0,036 (Figura 4). A regido IR apresenta menor diversidade.

Os picos de genes com maiores diversidades foram: trnG-UCC, trnK-UUU e ycf4 presentes

na regido LSC com valores de 0,23, 0,22 e 0,16, e na regido SSC os genes, rpl32

apresentando 0,15 de diversidade e ycfl com diversidade de 0,2, sendo que este gene

apresenta uma parte na regiéo IR.
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Figura 4. Comparacdo da diversidade nucleotidica nas regiGes de copia unica longa (A),
copia Unica curta (B) e regides invertidas (C) entre vinte espécies da familia Leguminosae.

A razdo (Ka / Ks) entre as taxas de substituicdes ndo sinénimas (Ka) para
sindnimas (Ks) ndo identificou nenhum gene com valor igual ou superior a 1 entre P.

emarginatus e P. pubescens. Os genes AtpA, psbC, rbcL, rpoC2 encontrados na regido LSC,

33



ndhF e ycfl naregido SSC, apresentaram valores inferiores a 1, o que indica sele¢do negativa
ou purificadora.

A andlise de Ka/Ks feita para as cinco espécies do clado ADA apresentou entre
0s 65 genes que codificam proteinas, 48 com selecdo negativa ou purificadora. Para 6 genes,
a razdo Ka/ Ks indicou selecdo positiva, séo eles, os genes ndhC, atpF, petB, rpsl4, ycf2 e
rpl23 (Figura 5).

petD

Figura 5. Razdo Ka/Ks para genes codificadores de proteinas no genoma cloroplastidial de
espécies do Clado ADA.

O gene rpsl6 esta ausente nas duas espécies de Pterodon, no entanto, presente
nas outras trés espécies do clado ADA, enguanto os genes rpsl9 e trnG-GCC estdo ausentes
em P. emarginatus, P. pubescens e D. alata, e 0 contréario pode ser observado no gene trnP-
GGG, que néo foi anotado em Styphnolobium japonicum e L. luteus. As regides nédo
codificantes mostraram uma divergéncia maior que as codificantes, bem como as regides
LSC e SSC foram mais divergentes do que as IRs. O alinhamento permitiu também observar
diferenca quanto a ordem dos genes anotados. Os genomas de L. luteus, por exemplo,
apresentam regides de inversdo que ndo foram identificados em Pterodon (Martin et al.
2014).

A anélise do software mVISTA (Figura 6) comparou os genomas completos,
com destaque em azul para as regifes génicas, estas sdo mais conservadas nos genomas
cloroplastidiais. Em P. emarginatus e P. pubescens todos 0s genes S0 0S mesmos e na
mesma posi¢do. Contudo, nem todos 0s genes sdo comuns a todas as espécies. Em D. alata
foi anotado o gene pcbB que ndo apareceu em nenhuma das outras quatro espécies analisadas
com o mVista, enquanto genes psbB e trnL-UAG, trnQ-UUG estdo presentes nas outras

quatro espécies e nao foram anotados em D. alata.
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Figura 6. Comparagdo dos genomas de cloroplasto de Leguminosae usando mVISTA.
Utilizando o genoma do cloroplasto de Pterodon emarginatus como referéncia, seguido de
P. pubescens, D. alata, S. japonicum e L. luteus. Os blocos azuis representam 0s genes
conservados e os vermelhos indicam sequéncias ndo codificantes conservadas (CNS). O eixo
Y indica a porcentagem de identidade que varia entre 50 e 100%. As variagdes das
sequéncias das 5 espécies sdao apresentadas nas regides brancas. A orientacdo dos genes é
mostrada nas setas cinzas acima do alinhamento.

As sequéncias montadas para Pterodon, permitiram reconstruir a topologia de
arvore esperada para as Leguminosas. Todos os nés foram de moderados a altamente
suportados. A arvore filogenética (Figura 7) demonstrou as relacdes filogenéticas e a
aproximacdo entre os Clados ADA e Cladrastis.
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Figura 7. Arvore filogenética construida com o método de maxima

verossimilhanca, com 1000 replicatas para suporte bootstrap.
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5. DISCUSSAO

A montagem dos genomas cloroplastidiais das duas espécies de Pterodon
apresentou estrutura tipica comum as Angiospermas. Estrutura quadripartida, com uma
regido longa, outra curta separada por duas regides invertidas (Daniell et al., 2016; Xiao-
Ming et al., 2017). O tamanho desses genomas foi similar entre as espécies estudadas, P.
emarginatus (159.823pb) e P. pubescens (159.818 pb), e se aproximam dos tamanhos dos
genomas cloroplastidiais de outras espécies de Leguminosae, tais como D. alata com 158,6
kb (Antunes et al., 2020), S. japonicum com 158,8 kb (Lu et al., 2018) e 151,8 kb em L.
luteus (Martin et al., 2014).

A gquantidade total de genes presente em genomas de cloroplasto é em torno de
130 genes, como o observado, por exemplo, nas espécies Cedrela odorata (MG724915),
Entandrophragma cylindricum (KY923074.1), Khaya senegalensis (KX364458.1) e
Carapa guianensis (MF401522.1) (Mader et al., 2018). Neste estudo, a quantidade de genes
nessas duas espécies de Pterodon foi de 127 genes e representa apenas um a mais que o
namero presente em D. alata (Antunes et al., 2020) e um a menos que S. japonicum (Lu et
al., 2018). Comparando os tRNAs das duas espécies de Pterodon com D. alata e S.
japonicum, ambos apresentam o gene trnQ-UUG que ndo foi anotado em D. alata e em S.
japonicum o gene trnaP- GGG néo foi identificado. Quanto aos genes duplicados nas regides
IR, foi observado apenas um a menos que os identificados em A. thaliana (Park; Xi; Kim,
2020) e Avena sativa (Liu et al., 2020), ambas apresentam nesta regido o gene rps19 que esta
ausente em P. emarginatus e P. pubescens.

O nUmero de genes varia entre as espécies, em decorréncia de perdas durante o
processo evolutivo (Qian et al., 2013; Yi et al., 2016; Antunes et al., 2020). O gene rps19,
um dos responsaveis pela formacgdo das proteinas da subunidade ribossémica pequena,
encontra-se incompleto nos dois genomas de Pterodon. Antunes et al. (2020) em sua
pesquisa com D. alata, afirma que o referido gene também nédo foi identificado, sugerindo
gue houve uma perda de parte deste gene no processo evolutivo de espécies do clado ADA
(Antunes et al., 2020; Guo et al., 2007).
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Neste estudo, o tamanho da regido invertida em ambas as espécies foi de 25.584
pb, enquanto D. alata pertencente a0 mesmo clado apresentou tamanho de 24.948 pb
(Antunes et al., 2020). Estas regides IR evidenciam um maior conteido GC, comparado as
outras regides do genoma, possivelmente explicado pela distribuicédo dos oito genes de RNA
ribossomal (rRNA), rrn5, rrn23, rrnl6 e rrn4.5, com 52%, 54%, 56% e 47% de contelddo
GC, localizados nestas regides. Assim, a média do conteldo GC para os genes rRNA foi de
52%, enquanto em D. alata (Antunes et al., 2020) o resultado foi de 55%. Este valor seria
maior, se ndo fosse pela presenca de um trecho do gene ycfl que apresenta conteddo GC de
34% no segmento presente nesta regiéo.

O gene ycfl esta inserido em uma regido de fronteira entre as regiées SSC ¢ IR,
sendo que 504 pb estdo repetidos nas extremidades das regides IR, resultado semelhante
identificado em P. vulgaris, em que este trecho do gene possui 505 pb (Guo et al., 2007).
Em G. max a repeticdo apresenta 478 pb (Saski et al., 2005). Este gene apresenta alto valor
de diversidade, este resultado representa a maior variacao de todos os genes analisados nas
regides invertidas, o que promoveu um aumento da diversidade desta regido.

Os genes de rRNA presentes nas regides invertidas apresentam diversidade
nucleotidica média de 0,014, se tratando de regides mais conservadas do genoma, e neste
sentido, contribuem com o valor baixo de diversidade na IR. Os genes com as maiores
diversidade foram: ycfl, trnG-UCC, trnK-UUU, ycf4, rpl32 e ClpP. No estudo com Cersis
chuniana, Liu et al. (2018) encontraram as maiores diversidades nas regides génicas trnT-
trnL, pshZ-trnG, rpl32, rps3-rps19 e ycfl com valores acima de 0,12. Enquanto (Antunes et
al., 2020) identificaram os maiores valores de diversidade nos genes clpP (0.142), trnl-CAU
(0.1794) e trnG-UCC (0.23672) em D. alata.

Os resultados da andlise entre as espécies do género Pterodon indicaram que 0s
valores ndo sindnimos (Ka) / sinbnimos (Ks) da maioria dos genes foi 0. Esses valores
ocorreram normalmente quando as sequéncias alinhadas possuem 100% de
correspondéncias entre 0s genes ou nos casos em que o0s Vvalores de Ks s&o
consideravelmente baixos (ANTUNES et al., 2020)(L.i et al., 2020).

Souza et al. (2019) em seu estudo com S. adstringens, reportou a presenca de
trés genes com valores de Ka/Ks acima de 1, indicando selecdo positiva sendo eles os genes
rps16, psbH e clpP. Enquanto Liu et al. (2018), em leguminosas cesalpinoides identificaram
quatro genes: ndhD, ycfl, infA e rpl23. Ja as analises da razdo Ka / Ks > 1 em espécies do

género Vicia, foram identificados nove genes (CcsA, clpP, rpl32, rpl33, rpoC1, rpsi5, rps2,
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rpsd e rps7). Liang et al. (2020) em estudo com 14 espécies de Cldrcuma encontraram 0S
genes atpF, ndhC e rps8 com selecdo positiva, enquanto no presente estudo, 0s genes que
apresentaram na selecao positiva foram os ndhC, atpF, petB, rpsl14, ycf2 e rpl23. As causas
e consequéncias destas diferentes taxas evolutivas entre genes codificadores de proteinas é
um tema que merece atencdo. Explicacbes potenciais para estes eventos surgem como
disparidades no tempo de geracdo, selecdo relaxada, nivel de expressdo genética e funcao
genética (Gao et al., 2018).

O gene rpsl6 que expde a funcdo de codificar a proteina ribossomal S16 esta
presente no genoma do cloroplasto da maioria das plantas superiores. Contudo, é comum
identificar a perda multipla deste gene, devido a uma consequéncia do duplo direcionamento
da copia nuclear rpsl6 para o plastidio e para a mitocondria, sugerindo que o rpsl6
codificado pelo cloroplasto ja foi silenciado e tornou-se um pseudogene pelo rpsl6
codificado pelo nucleo. Deste modo, estratégias de sequenciamento, além de PCR mais
rigorosas se fazem necessarias para a confirmacao destes eventos (Souza et al., 2019; Jansen
et al., 2008). O gene rps16 encontra-se presente nos genomas das outras espécies do clado
ADA que possuem sequéncias em bancos de dados, entretanto, estdo ausentes nas espécies
de Pterodon, assim como, também estao ausentes em outras espécies das Leguminosas como
por exemplo, em C. arietinum (Jansen et al., 2008), P. vulgaris (Guo et al., 2007), género
Lupinus (Keller et al., 2017). Em Vigna radiata provavelmente néo € funcional, pois contém
trés cddons de parada internos e seu codon de inicio € AGA (Tangphatsornruang et al., 2010).

A similaridade entre as duas espécies em estudo foi de 99% enquanto com D.
alata, S. japonicum e L. luteus, foi de 95%, 92% e 86% respectivamente, 0 que sugere a
proximidade filogenética entre os Clados ADA e Cladrastis (Antunes et al., 2020), resultado
também evidenciado na arvore filogenética. As sequéncias génicas cloroplastidiais no geral
sdo muito conservadas, principalmente entre espécies filogeneticamente préximas, o que
corrobora a alta similaridade entre os genes cloroplastidiais das duas espécies em estudo.

Quanto as regides repetitivas no genoma, Antunes et al. (2020) identificaram
131 microssatélites no genoma cloroplastidial de D. alata e Souza et al. (2019) identificaram
137 microssatélites em S. adstringens. Estes valores sdo proximos aos identificados nas
espécies em estudo e sdo considerados relativamente baixos. Os elementos repetitivos
podem contribuir com a diversidade genética. Esta baixa quantidade de microssatélites pode
indicar uma maior conservacao destes genomas cloroplastidiais (Li; Su; Wang, 2018; Saski
et al., 2005; Antunes et al., 2020).
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6. CONCLUSOES

O tamanho, a localizacdo e composicdo dos genes, assim como das regides
microssatélites dos genomas cloroplastidiais completos de P. emarginatus e P. pubescens
sdo bastante semelhantes entre as duas espécies estudadas. Primers estdo disponibilizados
para amplificar as regides microssatélites com potencial uso em futuros trabalhos de
desenvolvimento de marcadores. A analise mostra a perda de genes que sdo comuns em

outras espécies, perdas essas, possivelmente associadas a processos evolutivos.
A diversidade nucleotidica corrobora com outros trabalhos, a regido IR apresenta maior
conservacdo em comparacdo com as outras regides do genoma. O resultado obtido nesta
pesquisa é um significativo aporte para maior entendimento sobre o género Pterodon,
expandindo assim, as possibilidades de pesquisa genética, para futuros trabalhos de

conservagdo e melhoramento das espécies.
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Figura 1. Eletroforese horizontal, em gel de agarose 3%, com produtos de ReacGes em
Cadeia da Polimerase (PCR) das regides de gap para individuos de Pterodon pubescens e P.
emarginatus. Protocolo de PCR segundo Melo (2018).
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