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RESUMO

BARROS-RIBEIRO, S. Recursos Gendmicos de Eugenia dysenterica (Mart.) DC - Genoma
cloroplastidial e transcritoma de referéncia. 2021. 92 f. Tese (Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania,
2021.1

Eugenia dysenterica (Mart.) DC., popularmente conhecida como cagaiteira é uma
espécie nativa do Cerrado brasileiro que apresenta diversos potenciais de utilizacéo, seja como
alimento, medicinal, madeira para constru¢fes ou ornamental. Também apresenta importancia
ecoldgica por fornecer alimento a espécies da fauna local. Diversos estudos voltados a
caracterizacdo da diversidade, estrutura genética e atuacdo de processos microevolutivos
dentro das populacdes nativas e de uma colecdo de germoplasma de E. dysenterica tem sido
realizados nas ultimas décadas, utilizando principalmente marcadores moleculares. A
caracterizacdo genémica de especies vegetais nativas, como a cagaiteira, se constitui em um
passo importante para o desenvolvimento de estratégias eficientes de conservacdo e
melhoramento e isso tem se tornado possivel gracas aos constantes avangos das tecnologias de
sequenciamento de genomas e ferramentas para analise de dados gendmicos. O objetivo deste
estudo foi realizar a montagem e a caracterizacdo do genoma cloroplastidial, bem como obter
um transcritoma de referéncia para E. dysenterica, utilizando dados de sequenciamento de alto
rendimento. Para a montagem do plastoma, foram obtidas amostras de DNA a partir de folhas
de individuos adultos, sequenciadas utilizando a plataforma Illumina MiSeq. Para o
transcritoma, amostras de RNA total foram extraidas de folhas e plantulas e sequenciadas
utilizando a plataforma Illumina HiSeq 4000. O genoma cloroplastidial de E. dysenterica
apresenta 158.560 pb de tamanho e esta organizado em estrutura quadripartida, comum para as
plantas terrestres descritas na literatura. Foram identificados 112 diferentes genes
cloroplastidiais, dos quais 78 codificam proteinas, 30 codificam tRNAs e 4 codificam rRNAs.
Também foram identificadas 78 regides SSR, das quais a maioria s&0 mononucleotideos com
motivo de repeticdo A/T. A maioria dos SSR identificados estdo localizados em regides
intergénicas da por¢do LSC do cloroplasto. A diversidade nucleotidica média estimada entre o
plastoma de E. dysenterica e outras quatro espécies do mesmo género (E. brasiliensis, E. selloi,
E. pyriformis e E. uniflora) foi de 0,0064, variando de 0,0000 a 0,0315. A taxa de substituicdo
Ka/Ks média entre essas espécies comparadas foi de 0,1907. A analise filogenética confirmou
que E. dysenterica esta intimamente relacionada a outras espécies de Myrtaceae, com fortes
valores de bootstrap (87,7% a 100%). A caracterizacdo do transcritoma de E. dysenterica,
utilizando a abordagem de RNAseq, € inédita dentre as espécies nativas do Cerrado e
possibilitou a identificacdo de 171.070 transcritos, de 43.605 genes, anotados com base em
diferentes bancos dados de referéncia. Além disso, também foram identificados 636.269 SNPs
que deverdo ser validados em futuros estudos. Os dados obtidos neste trabalho constituem
importantes recursos gendmicos para a espécie, podendo ser utilizados no desenvolvimento de
estratégias eficientes para cultivo e conservacdo de E. dysenterica, além de servir como
subsidio para estudos com outras espécies vegetais arbdreas nao-modelo.

Palavras-chave: Cerrado, Myrtaceae, NGS, Plastoma, Transcritoma

! Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho — EA/UFG.
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Mariana Pires de Campos Telles — ICB/UFG.



ABSTRACT

BARROS-RIBEIRO, S. Genomic Resources of Eugenia dysenterica (Mart.)) DC -
Chloroplast genome and reference transcriptome. 2021. 92 I. Thesis (Doctor of Science in
Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania,
2021.1

Eugenia dysenterica (Mart.) DC., popularly known as cagaiteira, is a native species
of the Brazilian Cerrado that has several potential uses, whether as food, medicinal, wood for
construction or ornamental. It also has ecological importance for providing food for species of
local fauna. Several studies had already characterized the diversity, genetic structure and
performance of microevolutionary processes within native populations and a collection of E.
dysenterica germplasm have been carried out in recent decades, using mainly molecular
markers. The genomic characterization of native plant species, such as cagaiteira, is an
important step towards the development of efficient conservation and plant breeding strategies
and this has been made possible thanks to the constant advances in sequencing technologies
and tools for data analysis. The objective of this study was to assemble and characterize the
chloroplast genome, as well as obtain a reference transcriptome for E. dysenterica, using high-
throughput sequencing data. For plastome assembly, DNA samples were obtained from adult
individual leaves, sequenced using the Illumina MiSeq platform. For the transcriptome
assembly, total RNA samples were extracted from leaves and seedlings and sequenced using
the Illumina HiSeq 4000 platform. The chloroplast genome of E. dysenterica is 158,560 bp in
size and is organized in a quadripartite structure, common for terrestrial plants described in the
literature. The chloroplast genome of E. dysenterica contains a total of 112 different genes,
including 78 protein-coding genes, 30 transfer RNA genes, and 4 ribosomal RNA genes. A
total of 78 SSR regions were identified, of which the majority are mononucleotides with an
A/T repeat motif. Most of the identified SSR are located in intergenic regions of the LSC
portion of the chloroplast. The estimated mean nucleotide diversity among the E. dysenterica
plastome and four other species of the same genus was 0.0064, ranging from 0.0000 to 0.0315.
The Ka/Ks substitution rate among these compared species was 0.1907. Phylogenetic analysis
confirmed that E. dysenterica is closely related to other Myrtaceae species, with strong
bootstrap values (87.7% to 100%). The characterization of the E. dysenterica transcriptome,
using the RNAseq approach, is unprecedented among native Cerrado species and allowed the
identification of 171,070 transcripts from 43,605 genes, annotated based on different reference
databases. In addition, 636,269 putative SNPs were also identified that should be validated in
future studies. The information generated in this study constitute important genomic resources
for the species, which can be used in the development of efficient strategies for cultivation and
conservation of E. dysenterica, in addition to serving as a subsidy for studies with other non-
model tree plant species.

Keywords: Cerrado, Myrtaceae, NGS, Plastome, Transcritome

1 Advisor: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho — EA/UFG.
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1 INTRODUCAO

A familia Myrtaceae abrange mais de 6.000 espécies de arbustos e arvores, com
ocorréncia predominante na América do Sul. As espécies sao classificadas em 144 géneros,
dos quais alguns tém importéncia econdmica, como Eucalyptus, Melaleuca, Leptospermum,
Syzygium e Psidium (Thornhill et al., 2015). A importancia econdmica destes géneros se
deve ao aproveitamento da madeira, a producdo de frutos consumidos por seres humanos e
pela capacidade que apresentam de produzir diversos compostos de interesse farmacoldgico
(antifungicos, antioxidantes e anti-inflamatérios). Além disso, varias espécies desempenham
funcbes ecologicas em suas areas de ocorréncia por servirem de forragem e alimentos para
animais (Guzman et al., 2014; Rodrigues et al., 2020; WCSP, 2021).

Gracas as suas diversas aplicacfes, o0 interesse na utilizacdo de espécies de
Myrtaceae em estudos evolutivos e ecologicos tem crescido, fato que pode ser observado
com o0 aumento do numero de sequéncias gendmicas publicadas e depositadas em banco de
dados puablicos (NCBI, 2021). As sequéncias incluem genomas nucleares (Myburg et al.,
2014; Izuno et al., 2016; Thrimawithana et al., 2019), genomas cloroplastidiais (Bayly et al.,
2013; Egquiluz et al., 2017; Machado et al., 2017; Schuster et al., 2018; Rodrigues et al.,
2020; Zhang et al., 2021) e transcritomas (Guzman et al., 2014; Tobias et al., 2018; Soewarto
et al., 2019; Veto et al., 2020).

Apesar do aumento na quantidade de informacdes, ao considerarmos a
diversidade encontrada em Myrtaceae, para a maioria das espécies ainda existe pouca ou
nenhuma informacdo genética disponivel. Estas espécies de plantas, também chamadas de
ndo-modelo, constituem parte dos recursos genéticos vegetais que por sua vez fornecem
matéria prima para estudos de conservacdo e melhoramento de plantas (Nass et al., 2012;
Unamba et al., 2015). A enorme quantidade de dados obtidos com tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), associada a
utilizacdo de ferramentas de bioinformatica para sua andlise e interpretacdo, tem facilitado
o desenvolvimento de estudos gendmicos em plantas nativas ndo-modelo, muitas das quais
possuem diversas aplicagdes, tém importancia ecolégica e vém sofrendo risco de extin¢éo
(Alonso-Herrada et al., 2016; Basanti et al., 2017).
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A espécie Eugenia dysenterica (Mart.) DC., popularmente conhecida como
cagaiteira, pertence a familia Myrtaceae. Trata-se de uma arvore endémica do Cerrado
brasileiro, considerada uma das espécies prioritarias para conservacdo e usos atual e
potencial, devido as suas diversas possibilidades de utilizacdo (Vieira et al., 2016). Assim
como diversas outras espécies nativas da regido, a cagaiteira € utilizada pelas populacdes
locais como fonte de alimento e renda, principalmente devido a utilizacdo de seus frutos in
natura ou processados. A espécie também é utilizada para extracdo de cortica e
ornamentacao, devido a sua beleza, realcada principalmente no periodo de floracdo. Além
disso, a cagaiteira € uma espécie melifera e constitui fonte de alimento para varios animais
da fauna local, o que reforca sua importancia ecolégica. Seus compostos quimicos, como
vitaminas A e C, folatos e terpenos, vém sendo estudados e demonstram diversas
propriedades medicinais, como antifungica e antidiarreica (Cardoso et al., 2011; Souza et
al., 2018).

Estudos acerca da variabilidade fenotipica, da estrutura genética, do sistema de
cruzamento e historia demografica em popula¢bes naturais de E. dysenterica tem sido
desenvolvidos nas ultimas décadas. Estes estudos contam, principalmente com anélises de
caracteres quantitativos e marcadores moleculares, como aloenzimas e microssatélites
(SSRs) alem de sequéncias de regibes especificas de DNAs nucleares e cloroplastidiais
(Rodrigues et al., 2016; Lima et al., 2017; Boaventura-Novaes et al., 2018 a, b). Dados de
NGS, obtidos com a plataforma Illumina MiSeq foram utilizados por Barros-Ribeiro (2016)
e Nunes et al. (2015) para obtencdo de um draft-assembly do genoma de E. dysenterica. A
partir desses dados foi feita uma caracterizacdo parcial do genoma, com relacéo a quantidade
e estrutura de genes putativos, abundancia de elementos repetitivos e identificacdo de SNPs.

Os estudos ja realizados constituem ferramentas de grande importancia para E.
dysenterica, pois permitiram avan¢os no conhecimento acerca da variabilidade genética e
dos processos microevolutivos que atuam sobre as polucdes naturais da espécie, porém,
diversas outras questdes biologicas ainda precisam ser respondidas para que seja possivel
desenvolver estratégias eficientes de manejo, conservacdo e melhoramento genético da
espécie. Assim, a integracdo entre diferentes tipos de dados obtidos a partir das ciéncias
Omicas pode auxiliar no estabelecimento de modelos fundamentais para se entender a
evolucdo, o desenvolvimento e a adaptabilidade de diversos organismos (Antunes et al.,
2021b).
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Além do DNA nuclear, a caracterizagdo genémica de uma espécie vegetal
também pode ser realizada a partir de DNAs cloroplastidiais. Esse material genético possui
caracteristicas como pouca ou nenhuma recombinacdo, baixas taxas de substituicbes e
heranga predominantemente uniparental, tornando-se uma valiosa fonte para estudos de
filogenia, filogeografia, genética de populacées e identificacdo de espécies. As publicacdes
baseadas em genomas de cloroplasto tém aumentado, devido ao constante desenvolvimento
das plataformas de sequenciamento e ferramentas de bioinformatica, contribuindo para a
realizacdo desse tipo de estudo dentro da familia Myrtaceae e com outras espécies nativas
do Cerrado (Souza et al., 2019; Antunes et al., 2020a; Nunes et al., 2020, Rodrigues et al.,
2020).

Uma outra estratégia de analise utilizada para caracterizar genomas vegetais € a
transcritdbmica, que consiste no sequenciamento e analise de todos os RNAs presentes em
uma amostra biologica. A aplicagé@o das tecnologias de NGS a transcritdmica, comumente
chamada de RNAseq, possibilita a obtencdo das sequéncias expressas em um determinado
tecido e condicdo da planta com elevada sensibilidade, devido a grande profundidade de
sequenciamento tipicamente utilizada nestes estudos. Os dados obtidos com essa estratégia
permitem identificar novos genes e transcritos, quantificar niveis de expressdo génica e
identificar SNPs. Assim, a transcritbmica pode ser utilizada tanto para se iniciar a
caracterizacdo gendmica de uma espécie para a qual ainda ndo se tem informacGes
disponiveis, quanto para se complementar as informacdes obtidas a partir de montagens
parciais de genomas (Wang et al., 2009; Strickler et al., 2012; Mosa et al., 2017).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a geracdo de recursos genémicos
para E. dysenterica, através da caracterizacdo do seu genoma cloroplastidial e da obtencéo

de um transcritoma de referéncia para a espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GENOMAS E TRANSCRITOMAS DE
ESPECIES VEGETAIS

Parte da diversidade encontrada nos genomas dos vegetais superiores se deve a
variacao em caracteres como o tamanho do genoma e o nimero de cromossomos (Figura 1).
Considerando o grupo das angiospermas, que compreende a maior diversidade de espécies
do reino Viridiplantae, os tamanhos dos genomas variam de 0,063 a 148,8 Gb. O nimero de
cromossomos também apresenta ampla variagdo, sendo atualmente o menor numero
observado em Brachyscome dichromosomatica (2n = 4) e o maior nimero observado em
Ophioglossum reticulatum (2n = 1.400) (Wang et al., 2015; Stuessy et al., 2019; Antunes et
al., 2020c).

O aumento do nimero de cromossomos em vegetais pode ser relacionado a
eventos como a poliploidizacéo, que envolve a duplicacdo de genes, cromossomos ou de
genomas como um todo (evento conhecido como Whole Genome Duplication — WGS).
Esses eventos acometem plantas com muita frequéncia, sendo muitas vezes relacionados a
evolucao da diversidade morfoldgica e fisioldgica desses organismos. Como consequéncias
imediatas da poliploidizacdo, sdo comuns alteracGes na sequéncia de DNA, como o
silenciamento e a perda de genes; a duplicacdo ou perda de fragmentos cromossémicos; a
expressao tendenciosa de genes homologos e a ativacdo de elementos transponiveis (TES).
Evolutivamente, a poliploidia é seguida por uma perda massiva de sequéncias redundantes,
de modo que um estado semelhante a um pseudo-diploide pode ser restaurado nos
organismos (Figura 2) (Jiao et al., 2011; Wendel et al., 2018; Qiao et al., 2019; Stuessy et
al., 2019).
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Figural. (A) Distribuicdo dos tamanhos dos genomas de plantas segundo informacdes
obtidas no Kew Plant DNA C-values Database. Pode-se observar que a maioria
das espécies cujos dados genémicos estdo disponiveis no banco de dados tem
seus genomas com tamanhos menores que 20.000 Mb. (B) Relacdo entre o
namero de cromossomos e o tamanho dos genomas de plantas (Mb). Observa-
se que genomas maiores nao estdo associados a um maior numero de
cromossomos. Adaptado de Michael (2014).

Outro aspecto relacionado a diversidade observada nos genomas de plantas € a
presenca de grandes porcdes de elementos repetitivos. Atualmente, sabe-se que essas
sequéncias de DNA compreendem a maior parte dos genomas de plantas (entre 20 e 85%,
em espécies como Arabidopsis thaliana e Helianthus annuus, respectivamente) e
influenciam o tamanho, o metabolismo, a organizacdo e a evolucdo desses genomas. Por
muito tempo as funcBes destes elementos foram subestimadas, mas gracas ao
desenvolvimento de estudos de caracterizacdo gendmica, foi possivel observar que eles
podem afetar a diversidade genética, a duplicacdo de genes e a estabilidade do genoma, além
de serem o0s principais constituintes das regides centroméricas e teloméricas dos

cromossomos eucarioticos (Pisupati et al., 2018; Sahebi et al., 2018; Antunes et al., 2020b).
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Figura 2. A figura ilustra um genoma alopoliploide hipotético derivado de dois genomas
diploides progenitores (A e B). A hibridizacdo e a duplicacdo destes genomas
desencadeiam processos que tém efeitos a curto e longo prazo, tanto ao nivel da
sequéncia de DNA (parte superior), quanto ao nivel da expressdo génica (parte
inferior), respectivamente. Adaptado de Wendel et al. (2016).

Os elementos repetitivos do DNA podem ser classificados em dois grandes
grupos com base na forma com que eles se organizam nos genomas. O primeiro grupo inclui
as repeticGes em tandem, cuja principal caracteristica € o fato das cOpias estarem dispostas
sequencialmente, uma ao lado da outra, sendo encontrado em todo 0 genoma, com maiores
concentracdes observadas em regifes de centrémeros e telémeros. Esse grupo € representado
por DNAs satélites (satDNA), sequéncias de repeticbes simples (SSR) e de DNAs
ribossémicos (rDNA) (Bagshaw, 2017; Pisupati et al., 2018).

Os satDNAs consistem em repetices ndo codificantes com tamanhos que
ultrapassam 100 nucleotideos. Estes elementos podem representar cerca de 30% do DNA de
algumas plantas e sdo os principais componentes da heterocromatina. J& 0s rDNAs

constituem regides codificantes presentes em elevado nimero de cdpias para atender a alta
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demanda celular por ribossomos (Garcia et al., 2014; Mehrotra & Goyal, 2014; Garrido-
Ramos, 2015).

As repeticdes SSR sdo compostas por motivos de até 6 pb e sequéncias que pode
variar de 10 a 100 unidades de repeticdo, sendo encontrados com frequéncias altamente
variaveis em diferentes espécies, tanto em regides codificantes quanto ndo codificantes.
Estas repeticbes desempenham um papel importante na evolugdo dos genomas por
apresentarem altas taxas de mutacdo, que resultam em diferencas no nimero de unidades de
repeticdo. As elevadas taxas de mutacdo das repeticbes SSR podem ser explicadas por
eventos como erros durante processos de recombinagdo (crossing-over desigual), o
deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante o processo de replicacdo e erros no
mecanismo de reparo do DNA (Amos et al., 2008; Bhargava & Fuentes, 2010; Bagshaw,
2017).

Essas repetiches também apresentam como caracteristica a presenca de altos
niveis de polimorfismo, gragas as diferengas de tamanho destes fragmentos, causadas pelo
namero variavel de unidades de repeticdo. O polimorfismo encontrado nas regides SSR faz
destes locos ferramentas amplamente utilizadas no desenvolvimento de marcadores
moleculares aplicados a estudos de mapeamento genético, genética de populacdes e biologia
da conservacgdo para diversos organismos (Amos et al., 2008; Bhargava & Fuentes, 2010;
Bagshaw, 2017).

O segundo grupo de DNAs repetitivos engloba os elementos transponiveis (TES)
que se encontram dispersos por todo o genoma. Este grupo € subdividido em duas classes: a
Classe 1, dos retrotransposons; e a Classe 11, dos transposons de DNA, que se diferenciam
pelo mecanismo de transposicdo dos seus elementos. Os retrotransposons utilizam um RNA
intermediario cujo transcrito € utilizado como molde para um novo DNA, produzido através
da atividade de uma transcriptase reversa, processo também conhecido como copia-e-cola
(copy-and-paste). Ja os transposons de DNA tipicamente utilizam uma transposase para
excisar um DNA e inseri-lo em outros locais, processo também conhecido como recorta-e-
cola (cut-and-paste). Esta classe inclui ainda os hélitrons, que tém um mecanismo
diferenciado de transposicdo, conhecido como circulo-rolante (Pisupati et al., 2018; Sahebi
et al., 2018; Antunes et al., 2020b).

Devido a sua capacidade de se movimentar dentro dos genomas, os TESs podem
apresentar diversos efeitos, como a duplicagdo, dele¢do, mudancas na expressao ou fungéo

de genes, podendo também alterar o tamanho dos genomas. Esses efeitos vao depender tanto
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estrutura quanto do local onde essa repeticdo esta inserida. Os TEs sdo geralmente
silenciados durante o desenvolvimento da planta e sua atividade € muitas vezes considerada
como uma resposta adaptativa do genoma diante de situacdes de estresse bidtico ou abidtico,
0 que sugere que eles também podem desempenhar um papel benéfico na evolucao desses
genomas. Algumas das altera¢bes causadas pelos TEs podem contribuir para o surgimento
de novos fendtipos, muitos dos quais acabaram se tornando atrativos a utilizacdo humana,
como em algumas variedades de uva e tomate (Lisch et al., 2013; Krasileva, 2019).

A informacdo genética das plantas pode ser encontrada tanto no nucleo das
células quanto em organelas (mitocdndrias e cloroplastos), sendo possivel ainda encontrar
fragmentos de DNASs organelares inseridos de forma independente no DNA nuclear desses
organismos. A organizagdo das regides génicas também se constitui em uma caracteristica
importante dos genomas de plantas. De acordo com a literatura, essas estruturas se
apresentam bastante compactadas e distribuidas mais ou menos ao acaso, em quantidades
variando entre 20.000 e 50.000 genes por genoma, com densidade variando entre 1 e 38
genes para cada 100 kb, em espécies como Arabidopsis, arroz, sorgo, uva e meldo (Garcia-
Mas et al., 2012; Alonso-Herrada et al., 2016; McCormick et al., 2018, Flavell., 2021).

Evolutivamente, alguns genes podem ser duplicados em situacdes de erro
durante a replicacdo ou recombinac¢des do material genético, o que resulta, apos milhares de
anos, em familias génicas, que podem ter tamanhos variaveis entre espéecies e desempenhar
funcbes importantes relacionadas a adaptacdo ou a especiacdo (Martinez, 2011; LoOpes-
Flores, 2012; Guo, 2013). Os genes e suas localizacbes gendmicas demonstram alta
conservacdo de funcdo e colinearidade, porém, novos genes sempre surgem a partir de
mutacOes, duplicacbes, permutas e eventos de transferéncia horizontal. Ao longo do
processo evolutivo, todos esses processos deixam evidéncias de seu acontecimento, através
de tracos caracteristicos que podem ser detectados na sequéncia de DNA (Alberts et al.,
2010; Hou et al., 2019).

Gracas ao desenvolvimento de estudos de caracterizacdo genbmica, sabe-se que
uma grande fracdo dos genes de eucariotos é transcrita, porém a grande maioria desses
transcritos (~75%) ndo codificam proteinas, sdo os chamados RNAs ndo-codificantes
(ncRNAs). Contudo, estes RNAs, que incluem diferentes classes como ribossémicos
(rRNA); transportadores (tRNA); pequenos RNAs nucleares (SnRNA) e microRNAS, podem

desempenhar papeis importantes nos genomas de plantas, relacionados ao seu
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desenvolvimento, adaptacdo e respostas a condigdes de estresse (Deng et al., 2017; Hou et
al., 2019).

Considerando o material genético ao nivel organelar, uma grande quantidade de
genomas cloroplastidiais j& foi caracterizada em espécies modelo, cultivadas, medicinais e
em espécies ndo-modelo. Estes genomas exibem uma estrutura geral altamente conservada:
estrutura circular com tamanho que varia entre 118 e 180 kb, organizado em quatro porgdes,
incluindo duas copias de uma repeticdo invertida (IR), separadas por duas regiGes de copia
Unica, sendo uma regido grande (LSC) e uma regido pequena (SSC) (Sablock et al., 2016;
Shen et al., 2017b; Guyeux et al., 2019).

A organizacdo das regides LSC e SSC e citada pelos cientistas como um
processo dinamico com muitos relatos de ocorréncia de expansao e contragdo. Por outro
lado, a organizagéo das IRs é menos dindmica quando comparada as demais, apresentando
maior conservacgdo entre as angiospermas (Sablock et al., 2016, Antunes et al., 2020a). A
maioria dos genes de cloroplasto, assim como 0s genes nucleares, também se apresentam
conservados em namero e estrutura (em geral observa-se uma variacdo de 70 a 99 genes
codificadores de proteinas), sendo as poucas varia¢des observadas com maior frequéncia em
regides intergénicas (Xu et al., 2015).

Outra caracteristica dos genomas cloroplastidiais sao as baixas taxas de mutacao
entre 0s seus genes, provavelmente devido a caracteristicas como o tipo de heranga, 0s
eficientes mecanismos de reparo e a baixa ocorréncia de fusdo e fissdo dos plastidios, eventos
observados com maior frequéncia em genomas nucleares e mitocondriais. Tais
caracteristicas fazem dos cloroplastos ferramentas muito Gteis para estudos filogenéticos e
evolutivos em plantas, sendo suas regifes génicas utilizadas para o desenvolvimento de
marcadores moleculares principalmente devido a sua conservacdo (Wicke et al., 2011,
Sablock et al., 2016).

A caracterizacdo preliminar dos genomas das plantas se constitui em um passo
importante dos estudos na area de Biologia Vegetal, especialmente no contexto das
chamadas “ciéncias Omicas”, pois permite aos pesquisadores avaliar a viabilidade financeira
e computacional dos projetos de sequenciamento completo destes genomas. A andlise de
dados genbmicos e sua integracdo a sistemas bioldgicos como um todo auxilia no
estabelecimento de modelos fundamentais para se entender a evolugédo, o desenvolvimento

e a adaptabilidade desses organismos (Antunes et al., 2021b).
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Uma das abordagens utilizadas na caracterizagdo de genomas é a transcritbmica,
na qual estuda-se o conjunto de todos os RNAs de uma amostra bioldgica. A aplicagdo das
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) a transcritbmica, comumente
chamada de RNAseq possibilita a obtencdo das sequéncias expressas em um determinado
tecido e condicdo da planta, devido a grande profundidade do sequenciamento. Os dados
obtidos podem ser usados para se identificar novos genes e transcritos, quantificar niveis de
expressdo génica, identificar SNPs e splicings alternativos, informagfes que podem
complementar estudos de montagem e anotacao de genomas (Wang et al., 2009; Strickler et
al., 2012; Mosa et al., 2017).

As informacGes baseadas em RNAseq também sdo Uteis para estudos de espécies
ndo-modelo, que sdo aquelas para as quais hd pouca ou nenhuma informacdo genética
disponivel, uma vez que o foco do sequenciamento nesse caso é restrito as regides
codificantes. 1sso pode diminuir os custos e tornar a montagem do transcritoma mais facil
do que uma montagem de genoma, devido a menor ocorréncia de elementos repetitivos

nessas regides (Strickler et al., 2012).

2.2 CONSIDER,ACOES GERAIS SOBRE A OBTENCAO DE DADOS GENOMICOS
PARA ESPECIES VEGETAIS

2.2.1 Repositorios de dados genébmicos de plantas

O compartilhamento de dados genémicos com a comunidade cientifica € de
extrema importancia, pois permite que pesquisadores do mundo todo tenham conhecimento
do que esta sendo feito, ampliando as possibilidades de estudo e colaboracdo. Com o rapido
desenvolvimento da Bioinformatica, os bancos de dados de sequéncias gendmicas de plantas
evoluiram de simples plataformas de armazenamento para plataformas que disponibilizam
todo um conjunto de ferramentas de andlise, auxiliando em projetos de sequenciamento e
ressequenciamento do genoma de diversas espécies (Chen et al., 2018).

A plataforma Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov), mantida pelo
Departamento de Energia (DOE) dos EUA, disponibiliza (a partir da versdo 12.1.6) 93
genomas montados e anotados de 82 espécies de Viridiplantae (dados coletados até junho
de 2021). Além das sequéncias, as ferramentas acopladas ao Phytozome possibilitam que o
usuario anote familias de genes de plantas e estude a evolugdo dessas familias (Goodstein et
al., 2012; Chen et al., 2018).
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O projeto 10.000 Plant Genomes, ou 10KP (https://db.cngb.org/10kp/), € um
consorcio que tem como objetivo sequenciar o genoma de mais de 10.000 espécies de plantas
e algas até o ano de 2022 e esté sendo realizado pelo BGI (Beijing Genomics Institute) em
parceria com o China National GeneBank (CNGB) (Cheng et al., 2018). Até o momento da
coleta destas informacgdes (junho de 2021), o banco inclui dados de DNA cloroplastidial e
nuclear, reunindo mais de 1.000 amostras. Ja 0 Open Green Genomes Initiative (OGG),
financiado pelo Joint Genome Institute (https://jgi.doe.gov/), se concentra em gerar dados
para 35 espécies representem todas as principais linhagens evolutivas das plantas terrestres.
Nesse banco de dados estdo disponiveis sequéncias de genomas e transcritomas de espécies
de diferentes familias, incluindo Myrtaceae, e géneros de interesse econémico como
Eucalyptus e Corymbia (Li & Harkess, 2018).

Considerando plantas medicinais, o projeto Medicinal Plant Genomics
(http://medicinalplantgenomics.msu.edu/species_list.shtml) ja disponibilizou sequéncias
gendmicas de 14 espécies, incluindo dados de transcritomas. Este banco de dados tem o
objetivo de fornecer recursos para a comunidade que trabalha com metabdlitos produzidos
pelas plantas e suas aplicagdes a saude humana.

Outra ferramente interessante € o0 banco de dados plaBiPD
(https://www.plabipd.de/). A partir dele é possivel acessar artigos de genomas de plantas ja
publicados e projetos de sequenciamento que estdo em andamento, sendo as informacdes
organizadas em linha do tempo ou por filogenia. Diversos outros bancos de dados estdo
disponiveis com atualizacbes constantes, tanto para dados gendmicos quanto para
informacGes sobre proteinas e vias metabdlicas, observando-se uma tendéncia ao
desenvolvimento e realizacao de estudos mais abrangentes, incluindo, por exemplo, analises

de genbmica comparativa (Chen et al., 2018).

2.2.2 Integridade e sequenciamento das amostras

A preparacdo cuidadosa das amostras a serem sequenciadas é de extrema
importancia, pois a quantidade e integridade do material genético estdo diretamente
relacionadas a qualidade da montagem dos genomas e transcritomas. A integridade do DNA
ou RNA pode ser visualizada por eletroforese em gel de agarose convencional ou utilizando
equipamentos como Bioanalyzer, sendo esta segunda op¢do uma forma de se obter
estimativas mais precisas acerca da distribuicdo dos tamanhos dos fragmentos nas amostras

(Agilent, 2021).
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A pureza do material genético também deve ser alta, para se evitar a presenca de
contaminacgdes que atrapalhem a preparacdo das bibliotecas de sequenciamento. Neste
contexto, espectrofotometros, como o NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, 2021a), sdo
amplamente utilizados, sendo importante se observar que a razdo entre os valores de
absorbancia a 260 nm e 280 nm (Azs0/A2s0) das amostras de DNA ou RNA purificados
devem estar entre 1,8 e 2,0, enquanto aqueles da razdo Azeo/A230 devem estar entre 2,0 e 2,2.
A quantificagdo, por sua vez, deve ser realizada utilizando-se equipamentos baseados na
mensuracdo de fluorescéncia, como o Qubit (Thermo Fisher Scientific, 2021b) (Li &
Harkess, 2018).

As plataformas de sequenciamento de nova geracdo (NGS) da Illumina, até o
momento, continuam sendo as mais utilizadas para o sequenciamento de genomas e
transcritomas de plantas. Elas sdo capazes de produzir um grande volume de dados, com
baixo custo e com uma baixa taxa de erros. Por exemplo, atualmente, a anélise de uma
canaleta de sequenciamento coma plataforma Illumina HiSeq4000 tem custo aproximado de
US$ 2.800 e produz de 250 a 400 milhGes de reads de 150 nucleotideos, no modo de
sequenciamento de ambas as extremidades dos fragmentos (paired-ends), totalizando de 75
a 120 bilhdes de bases (Gb) sequenciadas. Levando-se em considera¢cdo uma planta cujo
genoma tenha cerca de 1 Gb de tamanho, este volume de dados de sequenciamento
corresponde a uma cobertura de até 120X, em uma Unica canaleta, o que permite uma
montagem de qualidade (Illumina, 2021).

A principal desvantagem do uso das plataformas Illumina continua sendo o
tamanho dos reads, que atingem no maximo 250 nucleotideos nas plataformas NovaSeq e
300 nucleotideos na plataforma MiSeq. O sequenciamento Oxford Nanopore e o
sequenciamento em Tempo Real de Molécula Unica (SMRT) PacBio sdo atualmente as
plataformas mais populares no mercado para producdo de reads longos. Ambas geram
sequéncias com dezenas a centenas de milhares de pares de base, porém apresentam uma
taxa de erro relativamente alta quando comparada aquela tipicamente obtida em dados
IMlumina (Li et al., 2017).Uma abordagem que vem sendo bastante utilizada consiste na
utilizacdo de montagens hibridas, em que séo utilizados dados obtidos a partir de diferentes
plataformas de sequenciamento para se montar a sequéncia gendmica com maior
contiguidade e preciséo (Zimin et al., 2017; Kyriakidou et al., 2018; Xing et al., 2019).

O tamanho dos genomas pode ser estimado antes da montagem por meio das

técnicas de citometria de fluxo ou utilizando-se a analise da distribuicdo de k-meros, feita
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com o auxilio de ferramentas de Bioinformatica. A partir dos reads obtidos pelo
sequenciamento é possivel se estimar o volume de dados em regides de cdpia Unica e entdo
dividi-lo pela cobertura estimada de sequenciamento. Por este método, para obtencdo de
estimativas acuradas, recomenda-se utilizar uma cobertura média de pelo menos 30X (Li &
Harkess, 2018; Antunes et al., 2020a).

A andlise da distribuicdo de frequéncias dos k-meros também pode ser utilizada
para estimar o nivel de heterozigosidade e a fracdo do genoma correspondente as regides
repetitivas. A diferenca dos valores de cobertura de sequenciamento de regides
heterozigoticas e de regides homozigoticas do genoma é evidenciada graficamente através
da presenca de um pico intermediario formado préximo ao pico que indica a cobertura média
de sequenciamento do genoma (Figura 3). Os k-meros de regides repetitivas, por outro lado,
serdo representados em um pico maior do que aquele que indica cobertura média de

sequenciamento, assim como demonstrado na Figura 3 (Li & Harkess, 2018).
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia de k-meros evidenciando a cobertura (profundidade)
de sequenciamento das regides homozigdticas (pico mais alto) e a cobertura de

sequenciamento das regides heterozigodticas do genoma (pico intermediario —
mais baixo). Adaptado de Li & Harkess (2018).
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2.2.4 Montagem e anotac¢ao de genomas e transcritomas

Desde a publicagcdo do primeiro assembly de um genoma nuclear vegetal (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000), tanto as tecnologias de sequenciamento quanto 0s
recursos computacionais para a montagem de genomas de plantas vém evoluindo de forma
acelerada, desencadeando uma exploséo de recursos para as ciéncias das plantas. Houve uma
reducdo do tempo de obtengéo dos dados de sequenciamento (os dados do primeiro projeto
foram obtidos ao longo de dez anos, enquanto hoje seriam obtidos em uma semana). Os
custos também tém sido reduzidos (o primeiro projeto teve um custo aproximado de US$
100 milhGes e se 0 mesmo fosse realizado atualmente, o custo aproximado seria de US$
1.000). Tais fatores tém possibilitado que até mesmo os pequenos laboratdrios realizem esse
tipo de pesquisa, aumentando a quantidade de informacfes gendmicas para especies nao-
modelo, nativas de diferentes regides do planeta (Alonso-Herrada et al., 2016; Bolger et al.,
2017; Jiao & Schneeberger, 2017).

Considerando-se as espécies vegetais ndo-modelo, a abordagem mais utilizada
para obtencdo de sequéncias de genomas e transcritomas € o emprego do método conhecido
por assembly de novo, que consiste em uma montagem sem utilizar uma sequéncia de
referéncia. Entretanto, essa técnica pode resultar em montagens e anotac¢@es fragmentadas,
pois exige grandes conjuntos de dados e alta capacidade de analises computacionais. Varios
programas de montagem de novo como ABYSS, SPAdes (para montagem de genomas),
Velvet e Trinity (para montagem de transcritomas) tém sido utilizados para espécies como
Larix sibirica (12,34 Gb), Picea glauca (20 Gb) e Acer platanoides (Birol et al., 2013;
Kuzmin et al., 2019; Madritsch et al., 2021).

Cumpre ressaltar que as caracteristicas tipicas dos genomas de plantas citadas
até aqui representam um desafio para a etapa de montagem. Elevados niveis de ploidia, por
exemplo, implicam na presenca de haplétipos adicionais, tanto em espécies alopoliploides,
quanto em espécies autopoliploides, o que dificulta a montagem dessas regides. A
heterozigosidade dos genomas também constitui um desafio para os projetos de montagem,
pois regides heterozigdticas complicam a estrutura dos grafos produzidos durante o assembly
e tornam a fase de obtencdo dos haplétipos de mais dificil resolucdo resultando em um
namero excessivo de contigs. Optar pela utilizacdo de tecnologias de sequenciamento que
permitam a obtencdo de reads longos é uma das formas de se minimizar esse problema
(Olsson et al., 2016; Li et al., 2018).
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A presenga de altas taxas de elementos repetitivos também dificulta a montagem
de genomas (Li & Harkess, 2018). No caso dos TEs, j& foi observado que o comprimento de
alguns desses elementos pode ultrapassar 10 kb, o que pode fragmentar a montagem
fragmentada. A caracterizacdo das regifes repetitivas em genomas vegetais pode ser
realizada antes da montage, utilizando programas como o RepeatExplorer (Novéak et al.,
2013) ou apds a montagem como programas como o0 RepeatMasker (Hubley & Smit, 2021),
que mascaram essas repeticoes de forma a facilitar a montagem e identificacdo de genes (Li
& Harkess, 2018; Kalendar et al., 2018).

Apobs a obtencdo do assembly, torna-se necessaria a anotagdo estrutural dos
genes obtidos, o que inclui informagGes como tamanho médio dos genes e dos transcritos, a
densidade de genes no genoma, quantidade de transcritos por gene, quantidade de éxons e
introns, bem como tamanho médio dessas regides (Pisupati et al., 2018, Sahebi et al., 2018).

A anotacgdo estrutural em organismos eucariotos de forma geral ndo é um
processo facil, principalmente devido a complexidade da estrutura dos genes e a grande
proporcao de elementos repetitivos nesses genomas, contudo é possivel melhorar a anotagao
através de montagens parciais de genomas, alinhando a elas dados obtidos pelo
sequenciamento de transcritomas (Olsson et al., 2016; Bolger et al., 2017). Outras
informacGes necessarias a anotagdo estrutural incluem a analise do contetido GC, a analise
de similaridade e divergéncia com outras espécies e a identificacdo de possiveis marcadores
moleculares (SSR e SNPs) (Garg & Jain, 2013). As ferramentas computacionais Augustus e
MAKER-P (Stanke & Morgenstern, 2005; Campbell et al., 2014) sdo bastante utilizadas
para anotacao estrutural de genes em plantas e fazem uso de modelos de predicéo, além dos
proprios dados de sequéncias de transcritos e de proteinas que podem ser adicionados
durante o processo para se identificar estruturas génicas (Campbell et al., 2014; Barros-
Ribeiro, 2016; Hoff et al., 2016).

O passo posterior a anotacao estrutural consiste em atribuir funcéo bioldgica aos
genes por meio da anotacdo funcional. Apesar da existéncia de grandes bancos de dados em
que os pesquisadores tém depositado inimeras informac6es sobre as funcBes de genes de
plantas, essa etapa ainda € um desafio devido a grande porcentagem de genes néo
conservados em diversas espécies, cujas funcbes ainda ndo foram determinadas (Bolger et
al., 2017).

O banco de dados mais utilizado para se realizar a anotagdo funcional de genes

é 0 Gene Ontology (GO) que fornece termos definidos para se caracterizar produtos génicos
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em funcdo de trés dominios: “Processo Biologico” (série de eventos ou processos
moleculares nos quais os genes estdo envolvidos), “Componente Celular” (descreve a
localizagdo do produto génico em nivel celular) e “Fungdo Molecular” (tarefas ou
habilidades que o produto génico desempenha).

A ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) também € muito
utilizada nesta etapa (Johnson et al., 2008) O BLAST busca regides de similaridade local
entre sequéncias, através da comparacdo entre nucleotideos ou proteinas presentes em seu
banco de. Essa ferramenta pode ser usada para inferir relagfes funcionais e evolutivas entre
sequéncias, bem como ajudar a identificar membros de familias de genes. Outro recurso que
vem sendo bastante utilizado é a Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG,
http://www.kegg.jp/), cuja analise esté voltada para a caracteriza¢do da fungdo molecular de
grupos de genes ortologos, que séo definidos para fins de anotacdo (Bolger et al., 2017).

Pode-se dizer que uma das maiores contribuices dos projetos de analise de
genomas de plantas é a descoberta e a caracterizacdo de seu contetdo génico, compartilhado
entre muitos vegetais superiores. Esse tipo de informacao € obtido tipicamente por meio da
comparacdo estrutural e funcional entre genomas, utilizando-se uma abordagem conhecida
como Gendmica Comparativa (Allonso-Herrada et al., 2016; Li & Harkess, 2018; Silva-
Junior et al., 2018).

2.3 C@RACTERIZACAO GENOMICA DE ESPECIES VEGETAIS ARBOREAS
NAO-MODELO

2.3.1 Aspectos gerais

O desenvolvimento das ferramentas e estratégias para sequenciamento de
genomas tem possibilitado a obtencéo de informacg6es acerca da organizacdo e das funcdes
dos componentes gendémicos das mais variadas espécies de plantas. Os avangos ocorreram
primeiramente em espécies modelo, seguidas pelas espécies de interesse econémico
(grandes culturas e algumas espécies florestais importantes) e, recentemente, pelas espécies
ndo-modelo. O interesse em uma espécie vegetal ndo-modelo, em geral, se justifica pela sua
capacidade de adaptacdo a condi¢cbes ambientais extremas, relacionadas a respostas que
essas especies apresentam diante de condi¢es de estresses bidticos e abidticos, ou ainda
devido a sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios especificos (Unamba et al.,

2015; Silva-Junior et al., 2018).
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Como exemplo de espécies vegetais arbdreas ndo-mdelo que j& tiveram amostras
de seus genomas caracterizados, podemos citar a espécie Symphonia globulifera L.f.
(Clusiaceae). Popularmente conhecida como ‘Oanani’, esta arvore teve seu genoma
parcialmente sequenciado por meio da combinacao de reads obtidos por duas tecnologias de
sequenciamento (llumina e 454) resultando em um assembly de 565 scaffolds (Tabela 1). A
montagem obtida cobriu 67,5% do tamanho estimado para o genoma (1,522 Gb) (Olsson et
al., 2016).

Dados do transcritoma de S. globulifera também foram utilizados para
caracterizacdo do genoma, sendo alinhados a montagem previamente obtida, contribuindo
para a melhoria da qualidade da anotacdo estrutural. Foram preditos 1.046 genes putativos e
identificados 923 SNPs de alta qualidade. Também foram identificadas 1.523 regibes
contendo microssatélites, das quais 23 foram validadas como marcadores e mais de 15 foram
utilizadas com sucesso na analise genética de quatro populacbes de S. globulifera da
América do Sul (Brasil e Guiana Francesa) e Africa (Camardes e llha de S&o Tomé) (Olsson
et al., 2016).

Olsson et al. (2016) reforcam que mesmo diante da fragmentacdo do assembly
obtido de S. globulifera, devido a baixa cobertura de sequenciamento (11X), foi possivel
caracterizar a densidade de genes na espécie bem como obter marcadores genéticos
confiaveis para serem utilizados como ferramentas em outros estudos. S. globulifera é uma
arvore nativa das florestas da Africa, México e Brasil. Sua madeira é bastante apreciada e
assim como outras espécies do género Symphonia, possui propriedades medicinais ja
exploradas pelas popula¢6es dos locais onde é encontrada.

Finch et al. (2019) utilizaram sondas construidas a partir de dados de
transcritoma para enriquecer bibliotecas genémicas de cinco espécies do género Cedrela
(Meliaceae), com o objetivo de identificar SNPs de alta confianca que auxiliem na
identificacdo correta de algumas espécies. A partir da incorporacdo de 52.181 transcritos a
anotacdo da sequéncia gendmica de C. odorata, popularmente conhecida como ‘Cedro-
rosa’, previamente obtida, foi possivel anotar seguramente 9.598 genes e detectar 119.020
SNPs. Além do conjunto de SNPs e do transcritoma de referéncia obtidos para a espécie C.
odorata (Tabela 1), o estudo também obteve resultados satisfatorios para a transferibilidade
de sondas para enrigquecimento de genomas nucleares.

Ainda no estudo feito por Finch et al. (2019), também foram caracterizados 0s

genomas cloroplastidiais de outras espécies da familia Meliaceae, algumas com valor
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econdmico e ecologico bem estabelecidos, como o ‘Mogno americano’ (Swietenia mahagoni
L.) e a ‘Talva’ (Guarea guidonia L.) (Finch et al., 2019). O género Cedrela possui espécies
distribuidas principalmente no México e Argentina das quais algumas ja estdo em risco de
extincdo devido a exploracgdo e exportacdo ilegais de sua madeira.

O Ipé-Rosa (Handroanthus impetiginosus Mart.) é a espécie arbdrea nativa mais
explorada no Brasil, devido a qualidade de sua madeira e a sua producdo de grandes
quantidades de quinoides, metabdlitos que possuem ac¢des antitumorais e antibidticas ja
documentadas. O genoma da espécie foi caracterizado por Silva-Junior et al. (2018)
utilizando dados de alta qualidade provenientes da plataforma Illumina HiSeq 2500 (Tabela
1). A montagem conseguiu representar 90,4% (503,7 Mb) do genoma da espécie, estimado
em 557 Mb de tamanho. O N50 obtido com essa montagem foi de 81.316 pb organizados
em 13.206 scaffolds. A anotacdo dos genes de Ipé-Rosa foi realizada com um pipeline que
combina transcritos montados a partir de dados de RNAseq e alinhamentos de sequéncias
de proteinas ao assembly obtido. Foram identificados 28.603 genes e 35.479 transcritos, com
uma media de 1,12 transcritos por gene (Silva-Junior et al., 2018).

O Baru (Dipteryx alata (2n = 16, Fabaceae)) é até 0 momento, uma das unicas
espécies nativas do Cerrado brasileiro a ter seu genoma nuclear parcialmente sequenciado.
Popularmente conhecida como baru, a espécie possui diversos usos para as populacdes
locais: alimentacdo, forragem, recuperacéo de areas degradadas, paisagismo e extracdo de
madeira, além de apresentar propriedades medicinais que também estdo em estudo (Ferreira
et al., 2018; Antunes et al., 2020b; Antunes et al., 2020c). Os dados foram obtidos com a
plataforma Illumina MiSeq (Tabela 1) e a montagem do genoma reportou 275.707 scaffolds
(N50 = 1.598 pb) totalizando 355 Mb, o que corresponde a cerca de 44% do tamanho do
genoma da espécie, estimado em 807 Mb. A cobertura média do assembly foi de 12,8X.

Com relacdo ao conteudo repetitivo de Dipteryx alata, foram identificadas
21.981 regides microssatélites e 421.701 elementos transponiveis (TES), representando
39,29% do genoma da espécie (Antunes et al., 2020b; Antunes et al., 2020c). A partir desses
dados, foram selecionados 120 pares de primers para o desenvolvimento de marcadores
microssatélites e outros 100 pares de primers para o desenvolvimento de marcadores
moleculares baseados no polimorfismo de TEs. As informacdes sobre o genoma nuclear de
D. alata se constituem em uma importante ferramenta para desenvolvimento de estratégias
de conservacdo e uso apropriados, auxiliando também possiveis programas de

melhoramento da espécie, que ainda ndo possui apelo comercial em grande escala.
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Estudos que visam a caracterizacdo de genomas nucleares de outras espécies do
Cerrado estdo em desenvolvimento, entre eles, podemos citar a caracterizagdo parcial do
genoma de Cagaiteira (E. dysenterica), realizada por Nunes (2015) e Barros-Ribeiro (2016).
Considerando genomas cloroplastidiais de espécies nativas do Cerrado, podemos citar a do
préprio Baru, além das sequéncias de Barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) e Pequi

(Caryocar brasiliense Camb.) (Antunes et al., 2020a; Souza et al., 2019; Nunes et al., 2020).

2.3.2 A familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae, a qual pertence a espécie em estudo neste trabalho
(Eugenia dysenterica) abrange mais de 6.000 espécies de arbustos e arvores, classificadas
em 144 géneros dos quais varios apresentam apelo econémico: Eucalyptus, Melaleuca,
Leptospermum, Syzygium e Psidium. Isso se deve a producéo de frutos consumiveis pelos
seres humanos, pela qualidade da madeira e pela capacidade de produzirem diversos
compostos medicinais (antifangicos, antioxidantes e anti-inflamatorios). Além disso, varias
espécies desempenham funcgdes ecoldgicas importantes em suas areas de ocorréncia, por
servirem como forragem e alimento para animais (Guzman et al., 2014; Thornhill et al.,
2015; Rodrigues et al., 2020; WCSP, 2021).

O genoma de Eucalyptus grandis (2n = 22) foi o primeiro a ser publicado para a
familia Myrtaceae e para a ordem Myrtales. O projeto utilizou dados de sequenciamento
Sanger e de RNAseq (Tabela 1) e conseguiu representar 94% do tamanho estimado do
genoma (640 Mb). Foram anotados 36.376 genes dos quais 30.341 (84%) estdo incluidos em
agrupamentos de genes compartilhados com outras linhagens evolutivas de rosideas.
Também foi observado que E. grandistem um grande nimero de genes codificadores
organizados em duplicagdes em tandem (12.570, 34% do total) (Myburg et al., 2014).

O genoma de Leptospermum scoparium (2n = 22) de tamanho estimado em 297
Mb, foi sequenciado usando uma combinacdo de dados Illumina, de dados de
sequenciamento de bibliotecas Hi-C e de mapeamento genético de alta densidade (Tabela
1). Na sequéncia de referéncia obtida foram identificados 31.220 genes. Esta foi a primeira
versdo do genoma de uma espécie de valor cultural reconhecida como um tesouro (taonga)
pelos indigenas Maori da Nova Zelandia (Thrimawithana et al., 2019).

Considerando-se os trabalhos que foram realizados utilizando sequéncias de

RNA, podemos citar o realizado com Psidium cattleyanum (Tabela 1), cuja analise
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possibilitou a identificacdo de genes potencialmente envolvidos na pigmentacdo dos frutos
além de fornecer uma grande quantidade de dados para estudos de espécies nativas dentro
da familia Myrtaceae (Guzman et al., 2020). O transcritoma de E. uniflora foi caracterizado
por Guzman et al. (2014) e seu genoma cloroplastidial foi caracterizado por Eguiluz et al.
(2017). Ambos os estudos foram baseados em sequenciamento Illumina (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados gendmicos obtidos para algumas espécies vegetais arboreas ndo-modelo.

Caryocar brasiliense Caryocaraceae Illumina Genoma de cloroplasto Nunes et al. (2019)
Eucalyptus grandis Myrtaceae Sanger + RNAseq Genoma nuclear Myburg et al. (2014)
Eugenia uniflora Myrtaceae lllumina Transcritoma Guzman et al. (2014)
Cedrela odorata Meliaceae Illumina Transcritoma Finch et al. (2019)
Dypterix alata Fabaceae Illumina Genoma nuclear e cloroplastidial Antunes et al. (2020)b,c
Handroanthus impetiginosus Bignoniaceae IHlumina Genoma nuclear, trans_critos € genoma Silva-Jl]-nior tal. (2018)
cloroplastidial Sobreiro et al. (2020)
Leptospermum scoparium Myrtaceae Illumina + Hi-C Genoma nuclear Thrimawithana et al. (2019)
Psidium cattleyanum Myrtaceae IHlumina Transcritoma Rodrigues et al. (2020)
Stryphnodendron adstringens Leguminosae Illumina Genoma cloroplastidial Souza et al (2019)
Symphonia globulifera Clusiaceae Illumina + 454 Genoma nuclear, transcritos Olsson et al. (2016)
Swietenia mahagoni Meliaceae Illumina Genoma cloroplastidial Finch et al. (2019)
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Genomas cloroplastidiais j caracterizados dentro da familia Myrtaceae incluem
espécies como Plinia truciflora (Eguiluz et al., 2017), Acca sellowiana (Machado et al.,
2017) e Campomanesia xanthocarpa (Machado et al., 2020). A partir desse tipo de
informacdo genética, Rodrigues et al. (2020), por exemplo, compararam seis espécies
neotropicais pertencentes a familia Myrtaceae (Eugenia brasiliensis, E. pyriformis, E. nitida,
Myrcianthes pungens, Plinia edulis e Psidium cattleyanum) utilizando dados Illumina. Os
plastomas sequenciados exibem uma estrutura quadripartida tipica, contetdo génico e
organizacdo altamente conservada entre as espécies analisadas, sendo observadas poucas
diferencas no comprimento dos genomas, genes codificadores de proteinas e regifes ndo

codificantes.

2.3.3 Eugenia dysenterica

A cagaiteira (Eugenia dysenterica (Mart.) DC.) é uma arvore frutifera nativa do
Brasil, que ocupa areas de solos profundos e bem drenados. A espécie pertence a familia
Myrtaceae, que é representada no Cerrado por 14 géneros e 211 especies, sendo considerada
uma das dez familias mais representativas desse bioma, contribuindo com cerca de 51% da
sua riqueza floristica (Chaves & Telles, 2006; Marinotto et al., 2008; Camilo et al., 2013;
Grattapaglia et al., 2012).

A cagaiteira possui porte médio com altura que pode variar entre 4 e 10 m, com
troncos tortuosos tipicos de espécies que ocorrem no Cerrado (Figura 4). As flores sdo
hermafroditas, ocorrendo uma sincronizacdo do florescimento em um curto periodo, entre
0s meses de agosto e setembro (Figura 4) (Proenca & Gibbs, 1994; Camilo et al., 2013,
Almeida Junior et al., 2014). A frutificacdo ocorre entre 0s meses de setembro e outubro e a
maturacao dos frutos ocorre de maneira relativamente rapida, coincidindo com o inicio do
periodo chuvoso. A cagaiteira apresenta sistema de cruzamento misto, com predominio de
alogamia, apresentando taxa de fecundacéo cruzada estimada entre 83,5% e 100,0% (Zucchi
et al., 2002; Telles et al., 2003; Rodrigues et al., 2016).
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Figura 4. (A) Cagaiteira (Eugenia dysenterica) - individuo adulto durante o periodo de
floracdo. (B) Tronco de uma Cagaiteira adulta (c) Frutos da Cagaiteira. Fonte:
Acervo pessoal.

A espécie destaca-se dentre as diversas plantas nativas do Cerrado brasileiro que
apresentam potencial de utilizacdo em sistemas de producéo agricola, pelo consumo de seus
frutos e pelo seu valor ornamental, devido a sua beleza, realcada principalmente na época de
florescimento. Silva et al. (2015) concluiram que a cagaiteira possui amplo potencial para
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos, porém ainda existe a necessidade de
pesquisas a fim de se preencher lacunas no que diz respeito a sua eficicia e seguranca, para
0 posterior desenvolvimento desses produtos (Cardoso et al., 2011; Barros-Ribeiro, 2016).

A diversidade genética bem como a atuagéo de processos como deriva genética
e fluxo génico em populagdes naturais e em uma colecdo de germoplasma de cagaiteira vém
sendo estudados nas ultimas décadas utilizando marcadores aloenzimaticos, RAPDs e SSRs

(Telles et al., 2001; Trindade & Chaves, 2005; Zucchi, 2004; Aguiar et al., 2009).
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Andlises feitas utilizando izoenzimas (Telles et al., 2001) permitiram inferir o
nivel de endogamia e o sistema reprodutivo predominantes na espécie; o grau de
diferenciacdo interpopulacional e os padrdes espaciais associados a divergéncia genética,
informacdes importantes para o desenvolvimento de programas de conservagdo. Marcadores
RADPs e morfologicos também foram utilizados (Zucchi, 2004; Trindade & Chaves, 2005)
para analisar a estrutura genética de subpopulacdes amostradas em diferentes regides do
estado de Goias. Analises de estrutura genética populacional para E. dysenterica também
foram feitas utilizando-se marcadores SSR (Zucchi et al., 2004), primeiramente transferidos
de Eucalyptus spp e posteriormente, com marcadores desenvolvidos especificamente para a
espécie (Telles et al., 2013; Barbosa et al., 2015).

Dentre os resultados obtidos com os trabalhos citados anteriormente, foi
observado o comprometimento da estrutura metapopulacional da espécie, pelos indicios de
que as populacdes estudadas sofreram deriva genética devido a acdo humana (Zucchi et al.,
2004). Tambem foi observado que a maior parte da variagdo genética de E. dysenterica se
encontra dentro de subpopulacdes (Aguiar et al., 2009).

Os marcadores SSRs associados a caracteres quantitativos também foram
utilizados para caracterizar a magnitude e a distribuicdo da diversidade genética em
populacdes naturais e em uma colecéo de germoplasma da espécie, bem como para se estudar
seu sistema de cruzamento (Rodrigues et al., 2016; Boaventura-Novaes, 2018a, b). De
acordo com Rodrigues et al., 2016, foi possivel observar que a colecdo de germoplasma de
E. dysenterica possui um elevado potencial para iniciar um programa de cultivo da espécie,
apresentando altas taxas de cruzamento por alogamia e uma elevada diversidade (Rodrigues
et al., 2016).

Boaventura-Novaes et al. (2018b) observou que os ambientes de ocorréncia
natural de E. dysenterica amostrados estdo em um hotspot de biodiversidade com solo e
condicBes climaticas heterogéneas. Neste estudo também foi observado que a deriva
genética esta atuando fortemente na diferenciacdo fenotipica entre as subpopulacdes
analisadas e que E. dysenterica possui uma estrutura genética espacial dividida em dois
grandes grupos, separados por uma linha que divide o bioma Cerrado em duas regides.

Alguns estudos baseados em filogeografia e histéria evolutiva da espécie
também foram realizados, utilizando sequéncias de DNAs nucleares e cloroplastidiais
obtidas a partir de regides especificas (Diniz-filho et al., 2016; Lima et al., 2017). Com estes

estudos, foi possivel observar que a diversidade genética atual e a estrutura populacional em
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E. dysenterica podem ser explicadas por mudangas de alcance geografico associadas a
dindmica do clima (Diniz-filho et al., 2016). J& os resultados obtidos por Lima et al. (2017)
sugerem que a regido central do bioma Cerrado é provavelmente o centro de diversidade
genética de E. dysenterica e que o padrao espacial dessa diversidade pode ser resultado da
estabilidade populacional ao longo do Quaternario.

No contexto gendmico, a obtencdo de um draft assembly foi realizada utilizando
dados de sequenciamento de alto rendimento (plataforma Illumina MiSeq). A partir desses
dados, foi possivel obter uma caracterizacdo preliminar do genoma que representou cerca de
56% (~250 Mb) do seu tamanho estimado (~442 Mb, estimativa feita in silico), com cerca
de 35% da sequéncia obtida no assembly composta por regides repetitivas. A maior parte
das repeticdes identificadas no assembly de E. dysenterica foram retrotransposons LTR,
assim como observado e descrito para outras espéecies, de acordo com a literatura. Tambem
foi possivel identificar cerca de 60.000 fragmentos relacionados a genes e 999.016 SNPs
putativos, com uma densidade de um SNP a cada ~251 pb. (Nunes, 2015; Barros-Ribeiro,
2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA CLOROPLASTIDIAL DE Eugenia
dysenterica

3.1.1 Obtenc¢do do material genético, sequenciamento e montagem da sequéncia de
referéncia

O DNA gendmico total foi extraido de folhas de &rvores adultas coletadas de
forma aleatoia na colegéo de germoplasma da Escola de Agronomia — Universidade Federal
de Goias (UFG), utilizando-se o protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1987). As amostras de
DNA obtidas foram avaliadas quanto a concentracao por meio do fluorimetro Qubit (Thermo
Fisher, 2021a) e qualidade atraves de eletroforese horizontal em gel de agarose (1%) e
Nanodrop (Thermo Fisher, 2021b). A biblioteca de fragmentos de DNA gendmico para
sequenciamento foi construida utilizando-se o kit Nextera® DNA Sample Preparation
(Mumina, 2015a), seguindo o protocolo do fabricante. O sequenciamento foi realizado na
plataforma Illumina MiSeq, em modo paired-end 2x300 (Illumina, 2015b).

Os reads brutos provenientes do sequenciamento foram utilizados na montagem
do genoma cloroplastidial pelo pipeline Fast-Plast (https://github.com/mrmckain/Fast-Plast)
(McKain & Wilson, 2021). Este pipeline promove a montagem de novo dos genomas atraves
da associacéo entre a analise de grafos de Brujin e do software SPAdes, utilizando durante
0 processo diversas ferramentas de bioinforméatica como Trimmomatic, Bowtie2, Blast e R
(Figura 5). Os reads brutos foram filtrados quando a sua qualidade, utilizando o
Trimmomatic. Apds a remocao das sequéncias de baixa qualidade, os reads foram alinhados
ao conjunto de genomas de cloroplasto inteiros, implementados no Fast-Plast, para sele¢do

das sequéncias de interesse. Este alinhamento foi feito com o Bowtie2,

36


https://github.com/mrmckain/Fast-Plast

Trimmomatic Bowtie2
(remogao de sequéncias d (selecdo das sequéncias
de baixa qualidade) de cloroplasto)

BLAST+

(busca por similaridade
de sequéncias)

R

(calculo da cobertura de
sequenciamento)

Figura 5. Fluxograma ilustrando as principais etapas do pipiline Fast-Plast, utilizado para a
obtencdo do genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica.

Ap0s a obtencdo das sequéncias de cloroplasto, a montagem do genoma foi feita
utilizando o SPAdes. Nesta etapa, o Fast-Plast também utiliza 0 BLAST+ para confirmar a
similaridade da montagem obtida com dados de outros genomas cloroplastidiais. A cobertura
de sequenciamento dos reads utilizados na montagem foi feita utilizando o software R,

também inmplementado no Fast-Plast (Figura 5).

3.1.2 Anotacdo dos genes e caracterizacdo de conteudo repetitivo

Apds a montagem do genoma cloroplastidial, a anotacdo das suas sequéncias
génicas foi feita utilizando-se os programas Dual Organellar GenoMe Annotator (DOGMA)

e GeSeq (https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/Alternative-Tools.html) (Wyman et al.,

2004). Os codons de iniciagdo e de terminacdo, bem como os limites de introns/éxons foram
inspecionados manualmente. O DOGMA também foi utilizado para anotar as sequéncias de
RNAs de transferéncia (tRNAs), juntamente com o software tRNAscan-SE ver. 2.0. O mapa
circular do genoma foi construido com o Organellar Genome Draw (OGDRAW) (Greiner
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et al., 2019) e a analise de uso de cddons foi realizada no servidor web Bioinformatics (

https://www.bioinformatics.org/sms2/codon usage.html/).

Foi feita a busca por repeticdes longas (Longe Repeats — LRs) dos tipos forward,
reverse, palindromicas e complementares) no cloroplasto de E. dysenterica, utilizando-se o
software Reputer (Kurtz, 1999). Para isso foram estabelecidos 0s seguintes parametros:
regides com tamanho minimo de 30 pb; distancia de Hamming de 3 e taxa de identidade de
pelo menos 90%. Ja as sequéncias de repeticdo simples (SSRs) foram detectadas utilizando-
se a ferramenta MISA (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/misa.html) (Beier et al., 2017),
utilizando como parametros: um minimo de dez unidades de repeticdo para
mononucleotideos, cinco unidades de repeticdo para dinucleotideos, quatro unidades de
repeticdo para trinucleotideos e trés unidades de repeticdo para tetra, penta e

hexanucleotideos.

3.1.3 Analise de diversidade nucleotidica e razdo Ka/Ks

A diversidade nucleotidica () entre o genoma cloroplastial de E. dysenterica e
de outros quatro genomas cloroplastidiais de espécies do mesmo género disponiveis no
GeneBank: E. brasiliensis (MN095407), E. selloi (MN095411), E. pyriformis (MN095410)
e E. uniflora (NC_027744) foi avaliada. Para tanto, foi feito o alinhamento dos genomas
inteiros usando a ferramenta MAFFT (Katoh, 2013), disponivel no software Geneious
(Kearse et al., 2012).

As sequéncias dos 78 genes codificadores de proteinas comuns entre as espécies
foram extraidas e alinhadas separadamente pelo MAFFT para se estimar as taxas de
substituicdes ndo-sindnimas (Ka) e sindbnimas (Ks). A razdo Ka/Ks para cada um dos genes

foi estimada utilizando-se o software DnaSP v.6 (Rozas et al., 2017).

3.1.4 Genbmica comparativa e analise filogenética

O software MVista (http://genome.lbl.gov/vista/mvista/about.shtml) foi

utilizado no modo shuffle-LAGAN (Frazer et al., 2004) para se comparar 0 genoma de
cloroplasto obtido para E. dysenterica as sequéncias de cloroplasto completas de outras

quatro espécies do mesmo género (E. brasiliensis, E. pyriformis, E. selloi e E. uniflora). Ja
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a expansdo e contragdo das regides IR nos locais de juncéo entre as cinco espécies analisadas,
foram verificadas e visualizadas utilizando-se o software IRscope (Amiryousefi et al., 2018).

Para confirmar a posicéo filogenética e se avaliar a relacdo de E. dysenterica
com outras espécies da familia Myrtaceae, as sequéncias de 78 genes codificadores de
proteinas comuns entre 11 espécies (incluindo E. dysenterica) de seis géneros da familia
foram obtidas no GenBank (Apéndice 1) e alinhadas com o0 MAFFT (Katoh, 2013). A tribo
Eucalypteae foi utilizada como grupo externo. A filogenia foi reconstruida com base no
modelo evolutivo GTR+I+G (General time reversible + |1 + G), previamente escolhido

utilizando-se o JModelTest (http://evomics.org/learning/phylogenetics/jmodeltest/). A

reconstrucéo da filogenia foi baseada no método de Méaxima Verossimilhanca (Maximum
Likelihood - ML) com 1000 réplicas de bootstrap utilizando-se o software MEGA (Hall,
2013). A arvore  final  foi  visualizada no  software  FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) (Rambaut, 2007).

3.2 MONTAGEM E ANOTACAO DE UM TRANSCRITOMA DE REFERENCIA
PARA Eugenia dysenterica

3.2.1 Extracdo e sequenciamento de RNA

Amostras de folhas maduras (que posteriormente deram origem a biblioteca
nomeada como FMO1) provenientes de arvores adultas da colecdo de germoplasma da
Universidade Federal de Goias (UFG) foram coletadas de forma aleatdria. Plantulas inteiras,
provenientes da semeadura de sementes obtidas a partir dessas mesmas arvores também
foram amostradas, das quais duas plantulas foram submetidas a condicdes de estresse hidrico
(que posteriormente deram origem as bibliotecas nomeadas como PS02 e PS03) e trés
plantulas submetidas a condi¢des favoraveis em termos de suprimento de agua (que deram
origem as bibliotecas nomeadas como PC01, PC02 e PC03).

A amostragem de plantulas PS e PC foi feita com o objetivo de se obter uma
maior diversidade de genes expressos em diferentes condi¢bes ambientais. Todas as
amostras foram conservadas em nitrogénio liquido logo apos a coleta e armazenadas em
ultrafreezer (—80 °C) até o momento da extragao. O RNA foi extraido utilizando kit Purelink
Plant RNA Reagent (Thermo Fisher, 2021), seguindo protocolo do fabricante. O controle de
qualidade das amostras de RNA extraido foi realizado utilizando-se o fluorimetro Qubit

(Thermo Fisher), a eletroforese no equipamento Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) e
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em gel de agarose (1%), contendo formaldeido. As amostras de RNA obtidas foram enviadas
a empresa BGI GENOMICS para fins de construcdo das bibliotecas e sequenciamento.
Foram construidas seis bibliotecas (Tabela 5), sendo uma construida a partir de RNAs
extraidos de folhas maduras (FMO1), duas construidas a partir de plantulas submetidas a
condi¢des de déficit de &gua (PS02 e PS03) e trés construidas a partir de plantulas submetidas
a condi¢BGes normais de suprimento de agua (PC01, PC02 e PCO03) (Tabela 5).

O sequenciamento foi realizado na plataforma HiSeq 4000, no modo paired-end
(2 x 100). Os softwares FastQC (Andrews, 2010) e MultiQC (Ewels et al., 2016) foram
utilizados para se visualizar e avaliar a qualidade dos dados brutos obtidos no
sequenciamento. A remocéo dos adaptadores, bem como das sequéncias de baixa qualidade

foi feita utilizando-se o software Trimmomatic (incluido no software Trinity).

3.2.2 Montagem e caracterizagdo do transcritoma de referéncia

A montagem de uma sequéncia de referéncia para o transcritoma de E.
dysenterica foi realizada utilizando-se o pipeline Trinity-v2.8.4 (Grabherr et al., 2011). Para
iSS0, todas as seis bibliotecas foram utilizadas. A abordagem utilizada pelo Trinity se baseia
no método de montagem de novo e seu fluxo de trabalho envolve trés modulos: (1) o
Inchworm, que estende os reads em super-reads, (2) o Chrysalis, que analisa os super-reads
produzidos pelo Inchworm e cria um grafo de Bruijn (cluster) para cada transcrito e (3) o
Butterfly, que extrai as sequéncias das isoformas de cada cluster (Grabherr et al., 2011; Haas
et al., 2013).

A predicdo das regides codantes a partir dos contigs obtidos na montagem foi
realizada pelo programa TransDecoder-v5.5.0 (http://transdecoder.github.io) (Hass &
Papanicolaou, 2019). O software Trinotate-v3.2.1 (https://trinotate.github.io/) (Kitzmiller,
2015) foi utilizado para anotacdo preliminar das proteinas preditas, utilizando-se como
referéncias as bases de dados Pfam (http://[pfam.xfam.org) e SwissProt
(http://www.uniprot.org/uniprot/). As informacdes obtidas pelo Trinotate foram utilizadas

para se atribuir termos GO aos transcritos preditos.

3.2.3 ldentificacdo de SNPs no transcritoma de referéncia

Os reads das bibliotecas relativas as plantulas foram alinhados a uma versao
modificada do transcritoma de referéncia em que cada gene foi representado pelo transcrito
com a maior ORF. O alinhamento foi realizado pelo software BWA (Li & Durbin, 2009). A
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identificacdo e genotipagem dos SNPs foi realizada na plataforma GATK-v 4.1.0.0 (Van der
Auwera & O’Connor, 2020).

Seguindo-se as recomendacdes do GATK Best Practices, os reads duplicados
foram removidos e aos SNPs inicialmente identificados foram aplicados filtros de qualidade
em duas etapas. Na primeira etapa s6 foram mantidos SNPs identificados com base em uma
cobertura entre 5 e 500X, e com uma relagdo QD (Quality by Depth) acima de 2. Em uma
segunda etapa, com base na analise dos gen6tipos obtidos para cada um dos cinco individuos,
s6 foram mantidos os SNPs que apresentaram uma cobertura de 3X para cada um dos alelos

identificados e frequéncias alélicas entre 0,05 e 0,95.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 GENOMA CLOROPLASTIDIAL

4.1.1 Conteudo e organizacgdo do plastoma de Eugenia dysenterica

O sequenciamento do DNA total de E. dysenterica resultou em 27.208.448 reads
brutos dos quais 1.047.017 foram utilizados para a montagem do genoma cloroplastidial. A
cobertura média de sequenciamento estimada para a montagem foi de 1.177X com um
desvio padréo de 278,5X (mediana: 1.215X; minimo: 57X e maximo: 2.113X) (Figura 6). A
montagem resultou em um dnico contig correspondente ao comprimento total do genoma de
cloroplasto com tamanho de 158.560 pb (Tabela 2, figura 7). A estrutura geral do plastoma
de E. dysenterica apresenta organizacéo analoga a observada em outras angiospermas, com
quatro regides tipicas sendo as regides Large Single Copy (LSC) e Small Single Copy (SSC),
com 87.094 pb e 18.650 pb de comprimento, respectivamente, separadas por duas regides

invertidas repetidas (IRa e IRDb), que possuem 26.408 pb cada uma (Figura 7).

2500

1800
1800

1600

Cobertura

Posigdo no genoma

Figura 6. Distribuicdo da cobertura de sequenciamento ao longo da sequéncia de
referéncia obtida para o genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica.
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Tabela 2. Caracteristicas gerais do genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica.

Caracteristicas

Valores observados

Tamanho total do genoma (pb) 158.560
Tamanho da regido LSC (pb) 87.094
Tamanho da regido SSC (pb) 18.650
Tamanho de cada regido IR (pb) 26.408
Regibes codificantes de proteinas (pb / %) 79.851 /50,36
Regides de rRNA (pb / %) 9.056 /5,71
Regides de tRNA (pb / %) 2.792 /1,76
Regides intronicas (pb / %) 16.950/ 10,69
Sequéncias intergénicas (pb / %) 49.911/31,48
Numero de genes 129
Numero de genes codificantes de proteinas diferentes 78
Numero de genes de tRNA diferentes 30
Numero de rRNA diferentes 4
Numero de genes duplicados 17
Numero de pseudogenes 1
Contetdo GC total (%) 36,96
Conteudo GC em LSC 34,82
Conteudo GC em SSC 30,73
Conteudo GC em IRs 42,82

O contetido GC das IRs mostrou-se maior (42,8%) quando comparado as demais
regides do cloroplasto (34,8% para LSC e 30,6% para SSC). O conteudo GC do genoma de
cagaiteira € semelhante ao de outras espécies da tribo Myrteae, cujos valores gerais nos
plastomos variam de 37 a 39%, com 35-37% na regido LSC, 30-35% na regido SSC, e 43%
para as regides IR (Gu et al. 2016; Machado et al., 2017). O alto conteldo de GC nas regides
IR deve-se principalmente presenca de genes que codificam para RNAS ribossémico (com
contelldo GC superior a 50%), localizados nesta regido.

As sequéncias codificadoras de proteinas corresponderam a ~50% do genoma
cloroplastidial de E. dysenterica. As regifes ndo codificantes, incluindo introns e
espacadores intergénicos, corresponderam a ~42% e as sequéncias que incluem genes de
rRNAs e tRNAs compreenderam ~7% do genoma, valores muito semelhantes aos
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observados em outras espécies da tribo Myrteae (Gu et al., 2016; Machado, 2017, Rodrigues
et al., 2020).

Foram identificados 129 genes no genoma cloroplastidial de E. dysenterica, dos
quais 112 aparecem em copia Unica. Considerando-se somente 0s genes de cépia Unica, 78
codificam proteinas, 30 codificam RNAs transportadores (tRNASs) e quatro codificam RNAs
ribossémicos (rRNAs) (Tabela 2, figura 7).
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Figura 7. Mapa circular mostrando o contetdo génico do genoma cloroplastidial de Eugenia
dysenterica. As linhas grossas indicam a extensdo das repeti¢oes invertidas (IRa e
IRb). Os genes do lado de fora do mapa sdo transcritos no sentido horéario e os de
dentro do mapa sdo transcritos no sentido anti-horario. Os genes de E. dysenterica
foram agrupados de acordo com seus grupos funcionais, indicados na legenda com
diferentes cores. O cinza mais escuro no circulo interno corresponde ao contetido
GC, enquanto o cinza mais claro corresponde ao contetido AT.
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Espécies da familia Myrtaceae apresentam genomas cloroplastidiais que variam
de 157.683 pb em Eugenia nitida a 161.071 pb em Eucalyptus spatulata (Bayly et al., 2013;
Rodrigues et al., 2020). Ao se comparar a estrutura geral dos plastomas de E. dysenterica e
outras quatro espécies do género Eugenia (Tabela 3), observou-se que o plastoma de
cagaiteira possui 0 segundo maior genoma, diferenciando-se em 9 pb do genoma de E.
pyriformis. Contudo, em E. dysenterica a regido LSC apresentou-se a segunda menor,
diferenciando-se em 365 pb quando comparada a E. uniflora. Ja regido SSC em cagaiteira
apresentou-se a maior dentre as espécies comparadas, com até 360 pb a mais quando
comparada a E. brasiliensis.

Tabela 3. Caracteristicas gerais do genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica e de
outras quatro espécies do mesmo género.

Especie do Tamanho LSC SSC IR GC N°de N°de
género Eugenia (pb) (pb) (pb) (pb) (%) proteinas RNAs
E. brasiliensis 158.251 87.201 18.290 26.380 36,95 78 34
E. dysenterica 158.560 87.094 18.650 26.408 36,96 78 34
E. pyriformis 158.569 87.189 18.566 26.407 36,90 78 34
E. selloi 157.683 86.436 18.349 26.449 37,04 78 34
E. uniflora 158.445 87.459 18.318 26.334 36,98 77 34

Comparado a outras familias de angiospermas, especialmente com outras
espécies nativas ndo-modelo, o tamanho do cloroplasto de cagaiteira também se apresenta
semelhante ao observado em Dipteryx alata (baru) — Fabaceae (158.647 pb) e
Handroanthus impetiginosus (ipé-rosa) — Bignoniaceae (159.462 bp) e menor em relagdo
aos de Caryocar brasiliense (pequi) - Caryocaraceae (165.793 bp) e Stryphnodendron
adstringens (barbatimdo) — Leguminosae (162.169 bp) (Souza et al., 2019; Nunes et al.,
2020). As diferencas de tamanho nos genomas cloroplastidiais podem ser causadas por
diferentes fatores, como a reducdo, expansdo ou perda da regido IR, perda ou aumento no
namero de genes e/ou diminui¢do no comprimento dos introns ou das regifes intergénicas
(Antunes et al., 2020a).

Considerando-se outras espécies da tribo Myrteae, como E. brasiliensis e Plinia

edulis, o namero total de genes identificados bem como as quantidades de genes
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codificadores de proteinas e RNAs foram idénticos (Rodrigues et al., 2020). Considerando-
se espécies de outras familias, o conteudo génico para cagaiteira foi maior que em
barbatiméo (111 genes, 77 CDS, 30 tRNA e quatro rRNAS), ipé-rosa (124 genes, 84 CDS,
36 tRNAs e quatro rRNAS) e baru (125 genes, 76 CDS, 29 tRNAs e quatro rRNAS) e menor
que em pequi (136 genes, 87 CDS, 37 tRNA genes e oito rRNAS).

Dentre os genes identificados em E. dysenterica, 17 sdo duplicados por estarem
localizados na regido IR. Considerando-se apenas os genes duplicados, seis codificam
proteinas (rpl2, rpl23, ycf2, ndhB, rps7, yps12,), sete codificam tRNAs e quatro codificam
rRNAs (Tabela 4). O maior gene identificado no plastoma de E. dysenterica foi o ycf2 (6.861
pb) e 0 menor foi o gene trnC-GCA (71 pb) (Tabela 4).

O gene ycf2 e relatado na literatura como sendo comum a todos 0s grupos de
plantas, e isso se deve a sua possivel relevancia para o desenvolvimento desses organismos.
Wicke (2011) relatou que esse gene tende a ser mais expresso em frutos, informacéo que
pode ser verificada em estudos futuros voltados a anélise de expressdo de genes especificos
em E. dysenterica. Machado et al. (2020) sugeriram que o0 gene ycf2 apresenta-se como um
dos hotspots de variabilidade dentro da familia Myrtaceae, tornando-o um candidato
potencial para estudos baseados em DNA barcode ao nivel de espécies.

A presenca de um unico pseudogene (ycfl) parcial e localizado na borda
IRb/SSC (Figuras 5 e 11) do genoma cloroplastidial de E. dysenterica é uma caracteristica
que também ja foi observada em outras espécies de Myrtaceae como E. brasiliensis, Plinia
eduli e Psidium cattleianum, porém é possivel se observar que em outras espécies vegetais
foram identificados até quatro pseudogenes (Caryocar brasiliense, Acca sellowiana,
Campomanesia xanthocarpa, Syzygium cumini e Eucalyptus spp.). Estudos sugerem que o0
gene ycfl surgiu nos genomas cloroplastidiais por um evento evolutivo que antecede a
ocupacdo do ambiente terrestre (Wicke et al., 2011).

Foi observado que 18 dos genes identificados em E. dysenterica possuem apenas
um intron e trés genes (ycf3, clpP, rps12) possuem dois introns em sua estrutura (Apéndice
2). A maioria dos genes gque possuem introns (12) estdo localizados na regido LSC do
genoma cloroplastidial e os demais encontram-se distribuidos entre as regifes IR (5), sendo
apenas um encontrado na regido SSC (ndhA) (Tabela 4, Apéndice 2). O gene trnK-UUU
possui 0 maior intron que engloba o gene matK, com 2.526 bp, enquanto o intron do gene
trnL-UAA ¢é o menor (508 bp).
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Uma pequena variagdo na quantidade de introns nos genes cloroplastidiais de E.
dysenterica pode estar relacionada aos niveis de expressdo desses genes. Em estudos
anteriores, observou-se que em plantas, genes com maiores niveis de expressao tendem a ser
menos compactos, possuindo mais introns ou introns mais longos, quando comparados a
genes menos expressos (Yang et al., 2009; Das & Bansal, 2019).

Foram identificados um total de 22.934 c6dons no plastoma de E. dysenterica
(Apéndice 3) dos quais a maioria sdo codificadores para o aminoacido leucina (2.421
cdédons, ~10,5% do nimero total de codons), sendo o cddon UUA observado com maior
frequéncia para esse aminoacido (33.9%). Ja os cddons que codificam o aminoacido cisteina
foram os que ocorreram em menor abundancia (276 cédons, ~1,2% do total). Além disso,
apenas um codon foi identificado para a codificacdo dos aminoécidos metionina (ATG) e
triptofano (TGG).

Os resultados obtidos sdo bem semelhantes aqueles observados em S.
adstringens, diferenciando-se apenas na quantidade total de cddons identificados (20.986) e
no codon de ocorréncia mais frequente (TTA em S. adstringens). Os cddons sdo estruturas
fundamentais no processo de transmissdo da informacao genética, desempenhando um papel
importante nas atividades biolégicas do organismo, assim essas informacgdes poderéo ajudar
no desenvolvimento de programas de otimizacdo de cddons (codon usage) voltados para
estudos com transgenia envolvendo o genoma de cloroplasto (Daniell et al., 2016; Duan et
al., 2021).
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Tabela 4. Genes presentes no genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica.

Categoria

Grupo de genes

Nome dos genes

Self-replication

Large subunit of ribosomal proteins

rpl212, rpl14, rpl16t, rpl20, rpl22,
rpl232, rpl32, rpl33, rpl36

Small subunit of ribosomal proteins

rps2, rps3, rps4, rps72, rps8, rpsii,
rps122, rpsl4, rpsl5, rpsl6?,
rps18, rpsi9

DNA-dependent RNA polymerase

rpoA, rpoB, rpoC1?t, rpoC2

Ribosomal RNA genes

rrnd.52, rrn52, rrnl62, rrn232

Transfer RNA genes

trnA-UGC?, trnC-GCA, trnD-
GUC, trnE-UUC, trnF-GAA,
trnfM-CAU, trnG-UCC!, trnG-
UCC, trnH-GUG, trnl-CAU?, trnl-
GAU?, trnK-UUU?, trnL-CAA?,
trnL-UAA?, trnL-UAG, trnM-CAU,
trnN-GUU?, trnP-UGG, trnQ-
UUG, trnR-ACG?, trnR-UCU, trnS-
GCU, trnS-UGA, trnS-GGA, trnT-
UGU, trnT-GGU, trnV-UAC!,
trnV-GAC?, trnW-CCA, trnY-GUA

Photosynthesis Photosystem | psaA, psaB, psaC, psal, psaJ
psbA, psbB, psbC, psbD, psbE,
Photosystem 11 psbF, psbH, psbl, pshJ, psbK,
psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ
NADH ndhA?, ndhB2, ndhC, ndhD, ndhE,
dehvd NADH dehydrogenase ndhF, ndhG, ndhH, ndhl, ndhJ,
ydrogenase ndhK
1 1
Cytochrome b/f complex Eg:ﬁ petB’, petD’, petG, petl,
ATP synthase atpA, atpB, atpE, atpF?, atpH, atpl
RuBisCo large subunit RbcL
Other genes Maturase K matK
Envelope membrane protein cemA
Subunit of acetyl-CoAcarboxylase | accD
C-type cytochrome synthesis gene | cCcsA
Protease clpP?

Conserved hypothetical chloroplast
open reading frames

ycf2?, ycf3!, ycfa

Pseudogene

ycfl

1 — Genes sem introns

2 — Genes completos e duplicados em regido IR.
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4.1.2 Andlise de sequéncias de repeticado

Um total de 33 estruturas repetidas, com comprimentos variando de 30 a 47 pb,
foram detectadas no genoma do cloroplasto de E. dysenterica. Destas, 17 sdo repeticOes
forward, 13 sdo repeticdes palindromicas e trés sdo repeticbes reverse. N&o foram
identificadas estruturas de repeticbes complementares. Quanto aos tamanhos, as repeticoes
forward variaram de 30 a 47 pb e as repeticBes reverse foram de 30 a 38 pb. J& as repeticdes
palindrémicas variaram de 30 a 45 pb. Considerando-se a localizacdo das repeticdes
identificadas, a maioria delas (14) estdo na regido IR do cloroplasto, oito estdo na regido
LSC e cinco estéo na regido SSC.

Duas das repeticdes forward (com 39 e 30 pb de comprimento, respectivamente)
foram encontradas no intron do gene ycf3 (LSC) e na regido entre os genes rpsl2 e trnL-
UAA (LSC/IR). Também foram encontradas repeticbes forward (42 pb) nos introns dos
genes ycf3 (LSC); ndhA (SSC) (IR/SSC) e na regido intergénica rpsl2 - trnV-GAC (IR)
(30 pb) (Apéndice 5). Essas repeticdes desempenham um papel importante no rearranjo dos
plastomas, sendo utilizadas para estudos evolutivos e de genética populacional, atraves do
desenvolvimento de marcadores moleculares (Yi et al.,, 2013, Sobreiro et al., 2020;
Alzahrani et al., 2021).

As repetices encontradas em regides codantes do genoma de cloroplasto de E.
dysenterica apresentam pouca variacdo de tamanho, assim como observado por Asif et al.
(2013) em Syzygium cumini e Eucalyptus grandis (Myrtaceae) e em espécies de outras
familias como Gossypium barbadense, Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum o que
sugere que essas estruturas sejam conservadas em plantas angiospermas.

Foram identificadas 78 regides SSR no cloroplasto de E. dysenterica (Apéndice
4), das quais 58 tém como motivos sequéncias de mononucleotideos, uma de dinucleotideo,
trés de trinucleotideos e 16 de tetranucleotideos. Considerando mononucleotideos, o nimero
méaximo de repeticdes identificadas foi 14, seguido de 12 para di, tri e tetranucleotideos. O
motivo de repeticdo mais frequente dentre os mononucleotideos foi A/T (Figura 8),
caracteristica que ja foi demonstrada em plastomas de outras espécies de plantas (Rodrigues
et al., 2020). Dentre os SSR identificados, 49 encontram-se em regifes intergénicas e 15
estdo em regides codantes. Foram identificados 14 SSR dentro de introns. Considerando-se
a estrutura cloroplastidial, a maioria dos SSR identificados (60) encontram-se na regido LSC
(Figura 9, Apéndice 4), o que também foi observado em espécies como pequi; ipé-rosa e
barbatiméo (Souza et al., 2019; Nunes et al., 2019; Sobreiro et al., 2020).
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A quantidade de repeticbes SSR em E. dysenterica foi baixa quando comparada
a outras espécies, incluindo espécies de Myrtaceae, porém, o padrdo dessas repeticdes, no
que diz respeito a frequéncia de motivos de repeticdo e a localizacao dessas repeticoes entre
as espécies mostrou-se conservada (Souza et al., 2019, Antunes et al., 2020b; Rodrigues et
al., 2020; Sobreiro et al., 2020;). As regides SSR obtidas neste estudo podem ser testadas
quanto a sua aplicacdo como marcadores moleculares podendo ser utilizados em analises de
diversidade genética, filogenia e filogeografia para esta e outras espécies da familia
Myrtaceae (Rabelo et al.; 2011; Soares et al., 2012; Nunes et al., 2020).

TCTT/AGAR

TAAGATTC
Mononucleotice
CTTG/GAAS Dinucleotide
ATTTIT Trinucheatide
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ATAGITATC
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ATTATAAT
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TCIAG
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Figura8. NUmero e tipo de repeticbes de sequéncias simples (SSRs) no genoma
cloroplastidial de Eugenia dysenterica.
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Figura 9. Distribuicdo das repeticdes SSR no genoma cloroplastidial de Eugenia
dysenterica, de acordo com as regides do cloroplasto (A) e de acordo com as
estruturas génicas (B).

4.1.3 Diversidade nucleotidica e razao entre as taxas de substitui¢cdes ndo-sindnimas
e sindnimas (Ka/Ks)

A diversidade nucleotidica média estimada () entre 0s cinco genomas de
cloroplastos de espécies de Eugenia foi de 0,0064, variando de 0,0000 a 0,0315. As seis
regibes com maior diversidade foram trnH-GUG-psbA, trnG-UCC-trnR-UCU, rps16-trnQ-
UUG, accD-psaL, ndhF-rpl32 e ycfl (Figura 10). Resultado semelhante foi observado por
Sobreiro et al. (2020) em ipé-rosa e por Rodrigues et al. (2020) em diferentes espécies de
Myrtaceae, onde os genes accD, ndhF e ycfl também apresentaram as maiores taxas de
diversidade nucleotidica.

Os locos trnH-GUG-psbA, trnG-UCC-trnR-UCU, rpsl6-trnQ-UUG e accD-
psaL estdo localizados no espacador intergénico da regido LSC, enquanto os locos ndhF-
rpl32 e ycflestdo na regido SSC (Figura 10). As estimativas de diversidade nucleotidica das
regibes LSC, SSC e IR variaram de 0,0007 a 0,0315, de 0,0033 a 0,0253, e de 0,0000 a
0,0107, com uma média de 0,0082, 0,0109 e 0,0016, respectivamente. Este resultado
confirma o que ja foi observado para outras espécies de plantas, cujas menores taxas de

diversidade nucleotidica encontram-se nos genes das regides IR do cloroplasto, sugerindo
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uma maior conservacao dos genes nessas regides (Antunes et al., 2020a; Machado et al.,
2020).

Nos genomas cloroplastidiais de E. dysenterica e espécies relacionadas, a ORF
hipotética conservada ycfl também apresentou a maior taxa de substituicdes ndo-sinébnimas
(Ka) (0,0124), enquanto o gene rpl32, que codifica uma proteina relacionada a subunidade
maior do ribossomo, teve a maior taxa de substituigdes sindnimas (Ks) (0,0494) (Apéndice
6).
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Figura 10. Taxas de diversidade nucleotidica ao longo do genoma de cloroplasto de cinco
espécies do género Eugenia, incluindo Eugenia dysenterica. Os quatro primeiros
locos (da esquerda para a direita) estdo localizados em espacgadores intergénicos
das regides LSC e os dois ltimos locos estdo nas regifes SSC desses genomas.
Os picos mais baixos correspondem a regiGes de menor diversidade, localizadas
nas IRs.

Em regibes codantes, as substituicdes ndo-sindbnimas modificam a composicao
de aminoacidos da proteina codificada, enquanto as substitui¢cbes sindbnimas, ou mutacdes
silenciosas, ndo alteram essa composicdo. A razdo entre as taxas Ka/Ks pode ser utilizada
para se determinar se as forgas evolutivas que estdo atuando entre 0s genes sdo comuns as

espécies comparadas (Machado et al., 2017).

53



A raz&o entre as taxas de substituicdo ndo-sindbnimas e sindnimas (Ka/Ks) foi
estimada para os 78 genes codificadores de proteinas comuns aos genomas de cloroplasto
de E. dysenterica, E. brasiliensis, E. pyriformis, E. selloi e E. uniflora (77 genes +
pseudogene ycfl) (Apéndice 6). As razbes Ka/Ks das cinco espécies de Eugenia variaram
de 0 a 1,9329 (média = 0,1907). As razbes Ka/Ks mais baixas foram observadas em genes
que codificam subunidades do fotossistema | e fotossistema 11, o complexo citocromo b/f e
a protease clp (Apéndice 6). Foram obtidas estimativas de Ka/Ks iguais a 0 para 36 genes,
dos quais dois (psaC e ndhl) estéo localizados na regido SSC, trés na regido IR (rpl23, rps7
e rps12) e 31 na regido LSC (Figuras 9 e 10).

Valores nulos (Ka/Ks=0) sugerem a atuacdo de selecdo purificadora
extremamente forte ocorrendo nesses genes. Estimativas de Ka/Ks inferiores a 1,0 foram
obtidas para 76 dos 78 genes codificadores de proteinas (Figura 11), sugerindo novamente
atuacdo de selecdo purificadora sobre esses genes, resultando na sua conservagdo durante a
historia evolutiva do género. As estimativas de Ka/Ks sugerem a presenca de selecéo
positiva em apenas dois dos genes analisados (rbcL e ndhG) (Figura 11). Esses genes estdo
relacionados a subunidade maior da proteina RuBisCO, codificada pelo gene rbcL (Ka/Ks =
1,2732) e a enzima NADH desidrogenase, codificada pelo gene ndhG (Ka/Ks = 1,9329).

[ = [ sc [ ssc [l ssc/r

Figura 11. Distribuicdo das estimativas da razdo entre as taxas de substituicdes nao-
sinbnimas e sinbnimas (Ka/Ks) obtidas para os 78 genes (incluindo o
pseudogene ycfl) codificadores de proteinas comuns aos genomas de cloroplasto
de Eugenia dysenterica, Eugenia brasiliensis, Eugenia pyriformis, Eugenia
selloi e Eugenia uniflora.
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4.1.4 Gendmica comparativa

De modo geral, as caracteristicas genémicas, como tamanho, estrutura e
abundancia de genes de cloroplastos sdo semelhantes nas espécies de Myrtaceae descritas
anteriormente. Apesar dessa similaridade, a comparacdo do plastoma de E.dysenterica com
aqueles das demais espécies do género, mostrou que algumas regibes apresentam
similaridade inferior. As regides ndo codificantes, apresentaram menor conservagao,
incluindo os pontos de maior divergéncia entre E. dysenterica e as espécies E. selloi e E.
uniflora (Figura 12). Em relagdo aos genes codificadores de proteinas, os pontos de maior
divergéncia foram observados na regido de encontro entre os genes ycfl e ndhF para todas
as espécies (Figura 12).

Com relacdo as regides de juncdo de IRs, a maior diferenca estrutural entre o
genoma cloroplastidial de E. dysenterica e aqueles das demais espécies analisadas esta na
regido de LSC/IRb, onde o gene rpsl19 ultrapassa o limite da jungdo em 31 pb (Figura 12).
A incorporacao do gene rps19 nessa regido foi observada por Machado et al (2020), porém
com comprimentos menores para espécies de Eugenia e iguais em espeécies do género Plinia

e Psidium.
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Figura 12. Comparacdo de estrutura dos genomas cloroplastidiais de Eugenia dysenterica e
aqueles de outras quatro espécies do género Eugenia. As regides codificantes (em
azul) apresentam-se mais conservadas do que as regides nao codificantes (em
vermelho).
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Figura 13. Comparagdo dos locais de jungdo entre as regibes LSC (em azul claro), SSC (em verde claro), IRa e IRb (em laranja) entre os
genomas de cloroplasto de cinco espécies de Myrtaceae: Eugenia dysenterica, Eugenia brasiliensis, Eugenia pyriformis, Eugenia
selloi e Eugenia uniflora. Os cddigos JLB (IRb/LSC), JSB (IRb/SSC), JSA (SSC/IRa) e JLA (IRa/LSC) identificam os locais de

juncéo entre as regides correspondentes nos genomas.
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Estudos anteriores sugerem que regides IRs estdo frequentemente sujeitas a
expansao, contracdo ou até mesmo perda completa, eventos que podem ocorrer Varias vezes
durante a evolugdo das plantas terrestres, podendo atingir apenas uma ou algumas espécies
dentro de um género. Segundo Wicke et al. (2011), quando envolvem pequenas quantidades
de pares de bases, essas alteragdes costumam néo ter efeitos significativos no tamanho dos
genomas cloroplastidiais.

Os limites IRB/SSC foram incorporados no pseudogene ycfl, variando de um a
oito pb em todas as espécies analisadas (Figura 13). J& o limite SSC/IRa foi incorporado em
ycfl, com um comprimento de 1047 a 1080 pb (Figura 13). Esses resultados demonstram
uma conservacdo de IR dentro do género e pode ser considerado uma das razdes para a
variacdo do tamanho do genoma entre as espécies, assim como relatado em estudos
anteriores (Machado et al., 2020).

4.1.5 Analise filogenética

A analise filogenética confirmou a monofilia da familia Myrtaceae e as relagdes
filogenéticas entre as tribos Myrteae, Eucalypteae e Syzygieae dentro dessa familia, assim
como observado por Eguiluz et al. (2017) e Machado et al. (2020) (Figura 14). Os dados
cloroplastidiais permitiram identificar a posicao filogenética de Eugenia dysenterica como
sendo grupo irmé&o ao de todas as outras espécies do género amostrados (Figura 14). Também
foi possivel observar que E. dysenterica tem uma relacdo de parentesco mais proxima com
Plinia trunciflora e relacbes mais distantes com as espécies do grupo externo (Tribo
Eucalypteae), conforme esperado, baseando-se em observacdes ja relatadas na literatura
(Bayly et al., 2013; Liang et al., 2021).

De maneira geral, os resultados mostram que E. dysenterica esta intimamente
relacionada a todas as espécies analisadas, com fortes valores de bootstrap (87,7% a 100%)
(Figura 14). A analise ainda demonstrou que os oito taxons do grupo interno (Syzygium
forestii, Rhodomyrtus tomentosa, Plinia trunciflora, Eugenia dysenterica, E. selloi, E.
pyriformis, E. brasiliensis e E. uniflora) foram divididos em clados que estdo de acordo com
0s propostos para Myrtaceae. Os dados obtidos somam informac6es importantes para o
desenvolvimento de estudos evolutivos e filogenéticos, porém, sequéncias de plastomas que
abordem outras tribos de Myrtaceae serdo importantes para resolver as quest0es

filogenéticas que ainda se encontram pendentes nesta familia (Li et al., 2021).
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Figura 14. Arvore filogenética obtida pelo método de maxima verossililhanca (ML) a partir da analise de 78 genes cloroplastidiais codificadores de proteinas
comuns as espécies incluidas. Foram utilizadas 11 espécies, incluindo E. dysenterica, representando trés das tribos que compdem a familia Myrtaceae

(Myrteae, Eucalypteae e Syzygieae.) Os niimeros representam os valores bootstrap para cada nd. A direita estdo indicadas as espécies utilizadas na
comparagdo, bem como as tribos, diferenciadas pelas barras coloridas.
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4.2 TRANSCRITOMA DE REFERENCIA

4.2.1 Sequenciamento e montagem do transcritoma de referéncia de Eugenia
dysenterica

O sequenciamento gerou um total de 664 milhdes de pares de reads com 100 pb,
totalizando 132,80 Gb de sequéncias (Tabela 5). De acordo com estatisticas fornecidas pelo
MultiQC (Ewels et al., 2016), a maioria dos reads (aproximadamente 70%) foram
duplicados durante o sequenciamento e aproximadamente 30% dos reads apresentaram-se
em copia Unica. Com a montagem do transcritoma foram obtidos 171.070 transcritos e
43.605 genes, com média de 3,9 isoformas por gene. O tamanho médio dos transcritos foi
de 1.737 pb e o valor N50 obtido com a montagem foi de 2.288 pb (Tabela 6).

Tabela 5. Estatisticas descritivas dos dados brutos de sequenciamento utilizados na
montagem do transcritoma de referéncia de Eugenia dysenterica.

Biblioteca N° de pa_res~de Volume de
reads (milhdes) dados (Gb)
FMO01 329,6 65,92
PCO1 65,0 13,00
PC02 73,1 14,62
PCO03 71,5 14,30
PS02 59,2 11,84
PS03 65,6 13,12
TOTAL 664,0 132,80

FM: Folha madura, PC: Plantulas submetidas a condi¢des favoraveis em termos de suprimento de &gua, PS:
Plantulas submetidas a condi¢des de estresse hidrico.

O numero de transcritos obtidos para E. dysenterica foi maior que o0s
encontrados para outras trés espécies da familia Myrtaceae (Arillastrum gummiferum —
117.839, Syzygium longifolium - 89.782 e Tristaniopsis glauca - 108.823) e menor que 0s
valores encontrados para Eugenia uniflora e Psidium cattleyanum (304.425 e 301.058,
respectivamente). Por outro lado, o nimero de transcritos identificados neste trabalho
assemelha-se aos encontrados para Melaleuca quinquenervia e Syzygium samarangens
(192.557 e 134.199, respectivamente) (Tabela 7) (Guzman et al., 2014; Chen et al., 2017;
Hsieh et al., 2018; Soewarto et al., 2019; Veto et al., 2020).
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O numero de transcritos identificados neste estudo também foi menor que o
observado por Barros-Ribeiro (2016), em uma amostra do genoma nuclear de E. dysenterica
(228.510 transcritos). Esse resultado ja era esperado, levando em consideracgao que o tipo de
dado e a estratégia utilizada neste trabalho (RNAseq) permitem a obtencdo de sequéncias
menos fragmentadas que aquelas obtidas através da montagem de genomas utilizando
apenas short-reads de DNA nuclear.

As regides codantes (CDS) apresentaram 0s maiores comprimentos, podendo
atingir até 5.500 pb, seguidas das regibes UTR-3’ com comprimentos proximos a 4.000 pb,
sendo que a maioria delas contém cerca de 500 pb (Figura 15). Ja as regides UTR-5’ anotadas

possuem comprimentos de até 3.000 pb.

Tabela 6. Estatisticas descritivas do transcritoma de referéncia de Eugenia dysenterica,
obtido na analise com o Trinity. Foram considerados para compor o transcritoma
de referéncia os contigs maiores do que 500 pb.

Parametros Valores observados
Numero total de contigs 171.070
Tamanho médio dos contigs (pb) 1.737
Tamanho total do assembly (Mb) 68,60
N50 (pb) 2.288
Numero de genes 43.605
NUmero de transcritos 171.070
GC% 45,07
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Figura 15. Distribuicdo dos tamanhos das regiGes anotadas como UTR-5" (5 -Untranslated
Region), CDS (Coding DNA Sequence) e UTR-3” (3 -Untranslated Region) no
transcritoma de referéncia obtido para Eugenia dysenterica.
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Tabela 7. Aspectos gerais dos transcritomas de Eugenia dysenterica e outras espécies da familia Myrtaceae.

0 4
Espécie de tralr\1|scritos Tatrp:r?srgigg%’bgios " de genes Cérg:tg;go Citagoes
Arillastrum gummiferum 117. 839 843 54919 80 Soewarto et al. (2019)
Eugenia dysenterica 171.070 1737 43.605 45,07 Barrosé?tiebg!tz O(lgozl) -
Eugenia uniflora 304.425 702 72.742 - Guzman et al. (2014)
Melaleuca quinquenervia| 192.557 1474 - 43,45 Hsieh et al. (2018)
Psidium cattleyanum 301.058 889 282.768 49,17 Veto et al. (2020)
Syzygium longifolium 89.782 867 64.716 46,37 Soewarto et al. (2019)
Syzygium samarangense 134.199 1506 54.536 49,93 Chen et al. (2017)
Tristaniopsis glauca 108.823 876 76.982 44,45 Soewarto et al. (2019)
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Considerando outras espécies de plantas ndo-modelo, a quantidade de transcritos
identificados em E. dysenterica foi menor que o observado em espécies Kaya grandifoliola
- Meliaceae (116.289) e Arundo donax - Poaceae (111.749), tendo, contudo, o nimero de
genes identificados no transcritoma de E. dysenterica (45.605) sido muito semelhante ao
encontrado para esta Ultima espécie (45.821) (Fu et al., 2016; Silva-Junior et al., 2018,
Soares, 2019). Aspectos como tamanho médio dos transcritos e conteldo GC apresentam-se
semelhantes com pequenas variacfes entre E. dysenterica e demais espécies de plantas
citadas (Tabela 7).

A variacdo observada na quantidade de transcritos e genes entre as espécies
citadas pode estar relacionada tanto a ocorréncia de splicings alternativos, quanto ao tipo de
amostragem feita para cada estudo, levando-se em consideracdo que em todos os trabalhos
comparados, a tecnologia de sequenciamento utilizada foi basicamente a mesma (Tabela 7).
Ja as diferencas em numero de transcritos ligadas ao tipo de amostra utilizada, podem ser
justificadas pelo fato de que determinados genes podem ou ndo ser transcritos. Os
transcritos, por sua vez, podem se expressar de diferentes formas, dependendo do tecido
amostrado, estagio de desenvolvimento e condigcdes de estresse aos quais a planta foi
submetida (Feng et al., 2019; Soewarto et al., 2019).

A partir de 2.326 genes ortdlogos conservados entre E. dysenterica e outras
espécies de plantas eudicotiledéneas, identificados com o software BUSCO, 2.245 tiveram
suas sequéncias completamente montadas no transcritoma de referéncia, o que corresponde
a mais de 90% dos ort6logos identificados (Tabela 8). Também foi possivel observar que a
maioria dos genes completos (2.034 genes) aparecem em mais de uma copia e apenas 211
aparecem em copias Unicas no transcritoma obtido (Tabela 8).

Segundo Seppey et al. (2019), as altas taxas de duplicacdo observadas em
montagem de transcritomas podem ser causadas pela presenca de diferentes haplotipos,
eventos de duplicacdo recente de todo o genoma ou artefatos técnicos que devem ser
investigados. Neste caso especificamente, tal resultado é explicado pela presenca dos

multiplos transcritos identificados para cada um dos genes, no transcritoma de referéncia.

64



Tabela 8. Resultados da analise de completitude realizada com o software BUSCO
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs), relativa a identificacdo de
2.326 genes ortologos conservados em eudicotileddneas no transcritoma de
referéncia obtido para Eugenia dysenterica.

Genes completos identificados 2.245 (96,5%)
Em copia Unica 211 (9,1%)
Duplicados 2.034 (87,4%)

Genes.fragmentados 40 (1,7%)

Genes néo identificados 41 (1,8%)

4.2.2 Anotacéo funcional do transcritoma de referéncia

A anotacéo funcional dos transcritos obtidos para E. dysenterica foi feita com o
software Trinotate, a partir da busca por sequéncias de proteinas similares nos bancos de
dados Pfam e SwissProt (http://www.uniprot.org/uniprot/). As sequéncias que apresentaram
similaridade foram anotadas com base nos dominios estabelecidos pelo Gene Onthology
(GO) (Figuras 15, 16 e 17): Componente Celular (CC), Fungdo molecular (FM) e Processo
Biologico (PB).

Considerando a anotacédo para o0 dominio CC (Figura 16), que abrange locais da
célula onde os produtos génicos sdo ativados, € possivel se observar que a maior parte dos
transcritos anotados pertencem as categorias ontoldgicas relacionadas a estrutura anatdmica
intercelular (GO: Intercellular Anatomical Structure, 15.694 transcritos), citoplasma (GO:
Cytoplasm, 12.303 transcritos), composicdo de membrana (GO: Membrane, 8.415
transcritos) e nacleo (GO: Nucleus, 6.841 transcritos). Ainda no dominio CC, os transcritos
menos frequentes foram relacionados a composicdo de organelas como lisossomos e a

membrana nuclear (158 e 195 transcritos, respectivamente).
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Figura 16. Classificagdo GO dos transcritos preditos no transcritoma de referéncia de
Eugenia dysenterica, considerando sua abundéncia dentro do dominio
Componente Celular (CC).

Para o dominio FM (Figura 17), que representa a atividade bioguimica do
produto génico, a maior parte dos transcritos foram anotados nas classes Binding e Catalytic
Activity (14.526 e 11.618 transcritos, respectivamente). Ja para o dominio PB (Figura 18),
que define como o produto génico esta contribuindo para o funcionamento do organismo, a
maioria dos transcritos foram anotados nos GOs: Cellular Process e Metabolic Process
(16.364 e 13.689 transcritos, respectivamente), enquanto processos relacionados as classes
Cell-Signaling e Fruit Ripenig reuniram a menor quantidade de anotacdes (112 e 59

transcritos, respectivamente).
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Figura 17. Classificacdo GO dos transcritos preditos no transcritoma de referéncia de
Eugenia dysenterica, considerando sua abundancia dentro do dominio Funcéo
Molecular (FM).
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Figura 18. Classificagdo GO dos transcritos preditos no transcritoma de referéncia de
Eugenia dysenterica, considerando sua abundancia dentro do dominio
Processo Bioldgico (PB).
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4.2.3 ldentificagéo de SNPs no transcritoma de E. dysenterica

O alinhamento dos reads das bibliotecas construidas com base nas amostras de
RNA dos cinco individuos permitiu a identificacdo de um total de 1.147.895 SNPs iniciais,
que, apods a aplicacao dos filtros de controle de qualidade resultaram na obtencéo de 636.269
SNPs (Tabela 9). Estes SNPs deverdo ser validados em trabalhos futuros e poderéo ser
utilizados para o desenvolvimento de marcadores moleculares voltados para estudos com E.
dysenterica, em escala genémica.

A densidade estimada de SNPs/gene foi de 19,37. Cerca de 75% dos genes
presentes no transcritoma de referéncia apresentaram pelos menos um SNP ao longo dos
seus transcritos, resultado que corrobora com o observado por Nunes (2015), ao identificar
~999.000 SNPs gendmicos em E. dysenterica, verificando sua maior frequéncia de
ocorréncia em regides génicas. A relacdo de substituicdes do tipo transicdo sobre aquela do
tipo transversdo (Ts/Tv) foi de 1,91, dentro da faixa esperada para SNPs em regides
codantes. Esse valor também se assemelha ao observado no trabalho citado anteriormente,

utilizando dados de genoma de E. dysenterica (Nunes, 2015).

Tabela 9. Numero e distribuicdo dos SNPs identificados no transcritoma de Eugenia
dysenterica.

Parametros Valores observados
Numero total de genes 43.605
Numero de genes com SNPs 32.853
% de genes com SNPs 75,34
N° total de SNPs identificados 636.269
N° de SNPs identificados/gene 19,37
Numero de transicdes (Ts) 368.799
Numero de transversdes (Tv) 193.431
Relagdo Ts/Tv 1,91

A relacdo Ts/Tv identificada neste estudo assemelha-se a observada para quatro
diferentes espécies de arvores neotropicais cujos transcritomas foram caracterizados por
Broussau et al. (2014), sendo que em E. dysenterica mostrou-se um pouco maior. A

densidade de SNPs observada aqui também se mostrou maior que a observada no mesmo
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estudo citado acima, onde os autores reforgam que essa caracteristica pode ter relacéo direta
com o rigor dos critérios de filtragem aplicados (Broussau et al., 2014).

Uma avaliacdo completa da diversidade genética das espécies de &rvores
tropicais, como é o caso de E. dysenterica requer grandes quantidades de dados genémicos
e marcadores moleculares, nesse contexto os SNPs identificados aqui, apds serem validados,

servirdo como recurso fundamental para o desenvolvimento desse tipo de estudo.
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5 CONCLUSAO

O genoma cloroplastidial de E. dysenterica apresenta uma estrutura geral
analoga a outras plantas terrestres descritas na literatura, tendo também seu contetdo génico
conservado em maioria.

Foram identificadas 33 repeticdes sendo a maioria palindrémicas, além de 78
regides SSR que poderao ser testadas quando a sua aplicagdo como marcadores moleculares.

A analise filogenética realizada neste trabalho corrobora com as informag6es
descritas na literatura, reforcando a relacdo proxima de E. dysenterica com outras espécies
da familia Myrtaceae e fornece subsidio para desenvolvimento de estudos filogenéticos
utilizando outras espécies do género Eugenia.

A caracterizacdo do genoma cloroplastidial da cagaiteira fornece informacoes
que poderdo ser utilizadas em estudos de genémica populacional, filogeografia e
filogenética, e constitui o quarto genoma cloroplastidial de uma espécie nativa do Cerrado a
ser sequenciado, o que também contribui para a elucidacdo de estudos voltados a
conservacado da flora endémica desse bioma.

A caracterizacdo do transcritoma de E. dysenterica, utilizando a abordagem de
RNAseq, ¢é inédita dentre as espécies nativas do Cerrado e possibilitou a identificacdo de
171.070 transcritos, de 43.605 genes, anotados com base em diferentes bancos dados de
referéncia. Também foram identificados 636.269 SNPs que poderdo ser validados em
estudos futuros.

Os recursos gendmicos obtidos com este trabalho se constituem em um passo
importante para o desenvolvimento de estratégias eficientes de cultivo e conservacéao de E.
dysenterica, além de servir como subsidio para estudos de outras espécies vegetais ndo-
modelo, o que tem sido possibilitado pelo continuo desenvolvimento das tecnologias de

sequenciamento e ferramentas de analise de dados.
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Apéndice 1. Numeros de acesso aos genomas de cloroplasto de espécies da familia
Myrtaceae amostradas para comparacdo com o genoma cloroplastidial de
Eugenia dysenterica.

Tribo Espécie N° de acesso NCBI
Eucalypteae Allosyncarpia ternata NC_022413.1
Eucalyptus baxteri NC_022382.1
Eucalyptus saligna NC_022397.1
Myrteae Eugenia brasiliensis MT900596.1
Eugenia uniflora NC_027744.1
Eugenia pyriformis MNO095410.1
Eugenia selloi MNO095411.1
Plinia trunciflora NC_034801.1
Rhodomyrtus tomentosa NC_043848.1
Syzygiae Syzygium forrestii MK102721.1
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Apéndice 2. Genes com introns, identificados no genoma do cloroplasto de Eugenia
dysenterica, incluindo seus comprimentos (pb), bem como os comprimentos

dos exons.
o Exon | Intronl  ExonlIl Intronll Exon Il
Gene Localizagéo (o) (pb) (pb) (pb) (PB)
rpsl6 LSC 39 872 207 - -
atpF LSC 147 740 411 - -
rpoC1 LSC 451 729 1,619 - -
petB LSC 6 778 642 - -
petD LSC 9 752 474 - -
rpll6 LSC 399 1.002 9 - -
rpl2 IR 390 664 435 - -
ndhB IR 777 681 756 - -
ndhA SSC 552 1.056 537 - -
ycf3 LSC 126 763 228 727 153
clpP LSC 69 858 291 616 228
rpsl2 IR 114 - 210 567 27
trnK-UUU LSC 37 2.526 35 - -
trnG-UCC LSC 23 755 49 - -
trnL-UAA LSC 35 508 48 - -
trnV-UAC LSC 37 596 39 - -
trnA-UGC IR 38 803 35 - -
trnl-GAU IR 37 957 35 - -
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Apéndice 3. Anélise de uso de codons em 78 genes codificadores de proteinas diferentes,
incluindo o pseudogene ycfl, identificados no genoma de cloroplasto de

Eugenia dysenterica. RSCU - Relative synonymous codon usage.

Aminoécido Codon Frequéncia RSCU
GCU 573 1,84
Ala GCC 104 0,62
GCA 341 1,09
GCG 138 0,44
CGU 309 1,35
cGC 84 0,37
Arg CGA 330 1,44
CGG 82 0,36
AGA 412 18
AGG 160 0.7
e AAU 848 1,56
AAC 239 0,44
GAU 731 1,63
Asp GAC 166 0,37
UGU 204 1,48
Cys UGC 72 0,52
CAA 631 1,56
Gln CAG 176 0,44
GAA 915 1,52
Glu

GAG 202 0,48
GGU 535 1,36
GGC 155 0,39
Gly GGA 637 1,62
GGG 243 0,62
. CAU 420 1,56
His CAC 119 0,44
AUU 990 15
lle AUC 377 0,57
AUA 609 0,92
UUA 823 2,04
UUG 464 1,15
cuu 508 1,26
Leu cuc 166 0,41
CUA 323 0.8
cuUG 137 0,34
Lys AAA 887 151
AAG 285 0,49

Met AUG 544 1
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Aminoé&cido Codon Frequéncia RSCU
Uuu 893 1,35
Phe Uuu 893 1,35
uucC 427 0,65
Pro CCuU 383 1,62
CCC 184 0,78
CCA 273 1,15
CCG 106 0,45
Ser uCu 502 1,76
UCC 280 0,98
UCA 325 1,14
UCG 158 0,55
AGU 352 1,23
AGC 99 0,35
Thr ACU 483 1,6
ACC 229 0,76
ACA 358 1,19
ACG 134 0,45
Trp UGG 406 1
Tyr UAU 698 1,6
UAC 175 0,4
Val GUU 455 1,44
GuUC 147 0,47
GUA 486 1,54
GUG 174 0,55
End UGA 19 0,65
UAA 50 1,7
UAG 19 0,65
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Apéndice 4. Regides SSR identificadas no genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica.

No. SSR SSR Tamanho  Inicio Fim Localizacéo
1 (CAG)s 12 1159 1170 LSC (psbA)
2 (M 11 2451 2461 LSC (matK)
3 (A)11 11 3744 3754 LSC (intron — trnK-UUU)
4 (A)1z 11 4499 4509 LSC
5 (A)10 10 4735 4744 LSC
6 (AGAT);3 12 4848 4859 LSC
7 (A)1o 10 6513 6522 LSC
8 (M1 12 7877 7888 LSC
9 (A)1s 13 7953 7965 LSC
10 (Mo 10 8359 8368 LSC
11 (M2 12 8490 8501 LSC
12 (A)11 11 8729 8739 LSC
13 (AAAT)3 12 8758 8769 LSC
14 (Mo 10 9103 9112 LSC
15 (A)1o 10 10726 10735 LSC
16 (ATTA); 12 11045 11056 LSC
17 (ATTT)s 12 11093 11104 LSC
18 (Mo 10 13218 13227 LSC (intron - atpF)
19 (A)10 10 14754 14763 LSC
20 (M1 13 15508 15520 LSC
21 (M 14 15549 15562 LSC
22 (Mu 11 17532 17542 LSC
23 (A)1o 10 17543 17552 LSC
24 (Mu 11 19763 19773 LSC (rpoC2)
25 (Mo 10 22359 22368 LSC (rpoC1)
26 (Mo 10 27424 27433 LSC (rpoB)
27 (CTTG)s 12 29214 29225 LSC
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No. SSR SSR Tamanho Inicio Fim Localizacéo
28 (A)10 10 31564 31573 LSC
29 (A)1z 11 31968 31978 LSC
30 (ATTA); 12 33356 33367 LSC
31 (Mo 10 34178 34187 LSC
32 (TAAG)3 12 45852 45863 LSC (intron —ycf3)
33 (T)14 14 46971 46984 LSC (intron — ycf3)
34 (A)11 11 47073 47083 LSC (intron — ycf3)
35 (T4 14 51109 51122 LSC
36 (Mu 11 53355 53365 LSC (ndhK)
37 (Mo 10 54098 54107 LSC
38 (Mo 10 54358 54367 LSC (intron — trnV-UAC)
39 (Mo 10 57274 57283 LSC (atpB)
40 (Mo 10 57749 57758 LSC
41 (A)10 10 59960 59969 LSC
42 (M 11 63112 63122 LSC (ycf4)
43 (TCTT)s 12 63550 63561 LSC
44 (TC)s 10 63933 63942 LSC (cemA)
45 (A)10 10 67990 67999 LSC
46 (Mo 10 69233 69242 LSC
47 (Mu 11 70291 70301 LSC
48 (ATAA); 12 71311 71322 LSC (rps18)
49 (Mu 11 72585 72595 LSC
50 (M 12 73549 73560 LSC (intron — clpP)
51 (A)w0 10 73729 73738 LSC (intron — clpP)
52 (Mo 10 73812 73821 LSC (intron — clpP)
53 (Mo 10 74251 74260 LSC (intron — clpP)
54 (A)1o 10 74680 74689 LSC (intron — clpP)
55 (Mn 11 75409 75419 LSC
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No. SSR SSR Tamanho Inicio Fim Localizacéo
56 (TTTC)3 12 77860 77871 LSC
57 (A)13 13 83981 83993 LSC
58 (TTTC)s 12 85222 85233 LSC (intron — rpl16)
59 (A)10 10 85535 85544 LSC
60 (A)1o 10 86338 86347 LSC (rpl22)
61 (TTC)4 12 106394 106405 IRB (intron-trnl-GAU)
62 (TTAT)s 12 113523 113534 SSC
63 (TATT)s 12 113535 113546 SSC
64 (Mo 10 113615 113624 SSC
65 (Mo 10 113626 113635 SSC
66 (ATAG);3 12 115733 115744 SSC (ndhF)
67 (Mo 10 115920 115929 SSC
68 (A)11 11 116779 116789 SSC
69 (A1 11 117065 117075 SSC
70 (A)10 10 117077 117086 SSC
71 (A)11 11 117684 117694 SSC
72 (A)10 10 118944 118953 SSC
73 (AATA); 12 119434 119445 SSC (ndhD)
74 (A)10 10 122780 122789 SSC
75 (Mo 10 122872 122881 SSC
76 (TAAT)s 12 129289 129300 SSC (ycfl)
77 (A)10 10 131696 131705 SSC (ycfl)
78 (AAG)4 12 139251 139259 IRA (intron-trnl-GAU)
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Apéndice 5. Repeticdes forward,

reverse e palindrémicas identificadas no genoma cloroplastidial de Eugenia dysenterica.

Tamanho

No. Tipo (bp) Localizacdo Regido Unidade de repeticao
1 F 47 IGS (psbE — petL) LSC GATTCAAATTTCTTATTATTATTTTAATAATTCAAATTTCTTATTAT
2 F 45 ycf2 IR TCGATATTGAGGATAGTGACGATATTGAGGATAGTGACGATATTG
3 F 42 Intron (ycf3), intron (ndhA) LSC/SSC GTTCCAGAACCGTACGTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCT
4 F 40 IGS (rpsl2 - trnV-GAC) IR ACAGAACCGTACATGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCTC
5 F 39 Intron (ycf3), IGS (rps12 - trnV-GAC) LSC/IR CCAGAACCGTACGTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCT
6 F 41 psaB, psaA LSC ATGCAATAGCCAAATGATGGTGAGCAATAAGTCAACCAT
7 F 31 psaB, psaA LSC CAAATGATGGTGAGCAATATCAGTCAACCAT
8 F 31 IGS (trnT-UGU - trnL-UAA) LSC ATAGTTATATATAATAAATATATATTTAGTT
9 F 31 ycf2 IR AGACAAAAAAAGAAGAAACTTGGACAAAAAG
10 F 45 ycf2 IR ATCAATATCGTCACTATCCTCAATATCGTCACTATCCTCAATATC
11 F 31 ycf2 IR GTTTTGTCCAAGTTACTTCTCTTTTTGTCCA
12 F 30 Intron (ycf3), IGS (rpsl2 - trnV-GAC) LSC/IR GTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCTCCC
13 F 30 ycf2 IR ATATCGATATTGAGGATAGTGACGATATTG
14 F 30 IGS (rpsi2 - trnV-GAC), ndhA (intron) IR/ISSC  ATGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCTCGT
15 F 30 IGS (ycfl — ndhF) SSC GTATTTATTAATTATTTATTTATTATTTAT
16 F 30 ycf2 IR ATCAATATCGTCACTATCCTCAATATCGTC
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Tamanho

No. Tipo (bp) Localizacdo Regido Unidade de repeticao

17 F 32 trnS-GCU, trnS-UGA LSC GAAACGGAAAGAGAGGGATTCGAACCCTCGGT

18 R 34 ndhF SSC GAAATAAATGAAACTTAAAAAAAATTCAAATTAA

19 R 38 IGS (ycfl — ndhF) SSC TTTATTAATTATTTATTTATTATTTATTTATTAATTAT

20 R 33 IGS (ycfl — ndhF) SSC GTATTTATTAATTATTTATTTATTATTTATTTA

21 P 45 ycf2 IR ACGATATTGAGGATAGTGACGATATTGAGGATAGTGACGATATTG
22 P 39 Intron (ycf3), IGS (trnV-GAC —rps12) LSC/IR CCAGAACCGTACGTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCT

23 P 45 ycf2 IR TCGATATTGAGGATAGTGACGATATTGAGGATAGTGACGATATTG
24 P 30 psbD, IGS (hdhC —trnV-UAC) LSC GAAAATGATTTATTTGATATTATGGATGAC

25 P 30 trnS-GUC, trnS-GGA LsC AACGGAAAGAGAGGGATTCGAACCCTCGGT

26 P 40 Intron (ndhA) SsC CCAGAACCGTACGTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCTC

27 P 30 ycf2 IR ATATCGATATTGAGGATAGTGACGATATTG

28 P 30 ycf2 IR GTGACGATATTGAGGATAGTGACGATATTG

29 P 30 Intron (ycf3), IGS (rps12 - trnV-GAC) LSC/IR GTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCTCCC

30 P 30 Intron (ndhA), IGS (trnV-GAC — rps12) IR GTGAGATTTTCACCTCATACGGCTCCTCGA

31 P 31 ycf2 IR GTTAGACAAAAAAAGAAGAAACTTGGACAAA

32 P 31 ycf2 IR TTTTTGTCCAAGTTTCTTCTTTTTTTGTCTA

33 P 30 trnS-UGA, trnS-GGA LSC AAAGGAGAGAGAGGGATTCGAACCCTCGAT

P: Palindrémica, F: Forward, R: Reverse; 1GS: Espagadores intergénicos
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Apéndice 6. Razdo Ka/Ks em genes do genoma de cloroplasto de cinco espécies de Eugenia
(E. dysenterica, E. brasiliensis, E. pyriformis, E. selloi e E. uniflora),
considerando-se os genes individuais e as regides do cloroplasto.

Grupos génicos Gene Ka Ks Ka/Ks Regido
rpll4 0,0029 0,0046 0,6324 LSC
rpll6 0,0013 0,0162 0,0817 LSC
rpl20 0,0078 0,0088 0,8904 LSC

Large subunit of rpl22 0,0041 0,0000 0,0000 LSC
ribosomal proteins rpl33 0,0080 0,0000 0,0000 LSC
rpl36 0,0048 0,0000 0,0000 LSC
rpl2 0,0007 0,0020 0,3299 IR
rpl23 0,0019 0,0000 0,0000 IR
rpl32 0,0069 0,0494 0,1403 SSC
rpsll 0,0000 0,0150 0,0000 LSC
rpsl4 0,0035 0,0240 0,1448 LSC
rpsl6 0,0067 0,0181 0,3673 LSC
rpsi8 0,0035 0,0057 0,6038 LSC
rpsl9 0,0000 0,0128 0,0000 LSC
Small subunit of rps2 0,0007 0,0123 0,0602 LSC
ribosomal proteins rps3 0,0033 0,0147 0,2255 LSC
rpsé 0,0061 0,0000 0,0000 LSC
rps8 0,0053 0,0205 0,2593 LSC
rpsl2 0,0000 0,0000 0,0000 IR
rps7 0,0000 0,0000 0,0000 IR
rpsls 0,0019 0,0260 0,0747 SSC
rpoA 0,0064 0,0257 0,2481 LSC
DNA-dependent RNA rpoB 0,0020 0,0108 0,1889 LSC
polymerase rpoC1 0,0015 0,0091 0,1670 LSC
rpoC2 0,0038 0,0113 0,3366 LSC
psaA 0,0011 0,0046 0,2298 LSC
psaB 0,0005 0,0096 0,0491 LSC
Photosystem | psal 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psaJ 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psaC 0,0000 0,0234 0,0000 SSC
psbA 0,0000 0,0080 0,0000 LSC
psbB 0,0009 0,0089 0,0972 LSC
psbC 0,0000 0,0081 0,0000 LSC
psbD 0,0000 0,0081 0,0000 LSC
Photosystem I1 psbE 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psbF 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psbH 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psbl 0,0000 0,0154 0,0000 LSC
psbJ 0,0117 0,0000 0,0000 LSC
psbK 0,0085 0,0100 0,8507 LSC
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Grupos génicos Gene Ka Ks Ka/Ks Regido
psbL 0,0000 0,0162 0,0000 LSC
psbM 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psbN 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
psbT 0,0000 0,0159 0,0000 LSC
pshZ 0,0029 0,0218 0,1328 LSC
ndhC 0,0015 0,0000 0,0000 LSC
ndhJ 0,0000 0,0073 0,0000 LSC
ndhK 0,0018 0,0173 0,1065 LSC
ndhB 0,0004 0,0043 0,0812 IR
ndhF 0,0059 0,0161 0,3646 SsC

NADH dehydrogenase ndhA 0,0020 0,0098 0,1996 SSC
ndhD 0,0021 0,0207 0,1018 SSC
ndhE 0,0017 0,0292 0,0593 SSC
ndhG 0,0061 0,0031 1,9329 SsC
ndhH 0,0022 0,0136 0,1620 SsC
ndhl 0,0000 0,0108 0,0000 SsC
petA 0,0033 0,0071 0,4647 LSC
petB 0,0000 0,0064 0,0000 LSC

Cytochrome b/f petD 0,0000 0,0190 0,0000 LSC

complex petG 0,0049 0,0000 0,0000 LSC
petL 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
petN 0,0000 0,0000 0,0000 LSC
atpA 0,0000 0,0146 0,0000 LSC
atpB 0,0007 0,0076 0,0939 LSC
atpE 0,0013 0,0128 0,1029 LSC

ATP synthase atpF 0,0019 00033  0,5589 LSC
atpH 0,0000 0,0314 0,0000 LSC
atpl 0,0000 0,0057 0,0000 LSC

RubisCo large subunit rbcL 0,0078 0,0062 1,2732 LSC

Maturase K matK 0,0074 0,0159 0,4657 LSC

Envelope membrane cemA 0,0026 00028  0,9324 LSC

protein

Subunit of acetyl- accD 00043 00108  0,3998 LsC

CoAcarboxylase

C-type cytochrome cesA 0,0048 00169  0,2851 SSC

synthesis gene

Protease clpP 0,0009 0,0146 0,0615 LSC

Conserved ycf3 0,0000 0,0157 0,0000 LSC

hypothetical ycf4 0,0019 0,0096 0,1964 LSC
chloroplast open ycf2 0,0011 0,0029 0,3571 IR
reading frames ycfl 0,0124 0,0219 0,5684 SSC/IR
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