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RESUMO

A familia Caryocaraceae (1845) é pertencente a ordem Malpighiales, que apresenta 36 familias,
716 géneros e 16.065 espécies. Caryocaraceae é constituida por dois géneros Anthodiscus G.
Mey. com dez espécies e Caryocar L. com 16 especies. O presente trabalho tem como objetivo
realizar a montagem de novo do genoma cloroplastidial de Caryocar cuneatum Wittm. e
realizar analises comparativas quanto a estrutura e a composicdo do genoma com outras
espécies de Malpighiales. Para isso, foi sequenciado o DNA total de um individuo de C.
cuneatum utilizando a plataforma MiSeq (Illumina), paired-end (2x300) com o kit MiSeq V3
600 ciclos. O plastoma foi montado utilizando o programa NOVOPIlasty v3.2 e anotado
utilizando o CHLOROBOX. Para as analises comparativas, foram utilizados genomas
cloroplastidiais de 8 espécies pertencentes a ordem de Malpighiales (Caryocar brasiliense,
Caryocar glabrum, Lophopyxis maingayi, Drypetes indica, Aspidopterys concava, Byrsonima
crassifolia, Balanops balansae, Couepia ovalifolia). O genoma cloroplastidial de C. cuneatum
apresentou um tamanho de 165.767 pb, composto de uma regido maior de cdpia Unica de
83.968 pb, uma regido menor de copia Unica de 11.854 pb, separadas por duas regides repetidas
e invertidas de 34.973 pb. Apresenta 131 genes, 90 codificadores de proteinas, 33 de RNAs
transportadores e 8 RNAs ribossomais. O gene rpl32 ndo esta presente nas espécies em C.
cuneatum e nas outras duas espécies de Caryocar. Para as outras espécies, verificou-se variacdo
no tamanho, estrutura e composi¢cdo genémica. O gene InfA esta pseudogenizado em todas as
espécies analisadas e ndo foi encontrado em A. concava. Na analise de mutacGes sinbnimas e
ndo sinbnimas o gene rpl20 esta sobre neutralidade e os outros genes estdo em selecdo negativa.
Para a diversidade nucleotidica nos genomas de Caryocar foi possivel identificar duas regides
de hotspots: trnS-GCU - trnG-UCC e rbcL — atpB, o qual podem ser utilizados como possiveis
marcadores moleculares de DNA barcoding. A arvore filogenética obteve bons valores de
suporte para 0s n6s em Caryocaraceae validando a posi¢do sistematica de C. cuneatum dentro
da familia e evidéncia sua relagdo com seus grupos irmdos C. brasilense e C. glabrum. Em
concluséo esse estudo fornece o primeiro genoma de C. cuneatum sequenciado, informagéo
sobre a caracterizacdo gendmica e os conhecimentos aqui fornecidos podem ser utilizadas para
novos estudos e desenvolvimentos de tecnoldgicas.

Palavras chaves: Genoma organelar. Plastoma. Comparacgdo gendmica.



ABSTRACT

The Caryocaraceae family (1845) belongs to the order Malpighiales, which has 36 families,
716 genera and 16,065 species. Caryocaraceae consists of two genera Anthodiscus G. Mey.
with ten species and Caryocar L. with 16 species. The present work aims to carry out the de
novo assembly of the chloroplastidial genome of Caryocar cuneatum Wittm. and to carry out
comparative analyzes regarding the structure and composition of the genome with other species
of Malpighiales. For this, the total DNA of an individual of C. cuneatum was sequenced using
the MiSeq platform (lllumina), paired-end (2x300) with the MiSeq V3 600 cycles kit. The
plastome was assembled using the NOVOPIlasty v3.2 program and annotated using the
CHLOROBOX. For comparative analyses, chloroplast genomes of 8 species belonging to the
Malpighiales order (Caryocar brasiliense, Caryocar glabrum, Lophopyxis maingayi, Drypetes
indica, Aspidopterys concava, Byrsonima crassifolia, Balanops balansae, Couepia ovalifolia)
were used. The chloroplast genome of C. cuneatum had a size of 165,767 bp, composed of a
single copy major region of 83,968 bp, a single copy minor region of 11,854 bp, separated by
two inverted repeat regions of 34,973 bp. It has 131 genes, 90 protein coding, 33 transfer RNAs
and 8 ribosomal RNAs. The rpl32 gene is not present in species in C. cuneatum and in the other
two species of Caryocar. The size of the plastid genome of the genus Caryocar presents itself
a lot. For the other species, there was variation in size, structure and genomic composition. The
InfA gene is pseudogenized in all analyzed species and was not found in A. concava. In the
analysis of synonymous and non-synonymous mutations, the rpl20 gene is under neutrality and
the other genes are under negative selection. For the nucleotide diversity in Caryocar genomes,
it was possible to identify two hotspot regions: trnS-GCU - trnG-UCC and rbcL - atpB, which
can be used as possible molecular markers for DNA barcoding. The phylogenetic tree obtained
good support values for nodes in Caryocaraceae, validating the systematic position of C.
cuneatum within the family and evidence of its relationship with its sister groups C. brasilense
and C. glabrum. In conclusion, this study provides the first genome of C. cuneatum sequenced,
information on genomic characterization and the knowledge provided here can be used for
further studies and technological.

Keywords: Organellar genome. Plastome. Genomic comparison.



1. INTRODUCAO

O cloroplasto é a organela responsavel pela fotossintese nas plantas e como fungédo
secundaria desempenha a sintese de aminoacidos, nucleotideos, &cidos graxos, fitormonios,
vitaminas e assimilacdo de enxofre e nitrogénio (BOBIK e BURCH-SMITH, 2015). O
cloroplasto contem seu proprio DNA, denominado cpDNA ou genoma cloroplastidial
(RODRIGUEZ-EZPETETA et al., 2005; SATO, 2019). Geralmente, o material genético dessa
organela em espermatofitas se dispde em formato circular, com estrutura quadripartida, com
duas copias de repeti¢fes invertidas (IRs - inverted repeats), separadas pela regido longa de
copia unica (LSC- large single copy) e regido curta de cdpia Unica (SSC- small single copy)
(JASEN; RUHLMAN, 2012; XIAO-MING et al., 2017). O nimero de genes do genoma do
cloroplasto de angiospermas que realizam fotossintese varia de 100 a 130 genes distintos, e 0
conteudo de seus genomas sdo altamente conservados (PROVAN et al., 2001).

Algumas modificacOes estruturais podem ocorrer em determinadas linhagens de
plantas, como rearranjos estruturais significativos, perdas de regides repetidas invertidas ou
familias inteiras de genes. As estruturas mais aberrantes do genoma plastidial pertencem a
plantas parasitarias que perderam genes conforme faziam transicdo independente para um
organismo n&o fotossintetizantes (WICKE e NAUMANN, 2018).

Os genomas cloroplastidiais tém potencial utilizacdo em estudos evolutivos e ajuda na
resolucdo de relaces filogenéticas de tdxons, isso se deve ao fato desse genoma ser altamente
conservado pela heranca extranuclear materna. Além disso, possuem milhGes de copias em
uma unica célula vegetal. Sdo importantes para obtencdo de marcadores barcoding. Essa é uma
técnica usada para identificar regides do genoma de espécies conhecidas, de acordo com Dong
et al. (2015) ycfla ou ycflb é a regido do genoma plastidial mais variavel e pode servir como
DNA barcoding padréo para identificar plantas terrestres. O conhecimento entre as relagdes de
espécies é necessario para entender padrdes evolutivos de diversidade e suas caracteristicas
similares herdadas de um ancestral em comum (EMBRAPA, 2005; LOPEZ et al., 2016).

A familia Caryocaraceae Voigt € pertencente a ordem Malpighiales. Esta ordem
apresenta atualmente 36 familias, 716 géneros e 16.065 espécies. Caryocaraceae é constituida
por dois géneros Anthodiscus G. Mey. com dez espécies: A. amazoniens Gleason & ACSm., A.
chocoensis Prance, A. fragrans Sleumer, A. klugii Standi, ex Prance, A. mazarunensis Gilly, A.

montanus Gleason, A. obovatus Benth. ex Wittm., A. peruanus Baill., A. pilosus Duckc e A.
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trifoliatus G. Mey; atualmente aceitas e Caryocar L. com 16 espécies atualmente aceitas: C.
amygdaliferum Mutis ex Cav., C. amygdaliforme G. Don, C. brasiliense A.St.-Hil., C.
coriaceum Wittm., C. costaricense Donn.Sm., C. cuneatum Wittm., C. dentatum Gleason, C.
edule Casar. C. glabrum (Aubl.) Pers., C. gracile Wittm., C. harlingii Prance & Encam., C.
microcarpum Ducke, C. montanum Prance, C. nuciferum L., C. pallidum ACSm. e C. villosum
(Aubl.) Pers. (APG 1V, 2016; PRANCE; SILVA, 1973).

A distribuicao da familia ocorre na regido neotropical entre as Américas, desde a regido
da Costa Rica até a regido do Paraguai (PRANCE e SILVA, 1973). O género Caryocar ocorre
de maneira mais ampla do que Anthodiscus, nos paises: Costa Rica, Paraguai, nas Guianas até
o Sul do Brasil e no bioma Amazénico, onde é sua maior diversidade de ocorréncias de espécies
(PRANCE, 1990, 2014). Ja o género Anthodiscus ocorre na regido noroeste da América do Sul
e apenas na regido Norte e Oeste da Floresta Amazonica e uma pequena porcao da Floresta
Atlantica na Bahia (PRANCE e SILVA, 1973). No territdrio brasileiro ocorrem os dois géneros
e 17 espécies, Anthodiscus G. Mey com cinco espécies e Caryocar L. com 12 espécies
(MEDEIROS E AMORIM, 2015; ZAPPI, 2015). Dentre as espécies de Caryocaraceae, C.
brasiliense ocorre em o0 maior nimero de diferentes ecorregides principalmente em Savanas
(PRANCE, 1973; NUNES et al., 2020).

A morfologia de Caryocaraceae é constituida por arvores e pode ocorrer como arbustos
ou subarbustos (PRANCE E SILVA, 1973). As folhas séo alternas ou opostas, em formato
trifolioladas, pode aparecer com ou sem estipulas, na maioria das ocorréncias com estipelas na
base dos foliolos, o formato da nervacdo é braquidédroma e camptdédroma, sdo os padrbes
usuais, embora algumas espécies de Anthodiscus sejam hipédromas (PRANCE e SILVA 1973,
PRANCE e PIRANI, 2020).

Suas flores sdo projetadas em formato de inflorescéncia terminal em racemo possuindo
flor terminal. Suas flores sdo grandes com simetria actinomorficas e hermafroditas. A corola
da flor pode apresentar de quatro a cinco pétalas e pouco frequente acima dessas quantidades,
e o calice também segue 0 mesmo padréo. As pétalas sdo imbricadas se apresentando total ou
parcialmente sobrepostas no botédo floral. As flores tém de 55 a 750 estames e a anteras sao
biloculares. O ovario é rugoso e tem de quatro a seis carpelos em Caryocar, e de oito a 20 em
Anthodiscus. Sua fruta é do tipo drupa com uma a quatro sementes em Caryocar, e de 8 a 20
em Anthodiscus. O mesocarpo é indecente e o0 endocarpo é duro e espinhoso. As sementes sdo
reniformes com dois cotilédones e endosperma fino ou ausente (PRANCE E SILVA, 1973;
PRANCE e PIRANI, 202).
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No que diz respeito as informacdes filogenéticas, essa familia ndo apresenta uma
resolucdo bem clara de seus aspectos taxonémicos com outros clados de Malpighiales. Nao ha
informagdes moleculares suficientes que mostram as relacdes entre alguns taxons dessa ordem,
dessa maneira, os valores de suportes para nds ndo sdo consistentes para as filogenias
moleculares dos clados de Crisobalanoides, Malpighioids, Putranjivoids e Caryocaraceae
formando uma politomia entre eles (Xl et al., 2012).

Nome Cayocar possui uma etimologia do grego caryon e possui significado de nucleo
ou noz fazendo referéncia ao centro do fruto e kara significa cabeca. Caryon e kara fazem
referéncia ao fruto que possui um formato globoso. O nome vernacular pequi vem da lingua
tupi, o qual o prefixo py significa pele ou casca e qui significa espinho, fazendo referéncia aos
espinhos do endocarpo ou caroco do fruto. (CARVALHO, 2009).

A morfologia de suas folhas é oposta, com duas folhas se inserindo no mesmo né do
caule em lados opostos. A inflorescéncia é terminal nascendo no final da haste quando ocorre
sem flores é do tipo racemo ou do tipo botrioide quando ocorre com flores, seu peddnculo é
conspicuo e a raque pode ser alongada ou curta. As flores frequentemente sdo amarelas, podem
ser brancas, rosadas ou vermelhas, o pedicelo é inserido no apice da inflorescéncia, o calice
das flores € do tipo cupuliforme. As sépalas podem ocorrer a quantidade de cinco a seis, as
pétalas também como nas sépalas, podem ocorrer de cinco a seis sendo unidas pela base. Os
estames ocorrem entre 55 a 750 unidades, longos projetam-se para fora da corola ficando
maiores que as pétalas, anteras podem ser do tipo basifixas ou dorsifixas. A fruta em forma de
drupa, possui pirenos delimitados por endocarpo muricado a tuberculado ou espinhoso
podendo ocorrer de quatro a seis unidades (PRANCE E SILVA, 1973; PRANCE e PIRANI,
202; REFLORA, 2023).

A distribuicdo desse género é neotropical, e no Brasil sdo reconhecidas 12 espécies: C.
brasiliense Cambess., C. coriaceum Wittm., C. cuneatum Wittm., C dentatum Gleason., C.
edule Casar., C. glabrum (Aubl.) Pers., C. gracile Wittm., C. microcarpum Ducke., C.
montanum Prance., C. nuciferum L., C. pallidum A.C.Sm., C. villosum (Aubl.) Pers.
(MEDERIOS E AMORIM, 2015).

Esse género é considerado de grande potencial econdémico, o qual praticamente todas
as partes da planta tem algum uso comercial, a castanha, casca, folhas, madeira principalmente
0 seu fruto que possui altos teores de 6leo, vitaminas e minerais neles encontrados (ALMEIDA
e SILVA, 1994; POZO, 1997; OLIVEIRA et al., 2008). O fruto contém uma polpa que fica
aderida ao carogo, normalmente contém espinhos, ele é bastante utilizado na culinaria local. E

consumido fresco ou em conserva, geleia e em pratos tipicos, como frango com pequi. Também
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é utilizado na producédo de 6leos e fabricacdo de licores. Sua semente é extraida da castanha
usada como alimento ou também para a producao de 6leo medicinal (NUNES et al., 2020).

Além de ser utilizado na alimentacdo também € usado pelas populacGes tradicionais
locais onde ele ocorre, o qual os saberes populares que sdo passados de geracao & geracdo e
culturais na medicina natural, o oOleo é utilizado como anti-inflamatério (BEZERRA;
BARROS; COELHO, 2015) para tratamento de bronquites, gripes, resfriados e controle de
tumores, tratamentos oftalmoldgicos relacionados a deficiéncia de vitamina A, por possuir em
sua composicdo vitamina A e C, tiamina e sais minerais (CARVALHO, PEREIRA, ARAUJO,
2015). Além disso, estudos demonstram sua viabilidade, de acordo com Pereira et al. (2020) a
polpa e o dleo de C. coriaceum tem abundancia em &cidos graxos oleico e palmitico. Sendo
utilizados para o controle de bactérias multirresistentes. Em C. brasilense também apresenta
eficiéncia quando usado junto com o fluido magnético com dextrano (DexMF) no tratamento
do tumor solido de Ehrlich clinico, agindo contra as células tumorais (MIRANDA-VILELA et
al., 2014). E também apresenta atividade anti-inflamatoria contra os efeitos da atividade fisica
intensa e atua como modulador do colesterol total, principalmente em homens (MIRANDA-
VILELA et al., 2009).

Outro fator importante é sua utilizacdo como potencial econdmico na compra e venda
desse fruto, uma importante participacdo de renda para as populagdes rurais do cerrado, esses
sdo vendidos em feiras livres, comercializados em festas tipicas e por vendedores ambulantes.
No estado de Goias também é vendido na Central de Abastecimento de Goids — CEASA, que
distribui o alimento para outros vendedores dentro do estado. Esse fruto é obtido de plantio e
extrativismo (BRAIT, 2008; SILVA et al., 2021).

A espécie Caryocar cuneatum Wittm. é endémica do Brasil, e seu nome vernacular é
também chamado de pequizeiro ou pequi assim como outras espécies de Caryocar, como C.
Brasiliense, e muitas vezes confundido entre comunidades que fazem uso delas. A morfologia
de suas folhas contem o &pice dos foliolos apiculados, margem serradas ou crenadas. Dispde
suas flores em inflorescéncias em forma de racemo com pedunculos alongados, a cor de suas
pétalas podem ser réseas e brancas, com formato oblongas. Produz drupa elipséide como
fruto, contendo dois locus e duas sementes, mas pode ocorrer trés ou mais, a textura do seu
fruto é liso. As sementes estdo em forma de pineros com endocarpo espinhosos. Sua forma de
vida se desenvolve como arvore, pode crescer até 15 metros de altura com 35 metros de
didmetro e seu substrato € terricola. Sua distribui¢do geografica ocorre pelo Norte, Nordeste e
Centro-oeste, nos estados do Pard, Tocantins, Bahia, Maranhdo, Piaui e Goias (PRANCE E
SILVA, 1973; PRANCE e PIRANI, 202; REFLORA, 2013 ). E relatado ocorrendo em bioma
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da Caatinga do Nordeste brasileiro e nas ecorregides de Desertos e Arbustos Xericos, mas a
maioria das ocorréncias sao principalmente no Cerrado e préximo ao bioma Caatinga (NUNES,
2020; PRANCE, 2014).

De acordo com Nunes et al. (2020), dentro da familia Caryocaraceae as principais
espécies representantes na literatura sdo do género Caryocar, o qual C. brasiliense lidera a
quantidade de estudos, desde anatomia, morfologia, caracterizacdo fisico-quimica até genética.
Para a area da genética, os estudos se restringem & diversidade genética, como informacGes da
caracterizacdo cariotipica obtidas para C. brasiliense, C. microcarpum e C. villosum
(EHRENDORF et al., 1984). Estudos para desenvolvimento de marcadores microssatélites
(SSR) transferidos para C. coriaceum, C. edule, C. glabrum, C. pallidum e C. villosum
(COLLEVATTI et al., 1999).

Para estudos gendmicos, existe o sequenciamento gendmico cloroplastidial apenas para
duas espécies: C. brasiliense (NUNES et al., 2020) e C. glabrum, de acordo com o banco de
dados genémicos NCBI (National Center for Biotechnology Information). Atualmente, C.
brasiliense se destaca apresentando grande parte de analises dessa area, quando comparados
com outras espécies desse género, ndao existindo mais pesquisas gendmicas para as demais
espécies de Caryocar. Dessa maneira, este estudo se propde a disponibilizar de novo o genoma
cloroplastidial de C. cuneatum e realizar andlises estruturais e comparativas com as outras
espécies do género, com intuito de fornecer recursos gendmicos e contribuir com o

conhecimento filogenético do clado.



2. OBJETIVOS

2.3. Objetivo geral

Realizar uma montagem de novo do genoma cloroplastidial de Caryocar

cuneatum Wittm. (Caryocaraceae) e realizar analises comparativas com genomas

cloroplastidiais de espécies da ordem Malpighiales.

2.3. Objetivos especificos

1.
2.

Sequenciar e montar o primeiro genoma cloroplastial de Caryocar cuneatum;
Realizar analises estruturais e comparativas entre os genomas de cloroplasto
de Caryocar cuneatum e as espécies pertencentes aos clados dos
Crisobalanoides, Malpighioids, Putranjivoids e Caryocaraceae;

Realizar analises das mutagGes ndo sinGnimas e sindnimas entre genes
homologos do genoma cloroplastidial das especies pertencentes a
Malpighiales;

Identificar regides de hotspots atraves da andlise de diversidade nucleotidicas
nos genomas cloroplastidiais;

Validar a posicao taxonomica de Caryocar cuneatum através da construcao de

uma filogenia molecular utilizado espécies de Malpighiales.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Extracéo e sequenciamento cloroplastidial de Caryocar cuneatum

Para a obtencdo do genoma de Caryocar cuneatum foram coletadas folhas de uma
arvore adulta na regido da Chapada dos Veadeiros, na cidade de Teresina de Goias, Goias
(SISGEN - AAD5076). Inicialmente, foi realizada a extracdo de DNA utilizando o método
CTAB 2% (DOYLE e DOYLE, 1987). Em seguida, o DNA foi quantificado utilizando
eletroforese em gel de agarose de 1% e o Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit
(ThermoFischer Scientific). O preparo da biblioteca genémica foi construido com o protocolo
Nextera DNA Flex (lllumina) seguindo os seguintes passos, tagmentacdo do DNA, limpeza
pos-tagmentacgdo, amplificacdo do DNA tagmentado e limpeza final. A avaliacao da qualidade
da biblioteca foi realizada no Bioanalyzer 2100 (Agilent). Em seguida, biblioteca foi
quantificada com o Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit e em seguida diluida para a
concentragédo de 15 pM. O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (lllumina) no
modo paired-end (2x300), sendo 300 pb para Forward e 300 pb para Reverse, utilizando o kit
MiSeq V3 600 ciclos (Illumina). Todas as etapas foram conduzidas no Laboratério de Genética

& Biodiversidade — LGBIio, da Universidade Federal de Goias, em Goiania - Goias — Brasil.

3.2. Anotacao do genoma cloroplastidial de Caryocar cuneatum

A montagem do genoma cloroplastidial de C. cuneatum foi realizado no
programa NOVOplasty v2.2 (DIERCKXSENS et a., 2017). A anotacdo do genoma
cloroplastidial de C. cuneatum foi feita utilizando o programa webserver software GeSeq
(TILLICH et al., 2017). A predicédo de genes codificadores de proteinas e RNASs ribossomais
(rRNAS) foi realizada nos programas BLAT search (KENT, 2002) e a predicdo de RNAs
transportador (tRNAs) utilizando tRNAscan-SE v2.0.7. Os genes foram verificados e os que
estavam sobrepostos foram removidos e anotados manualmente, no programa Ugene
(OKONECHNIKOQV et al., 2012). O mapa grafico do genoma cloroplastidial foi construido no
Draw Organelle Genome Maps (OGDRAW) (LOHSE et al., 2013).
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3.3. Analise comparativa estrutural e regides repetitivas

Para analise comparativa, 0 genoma cloroplastidial de C. cuneatum foi comparado ao
de 8 espécies pertencentes a ordem Malpighiales (Tabela 1). Os genomas cloroplastidiais das
8 espécies foram obtidos no banco de dados Genome (RefSeq) do NCBI para serem anotados.
O programa REPuter foi utilizado para a identificacdo das estruturas de repeticdes complexas.
Foram feitas analises para quatro tipos de repeticdes: Forward, Reverse, Palindromic e
Complement (KURTZ et al., 2001). Para tanto, foi estabelecido o tamanho minimo da repeticdo
de 30 pb e uma distancia de Hamming de 3 pb. Para a identificacdo e caracterizacdo das regides
microssatélites foi utilizado o programa Web MISA (BIER et al., 2017) e 0os numeros de
repeticdes minimas foram definidas para 10, 5, 3, 3, 3 para as repeticbes mononucleotidicas,
dinucleotidicas, trinucleotidicas, tretanucleotidicas, pentanucleotidicas e hexanucleotidicas.

Para identificacdo do tamanho das quatro regides dos genomas cloroplastidiais, as IRs,
LSC, SSC e os genes localizados em suas extremidades foi utilizado o Geneious prime
(KEARSE et al., 2012). A identificacdo de possiveis eventos de rearranjo e inversao nos
genomas cloroplastidiais foi feita utilizando o programa Mauve (DARLING et al., 2004) de

alinhamento maltiplo.

Tabelal: Espécies utilizadas para analises comparativas e seus respectivos nimeros de referéncia.

Espécie ID Clado Familia
Caryocar cuneatum - Caryocaraceae Caryocaraceae
Caryocar brasiliense MK726375 Caryocaraceae Caryocaraceae
NC_061179.1/M
Caryocar glabrum N116504.1 Caryocaraceae Caryocaraceae
NC_050684.1/M
Lophopyxis maingayi N504795.0 Putranjivoid Lophopyxidaceae
NC_052002.1/M
Drypetes indica N504791.1 Putranjivoid Putranjivaceae
NC_060542.1/0L
Aspidopterys concava 471043.1 Malpighioid Malpighiaceae
NC_037192.1/MF
359248.1 Malpighioid Malpighiaceae

Byrsonima crassifélia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_061179.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN116504.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN116504.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/97303?genome_assembly_id=1513303
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NC_052006.1/M

Balanops balansae N504796.1 Chrysobalanoid Balanopaceae
NC_030549.1/KX
Couepia ovalifolia 180055.1 Chrysobalanoid  Chrysobalanaceae

3.3.1. Diversidade nucleotidica e relacdo de mutac6es sindbnimas (ks) e ndo sindbnimas (ka)

Para as analises de diversidade nucleotidica foram utilizadas trés espécies do género
Caryocar, sendo elas: C. brasiliense, C. glabrum e C. cuneatum. Inicialmente, os genomas
foram alinhados utilizando o programa MAFFT (KATOH e STANDLEY, 2013). A estimativa
de diversidade nucleotidica () foi realizada utilizando o programa DnaSP v6 definindo janelas
de 600 pb e passos de 200 pb (ROZAS et al., 2017).

Para as relacbes entre mutages ndo sindnimas e sindnimas (ka/ks). O calculo foi
realizado utilizando 79 regibes codificadoras de proteinas (CDS - protein-coding DNA
sequence) dos genomas cloroplastidiais das 9 espécies utilizadas para as analises comparativas,
juntamente com o alinhamento no programa MAFFT. Foi considerado o valor superior a 1
indicando processo de selecdo positiva, inferior a 1 indicando selecdo negativa e igual a 1
indicando selecéo neutra, ou seja, auséncia de selecdo de genes (NEI e KUMAR, 2000).

3.4. Reconstrucao filogenética

Para a reconstrucdo filogenética dos genomas cloroplastidiais da ordem de
Malpighiales foram selecionadas 34 espécies (Tabela 2), dessas, trés pertencentes a familia
Caryocaraceae. uma pertencente a familia Lophopyxidaceae, duas a familia Putranjivaceae,
quatro pertencente a familia Malpighiaceae, uma afamilia Balanopaceae e 18 a
Chrysobalanaceae. Além disso, a espécie Vitis vinifera foi utilizada como outgroup (grupo
externo) para a construgdo da arvore filogenética.

As CDS dessas espécies foram obtidas no NCBI e alinhadas utilizando o MAFFT
version 7 (KATOH e STANDLEY, 2013), posteriormente concatenadas utilizando um Script
no Castfasta2phyml. As regides filogeneticamente ndo informativas foram retiradas utilizando
0 Webserver Gblocks (TALAVERA e CASTRESANA, 2007). A reconstrucéo filogenética foi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45419?genome_assembly_id=279031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_030549.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX180055.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX180055.1
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realizada utilizando o método de méaxima verossimilhanca (ML) no programa IQ-TREE version
1.6.12 (NGUYEN et al., 2015). Foram utilizados 47.622 pares de bases na construcéo da arvore
filogenética e o0 melhor modelo foi selecionado utilizando o ModelFinder
(KALYAANAMOORTHY et al., 2017). Com isso, foi selecionado o0 modelo TVMF+R2 e 0s
valores de suporte de né na arvore foram avaliados utilizando 0 método de bootstrapping com

1000 réplicas.

Tabela 2: Tabela das 34 espécies utilizada para andlise filogenética e um grupo externo.

Espécie ID Clado Familia

Caryocar cuneatum - Caryocaraceae  Caryocaraceae
Caryocar glabrum NC 061179.1/MN116504.1 Caryocaraceae Caryocaraceae
Caryocar brasiliense MK726375 Caryocaraceae  Caryocaraceae
Lophopyxis maingayi  NC_050684.1/MN504795.0 Putranjivoid lophopyxidaceae
Drypetes indica NC_052002.1/MN504791.1 Putranjivoid putranjivaceae
Sibangea similis NC_052005.1/MN504794.1 Putranjivoid putranjivaceae
Aspidopterys concava  NC_060542.1/0L471043.1 Malpighioid Malpighiaceae
Banisteriopsis caapi  NC_037945.1/MH041648.1 Malpighioid Malpighiaceae
Bunchosia argentea  ~ NC_041491.1/MK390344.1 Malpighioid Malpighiaceae
Byrsonima crassifolia ~ NC_037192.1/MF359248.1 Malpighioid Malpighiaceae
Balanops balansae NC_052006.1/MN504796.1 Chrysobalanoid Balanopaceae
Acioa guianensis NC_030534.1/KX158870.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Afrolicania elaeosperma NC_030544.1/KX180050.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Angelesia splendens NC_030545.1/KX180051.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Atuna racemosa NC_030546.1/KX180052.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Chrysobalanus icaco NC_024061.1/KJ414480.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Couepia ovalifolia NC_030549.1/KX180055.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Dactyladenia bellayana NC_030555.1/KX180062.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Exellodendron barbatum NC_030558.1/KX180065.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Gaulettia elata NC_030559.1/KX180066.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Geobalanus oblongifolius NC_030571.1/KX180079.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Grangeria borbonica  NC_030560.1/KX180067.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Hirtella macrosepala  NC_030561.1/KX180068.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Hunga gerontogea NC_030564.1/KX180072.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Hymenopus glabriflorus NC_030567.1/KX180075.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
Kostermanthus robustus NC_030565.1/KX180073.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
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Leptobalanus sprucei
Licania alba
Magnistipula butayei
Maranthes gabunensis
Moquilea minutiflora
Neocarya macrophylla
Parastemon urophyllus
Parinari campestris
Vitis vinifera

NC_024065.1/KJ414484.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC_024064.1/KJ414483.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC _030576.1/KX180084.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC_030577.1/KX180085.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC_030573.1/KX180081.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC_030580.1/KX180088.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC_030517.1/KX180089.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC _024067.1/KJ414486.1 Chrysobalanoid Chrysobalanaceae
NC_007957.1 Vitaceae
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4. RESULTADOS

4.1. Anotagao do genoma cloroplastidial de Caryocar cuneatum

O genoma cloroplastidial completo de C. cuneatum apresenta o tamanho de 165.767
pb, apresentando as quatro regides esperadas para plantas terrestres. Uma regido maior de copia
unica (LSC) de 83.968 pb, uma regido menor de copia Unica (SSC) de 11.854 pb, separadas
por duas regides repetidas e invertidas (IRa e IRDb - inverted repeat) de tamanho 34.973 pb.

Dessa forma, apresenta uma estrutura quadripartida em formato circular (Figura 1).
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Figura 1. Mapa gendmico circular do cloroplasto de Caryocar cuneatum. O circulo externo representa
0s genes e estdo coloridos de acordo com seu grupo funcional. O circulo interno demarca as regides
invertidas repetidas (IRa e IRb - inverted repeat regions), regido maior de copia unica (LSC - large
single copy), regido menor de copia Unica (SSC - small single copy), e também mostram o conteido
GC em barras. * genes que possuem introns.

Foram anotados 131 genes, sendo esses, 90 codificadores de proteinas, 33 de RNAs
transportadores (tRNAs) e 8 RNAs ribossomais (tRNAs). Considerando 0s genes que
codificam proteinas, 13 apresentaram introns, Desses, apenas ycf3 e clpP1 apresentam dois
introns e os demais apresentam um Unico intron. Dos genes codificadores de RNAs, 33 sdo
codificadores de tRNAs. Os genes trnM-CAU, trnL-CAA, trn1-GAU, trnA-UGC, trnR-ACG,
trnN-GUU, trnV-GAC apresentam copias. Os genes gue apresentam apenas um intron sao trnL-
GAU e trnA-UGC. Foram identificados 8 genes codificadores de rRNAs (Tabela 4). O
contetido de Guanina + Citosina (GC%) é de 36,70% em todo o genoma.

Tabela 3: Categorizacdo dos genes em C. cuneatum.

Categoria

Grupos de genes

Genes

Auto-replicacdo

Fotossintese

NADH
desidrogenase

Subunidade ribossémica maior
Subunidade ribossémica menor
RNA polimerase DNA
dependente

Genes de RNASs ribossomais

Genes de RNAs transportadores

Fotossistema 1
Fotossistema 2

NADH desidrogenase

rpl2 **2 rpll4, rpL16%, rpl33,
rpl20, rpl23**, rpl22**, rpl36.
rps2, rps3, rps4, rps7, rpss,
rpsll, rpsl5**, rpsl2***1
rpsl4, rpS18, rpsl1o***,
rpoA, rpoB, rpoC1?, rpoC2.

rrnl6**, rrn23**, rrn4.5**,
rnsS**,
trnA-UGC**1, trnH-GUG,
trnQ-UGG, trnS-GGA, trnM-
CAU**** trnG-GCC, trnS-
UGA, trnT-GGU, trnE-UUC,
trny-GUA, trnD-GUC, trnC-
GCA, trnR-UCU, trnS-GCU,
trnT-UGU, trnF-GAA, trnW-
CCA, trnP-UGG, trnL-CAA**,
trnV-GAC**, trnl-GAU**?,
trnR-ACG**, trnN-GUU**,
trnL-UAG.
psaA, psaB, psaC, psal, psaJ.
psbA, psbB, psbC, psbD, psbE,
psbF, psbH, psbl, psbJd, psbK,
psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ.
ndhA**1, ndhB**1, ndhC,
ndhD, ndhF, ndhE, ndhG,
ndhH**, ndhJ, ndhl, ndhK.
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Complexo citocromo b/f petA, petBt, petD?, petG, petL,
petN.

ATP sintase atpA, atpB, atpE, atpF*, atpH
atpl.

Subunidade grande da rubisco rbcL

Outros genes Maturase K matK

Proteina de membrana cemA

Subunidade de acetil- accB

CoAcarboxilase

Gene de sintese citocromo CCSA

tipo C

Protease clpP12

Quadros de leitura abertos para  ycf1**, ycf2**, ycf3**, ycf4**2
hipotética conservacéao de
cloroplasto
Pseudogenes infA
Nota: **: genes duplicados, ***: genes triplicados, **** genes quadruplicados, ! genes com
um introm, 2 genes com dois introns.

4.2. Analise comparativa estrutural e regides repetitivas de espécies de Malpighiales

As analises comparativas entre as nove espécies da ordem Malpighiales demonstram
0 menor tamanho gendmico € de Lophopyxis maingayi (119.741 pb) e Drypetes indica
(120.596 pb). Esse encurtamento se deve ao fato dessas espécies ndo possuirem IRs (JIN et al.,
2020) diminuindo seu tamanho e também a quantidade de genes (Tabela 4). Para o tamanho da
LSC de Balanops balansae apresenta o maior tamanho (88.825 pb) aproximado de Couepia
ovalifolia (88.799 pb) e Balanops balansae (88.825 pb). O maior SSC foi de Aspidopterys
concava com 31.539 pb e os menores sdo de C. brasilense com 11.582 pb. No total, C.
brasiliense apresenta 0 maior tamanho genémico.

Caryocar cuneatum apresenta 0 genoma semelhante ao C. brasiliense e proximo de
C. glabrum. O tamanho das LSC varia de C. cuneatum (83.968 pb), C. brasiliense (84.135 pb)
e para C. glabrum (83.900 pb). O tamanho das IRs contém uma pequena variacao, entre C.
cuneatum, C. brasiliense e C. glabrum. Nas SSC C. brasiliense e C. glabrum apresentam
tamanho de 11.854 pb e para C. cuneatum existe uma pequena diferenga entre 0s tamanhos

dessa regiéo.
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Tabela 4: Descricao das nove espécies de genomas cloroplastidiais da ordem Malpighiales utilizados
na andlise comparativa.

GC GC GC GC
(%) (%) (%) (%) Prote tRN rRN Gen
Espécies ID GS LSC IR SSC total IR SSC LSC in A A e

Caryocar 165.76
cuneatum - 7 83.968 34.973 11.854 36,70 39,60 31,50 3550 90 33 8 131

Caryocar MK726 165.79
brasiliense 375 3 84.135 34.903 11.582 36,70 39,60 31,50 3550 90 33 8 131

Caryocar NC_06 165.69
glabrum  1179.1 0 83.900 34.969 11.852 36,70 39,60 31,50 3550 90 33 8 131

Lophopyxis NC_05 119.74

maingayi  0684.1 1 - - - 36.0 - - - 78 26 4 107
Drypetes NC_05 120.59
indica 2002.1 6 - - - 36,0 - - - 78 27 4 109

Aspidoptery NC_06 160.44
sconcava 0542.1 1 88.737 19.962 31.539 36,50 40,90 37,40 3430 8 31 8 125

Byrsonima NC_03 160.21
crassifolia  7192.1 2 88.448 26.975 17.814 36,80 42,40 30,80 3450 87 33 8 128

Balanops NC_05 160.93
balansae  2006.1 0 88.825 26.748 18.609 37,30 42,70 31,40 3520 90 33 8 129

Couepia NC 03 161.92
ovalifolia  0549.1 6 88.799 26.875 19.377 36,30 4250 30 3390 87 33 8 126

Nota: GS: tamanho do genoma cloroplastidial (genome size); LSC: tamanho da regido longa de cépia
Unica; SSC: tamanho da regido curta de cdpia Unica; IR: tamanho da regido invertida repetida (inverted
repeat regions); GC (%): contudo GC em porcentagem; Protein: nimero de genes codificadores de
proteinas; Gene: nimero total de genes

O numero total de genes para as trés espécies de Caryocar foram iguais e apresenta
131 genes. Além disso, a quantidade total de rRNAs para todas as espécies também foram
iguais, com 4 genes duplicados (rrnl6, rrn23, rrn 4.5 + rrn5 e rrn23). Os genes codificadores
de tRNAs também compBem a mesma quantidade com 33 genes e a mesma quantidade de
introns com 19.

Considerando o conteudo GC total para as espécies foi observado uma pequena
variacdo, as espeécies de Caryocar possuem o0 mesmo valor de 36,7% e das demais regides do
genoma o contelldo GC também séo iguais. Para as outras espéecies o conteldo total varia para
Byrsonima crassifolia (36,80%) com a maior porcentagem L. maingay. (30,0%). Para as
demais regides, as IRs possuem variacdo entre a espécie B. balansae (42,70%) e a menor A.
concava (40,90%), SSC ha variagdo consideravel, a maior porcentagem para A. concava
(37,40%) e menor para C. ovalifolia (30%), LSC com maior para B. crassifolia (34,30%) e

menor para C. ovalifolia (33,90%), assim como mostra a tabela 4.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_061179.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_061179.1
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Para analise dos genes que flanqueiam as regides de transicdo entre as IRs dos
genomas cloroplastidiais foram identificados padrGes de identificacdo nos genes que
flanqueiam as regibes de transicdo. Tais padrdes foram chamados de Standard evidenciam
grupos de genes em determinada ordem e regido e contém a finalidade de identificar
semelhanca entre eles (Figura 2). Na regido LSC-IRb, foram identificados trés padrdes,
Standard 1, flanqueado pelos genes rpll4, rpll6, e rps3 em C. brasiliense e C. cuneatum,
Standard 2 flanqueado pelos genes psbA, trnH-GUG, rpl16 e rps3 em C. glabrum, Standard 3
flanqueado pelos genes rps3, rpl22, rps19 e rpl2 A. concava e Standard 4 flanqueados pelos
genes rps3, rps22, rpsl9 e rpll12 pelas demais espécies.

Na regido IRa e LSC foi identificado cinco padrées, Standard 1 flanqueado pelos
genes rps3, rpl16 e psbA em C. brasiliense e C. cuneatum. Standard 2 flanqueado pelos genes
rps3 e rpl16 em C. glabrum. Standard 3 flanqueado pelos genes rpl2, rpsl19 - fragmento e trH-
GUG em A. concava e B. balansae. Standard 4 flanqueado pelos genes rps19 e trH-GUG em
B. Crassifolia. Standard 5 flanqueado pelos genes rpl2, rps19 em C. ovalifolia. Na regido entre
IRb e SSC foram identificados trés padrdes, Standard 1 flanqueado pelos genes ndhH e ndhF
para as trés espécies de Caryocar e Standard 2 flanqueado pelo gene rrn23 em A. concava.
Standard 3 flanqueado pelos genes ycfl e ndhF em B. Crassifolia, B. balansae, C. ovalifolia.
E na regido entre SSC e IRa foram identificados trés padrbes, Standard 1 flanqueado pelos
genes ndhA, ndhH e rpsl15 nas trés espécies de Caryocar. Standard 2 flanqueado pelo gene
rr23 - fragmento em A. concava e Standard 3, flanqueado pelo gene ycfl em B. crassifolia,

B. balansae, C. ovalifolia (Figura 2).
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Figura 2. Comparacdes entre os genes que flanqueiam as quatro regiGes dos genomas cloroplastidiais
de 7 especies utilizadas em anélise comparativa
Nota: Regides invertida repetida (IRa e IRb - inverted repeat regions) em azul, regido longa de copia
nica (LSC - large single copy) em salmao e regido curta de copia Unica (SSC - small single copy) em

verde.

Com relagdo as repeticGes microssatélites na espécie C. cuneatum foram encontrados

85 microssatélites em seu genoma. Dentro de Caryocar, na espécie C. brasiliense foram

encontrados 86 microssatélites para C. glabrum foram encontrados 88 microssatélites. Para as

outras espécies, houve grande variacdo no valor total quando comparadas com Caryocar, 35

para L. maingayi, 64 para D. indica, 81 para A. concava, 49 para B. crassifolia, 69 para B.

balansae, 66 para C. ovalifolia. As espécies L. maingayi, A. concava, B. crassifolia, B.

balansae ndo possuem motivo de microssatélites Hexanucleotidico (Figura 3 e Tabela 5).
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Motivo )
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Figura 3. ComparacOes das regides repetitivas das nove espécies utilizadas para analises comparativas
de Malpighiales
Nota: Disposic¢éo dos microssatélites por motivos de repeticdes (Motif).

Tabela 5: Caracterizagdo de microssatélites dos genomas cloroplastidiais utilizada para andlise
comparativa das 9 espécies de Malpighiales.

Espécies Motivo Quantidade

Caryocar cuneatum Mononucleotideo 52
Dinucleotideo 11

Trinucleotideo 5

Tetranucleotideo 11

Pentanucleotideo 4

Hexanucleotideo 2

Caryocar brasiliense Mononucleotideo 52
Dinucleotideo 11

Trinucleotideo 5

Tetranucleotideo 12

Pentanucleotideo 4

Hexanucleotideo

Caryocar glabrum Mononucleotideo 55
Dinucleotideo 12

Trinucleotideo 5

Tetranucleotideo 11

Pentanucleotideo 3
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Lophopyxis maingayi

Drypetes indica

Aspidopterys concava

Byrsonima crassifolia

Balanops balansae

Couepia ovalifolia

Hexanucleotideo
Mononucleotideo
Dinucleotideo
Trinucleotideo
Tetranucleotideo
Pentanucleotideo
Hexanucleotideo
Mononucleotideo
Dinucleotideo
Trinucleotideo
Tetranucleotideo
Pentanucleotideo
Hexanucleotideo
Mononucleotideo
Dinucleotideo
Trinucleotideo
Tetranucleotideo
Pentanucleotideo
Hexanucleotideo
Mononucleotideo
Dinucleotideo
Trinucleotideo
Tetranucleotideo
Pentanucleotideo
Hexanucleotideo
Mononucleotideo
Dinucleotideo
Trinucleotideo
Tetranucleotideo
Pentanucleotideo
Hexanucleotideo
Mononucleotideo
Dinucleotideo
Trinucleotideo
Tetranucleotideo

44
10
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Pentanucleotideo 1
Hexanucleotideo 1

O numero de repeticbes complexas entre Caryocar variou em um total de 49
repeticOes para C. brasiliense, 49 para C. glabrum e 48 para C. cuneatum. Entre as outras
espécies houve variacdo de 51 para L. maingayi, 300 para D. indica, 190 para A. concava, 66
para B. crassifolia, 61 em B. balansae e 70 para C. ovalifolia. Dentro do género Caryocar
apenas C. glabrum possui repeticbes complement e C. brasilense e C. cuneaum junto de L.
maingayi e D. indica ndo contém esse tipo de repeticdo. Polindromic e forward foram as
repeticdes com maior abundancia em todas as espécies (Figura 4 e Tabela 6).

Sentido |:| Complement |:| Forward |:| Polindromic . Reverse

Quantidade de repeticdes

o ol fl @ b e dl M e ik

Cary'ocar Carybcar Carybcar Lophc;pyxis Drypétes Aspido'pterysByrsdmma Balaﬁops Couépia
cuneatum brasiliense glabrum maingayi indica concava crassifolia balansae ovalifolia

Espécies

Figura 4. Disposicéo das repeti¢cdes complexas por tipos; Complement, forward, polindromic e reverse.

Tabela 6: Caracterizacdo do nimero de repeticGes complexas para cada espécie utilizando o programa Reputer.

Espécies Sentido Quantidade
Caryocar cuneatum Forward 17
Reverse 2
Polindromic 29
Complement 0
Forward 18

Caryocar brasiliense
Reverse 1
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Caryocar glabrum

Lophopyxis maingayi

Drypetes indica

Aspidopterys concava

Byrsonima crassifolia

Balanops balansae

Couepia ovalifolia

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement
Forward
Reverse

Polindromic

Complement

30

20

25

35

16

280
10
10

22

162

32

31

29

24

22
13
30
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Figura 5: Classificacdo nucleotidica dos microssatélites de acordo com os seus tipos de motivos

espécies de Caryocar

O alinhamento feito no Mauve para as trés espécies do género Caryocar revelou alta

colinearidade. N&o é verificado recombinacdo entre os genes dessas especies (Figura 7).
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Figura 6. Alinhamento dos genomas cloroplastidiais das espécies C. brasiliense, C. cuneatum
e C. glabrum

A diversidade nucleotidica (pi) do género Caryocar variou entre o valor minimo de 0
até 0,01778 com a mediana de 0,00596 (Figura 7). Foram identificados 2 hotspots de
diversidade nucleotidica, esses definidos com valores acima do dobro da mediana de 0,0118.
Foram encontrados na posicao intergénica trnS-GCU - trnG-UCC, o valor de pi mais alto
0,01778, e rbcL - atpB, pi entre 0.01444 e 0,0133.
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Figura 7: Gréfico gerado pelo célculo de diversidade nucleotidicas evidenciando duas regides de
hotspots em Caryocar

Nota: Pi. Valor de diversidade nucleotidica. Midpoint. posi¢&o nucleotidica.

No célculo feito para as mutacGes sindbnimas e ndo sindnimas (Ka/ks) os valores
médios foram de 0,3444420857 com variacao entre 0 para o gene psbL e préximo de 1 para 0s
demais 78 genes e indicando selecdo negativa. O gene rpL20 obteve o valor de 1,018, indicando
neutralidade (Figura 8).
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Figura 8: Mutagdes sindbnimas e ndo sindnimas (Ka/ks) para as 9 espécies da analise comparativas
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A arvore filogenética gerada com 50 CDS resultou em sua maioria nés com altos

valores de suportes e alguns abaixo de 75 na familia Malpighiaceae, e as espécies Afrolicania

elaeoperma, Hymenopus glabriflorrus, Gaulettia elata, Licania alba, Leptobalamus sprucei,

Parastemon urophyllus e outros dois ramos dentro da familia Crysobalanaceae (Figura 9).
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Figura 9. Arvore filogenética obtida pelo método de méaximo verossimilhanca para a familia

Malpighiaceae
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5. DISCUSSAO

O tamanho do genoma cloroplastidial de C. cuneatum apresenta-se dentro do esperado
quando comparado com espécies sequenciadas desse género. Em anélise comparativa das trés
espécies do género Caryocar, 0s trés genomas estdo conservados com nenhuma variacdo no
conteudo GC, na quantidade de genes (131), tanto para os CDS (90) como tRNA (33) e rRNA
(8). As pequenas variacdes ocorrem na parte estrutural no tamanho do genoma, nas LSC, IRs,
SSC e na composicdo de pares de bases, modificando minimamente as repeticOes
microssatélites e complexas, a composicdo genica é semelhante apresentando 0s mesmos
genes.

O gene rpl32, ndo foi encontrado em Caryocar. Ele faz parte da categoria da subunidade
ribossdmica maior. A perda de genes em genomas cloroplastidiais pode ser explicado por duas
formas, a perda total do gene ou sua transferéncia para o ntcleo. Ha relatado casos de perda de
rpl32 em outras espécies como: Populus trichocarpa, (STEANE,2005) e Euphorbia schimperi,
o0 qual sofreram transferéncia para o nucleo (ALQAHTAHI; JASEN, 2021). Em Thalictrum
coreanum também € documentado a transferéncia nuclear através da realizacdo de
transcriptoma nuclear (SEONGJUN; JASEN; SEONJOO, 2015). A falta desse gene nos
genomas das trés espécies de Caryocar pode indicar uma caracteristica compartilhada entre
todo o grupo, porém é necessario a realizacdo de outros estudos para detectar o seu destino.

Além disso, ndo estd relatado como a falta dos genes rpl32 pode afetar o
desenvolvimento de suas fungdes bioldgicas celulares, espera-se que sua atividade ndo seja
comprometida por existir outros genes participantes da mesma categoria de subunidade
ribossdmica maior, que em sua falta auxiliem na atividade de composi¢édo ribossémica.

O gene InfA é um pseudogene e se encontra nas oito espécies analisadas menos em A.
concava, ele ja& foi descrito como um gene movel e que sofreu pseudogenizagdo por
provavelmente ter sido transferido varias vezes do cloroplasto para o nicleo pode ter perdido
partes do seu tamanho e adquirido um cédon de parada. Além disso, ndo se sabe ao certo se ele
pode ter sofrido perda total no genoma cloroplastidial ou transferéncia nuclear (MILLEN et al.,
2001).

Nas regides de transicdo tambem h& conservagdo entre os genomas de Caryocar, 0s
genes rpsl6, rps3 estdo nos limites de LSC com IRs das trés espécies e nas regides de IR com
SSC permanecem o mesmo padrdo com 0s mesmos genes. Nas outras espécies comparadas
fora desse género, o gene que predomina na regido LSC com IRs é o rps19 que em A. concava

e B. balansae esta pseudogenizado.
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As andlises comparativas de regides de repeticfes microssatélites revelou a quantidade
total conservada entre os trés genomas de Caryocar. Existem variacdes de repeticGes para as
espécies analisadas, o padrdo de repeticbes mononucleotidicas e dinucleotidicas é mais alto
dentro dos genomas como esperado. Para as analises de repetices complexas também é
evidenciado um padréo conservado, em que as repeticdes Polidromic € mais facilitada em
ocorrer nas regides de IRs, sendo assim, espécies que possuem maior tamanho dessa regido
ter4 maior quantidade dessa repeticdo, como ocorre em Caryocar, porém em A. concava isso
ndo ocorre. Em L. maingay e D. indica tem maior nimero de repeti¢6es do tipo Foward.

A analise de mutacgdes sinbnimas e ndo sinbnimas é importante para entender como esta
atuando a evolucdo de genes e a taxa de mutacBes nucleotidicas, € usada para apontar selecédo
positiva com valores da razdo Ka/Ks acima de 1, selecdo negativa com valores abaixo de 1 e
sobre neutralidade com valores igual a 1. A maioria dos genes avaliados se encontram em
selecdo negativa. O gene rpl20 estd sobre neutralidade, indicando que as mutacbes nele
ocorridas nao favorecem nenhuma das duas sele¢bes. O rpl20 pertence a subunidade maior
ribossémica e sua funcdo é atuar na autorreplicacdo, a neutralidade aponta que a sele¢do natural
ndo esta agindo sobre ele e ndo tem impacto nas realizacdes de suas fungdes bioldgicas. Para
0s demais genes que estdo em selecdo negativa indica o carater de conservacdo, nao
favorecendo mutacdes ndo sinbnimas sobre eles. Nenhum gene se encontra em selecéo positiva
0 que ndo favorece a diversificacdo e sim sua conservacao.

Investigando a diversidade nucleotidica nos genomas de Caryocar aqui apresentados,
foi possivel identificar duas regides de hotspots: trnS-GCU - trnG-UCC e rbcL - atpB, é
importante ressaltar que essas regides de diversidade se deram em espac¢os intergénicos, que
em geral apresentam maior diversidade nucleotidica do que regides génicas que tendem ser
mais conservadas. A regido trnS-GCU - trnG-UCC também ja foi identificada em outras
espécies como hotspots e podem ser utilizados como marcadores moleculares de DNA
barcoding em Phyllanthus urinaria (FANG, et al., 2022) Echinacanthus (GAO; DENG;
WANG, 2019). Essas duas regides de hostpots podem ter utilizadas como possiveis marcadores
moleculares de DNA barcoding descriminando C. cuneatum das demais espécies do género,
para sua validacao e utilizacdo medicinal, gastronémica e outros fins comerciais.

A arvore filogenética obteve bons valores de suporte para 0s ndés em Caryocaraceae,
validando a posicao sistematica de C. cuneatum dentro da familia e evidéncia sua relagdo com
seus grupos irméos C. brasilense e C. glabrum. Como esperado, as espécies se enquadraram
dentro das suas respectivas familias e clados, porém para andlise de parentesco entre essas
familias os valores de suportes para nos ficaram fracos abaixo de 75. Dessa forma, ndo é
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possivel ter precisdo para verificar suas relacdes sistematicas. Faz-se necessario mais estudos
gendmicos e morfoldgicos e incluir novos taxons pertencentes as familias aqui analisadas para

melhorar a resolucdo da relacao filogenética pertencentes a esses clados citados.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel disponibilizar pela primeira vez o genoma cloroplastidial
da espécie C. cuneatum. A partir das analises comparativas, conclui-se que existe baixa
variacdo entre os genomas das espécies C. Cuneatum, C. brasilense e C. glabrum. Para as
outras espécies, ocorrem variacdo no tamanho e estrutura genémica, principalmente L.
maingayi e D. indica que apresentam o menor tamanho gendmico e ndo contém a IRa. Foi
possivel identificar duas regides de hotspots: trnS-GCU - trnG-UCC e rbcL - atpB e podem ser
usadas como marcador molecular para DNA barcoding como descrito em outros estudos. A
arvore filogenética evidencia as relagcdes entre as espécies de Caryocar e valida a posi¢édo
taxondmica de C. cuneatum. Em conclusdo, esse estudo fornece o primeiro genoma de C.
cuneatum sequenciado, informacéo sobre a caracterizagdo gendmica e 0os conhecimentos aqui
fornecidos podem ser utilizadas para novos estudos e desenvolvimentos de tecnoldgicas como

DNA barcoding e esudos filogenéticos.
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8. ANEXOS

Tabela S1: Genomas retirados no banco de dados no NCBI pertencentes ao clados Caryocaraceae, Putranjivoid, Malpighioid e Chrysobalanoid e seus respectivos nimeros de

referéncia.

Espécies Replicons Clado Familias
Caryocar cuneatum Caryocaraceae Caryocaraceae
Caryocar glabrum NC_061179.1/MN116504.1 Caryocaraceae Caryocaraceae
Caryocar brasiliense MK726375 Caryocaraceae Caryocaraceae

Lophopyxis maingayi
Drypetes chevalieri
Drypetes diopa
Drypetes hainanensis
Drypetes indica
Drypetes lateriflora
Drypetes longifolia
Sibangea similis
Aspidopterys concava
Aspidopterys obcordata
Banisteriopsis caapi
Bunchosia argentea

Byrsonima coccolobifolia

Byrsonima crassifolia

NC_050684.1/MN504795.0
NC_051999.1/MN504788.1
NC_052000.1/MN504789.1
NC_052001.1/MN504790.1
NC_052002.1/MN504791.1
NC_052003.1/MN504792.1
NC_052004.1/MN504793.1
NC_052005.1/MN504794.1
NC_060542.1/0L471043.1
NC_049898.1/MT590775.1
NC_037945.1/MH041648.1
NC_041491.1/MK390344.1
NC_037191.1/MF359247.1

NC_037192.1/MF359248.1

Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Malpighioid
Malpighioid
Malpighioid
Malpighioid
Malpighioid
Malpighioid

lophopyxidaceae
putranjivaceae
putranjivaceae
putranjivaceae
putranjivaceae
putranjivaceae
putranjivaceae
putranjivaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_061179.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN116504.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/97325?genome_assembly_id=1513325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/97365?genome_assembly_id=1513365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/97303?genome_assembly_id=1513303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/97342?genome_assembly_id=1513342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/97271?genome_assembly_id=1513271

Balanops balansae
Balanops pedicellata
Acioa guianensis
Afrolicania elaeosperma
Angelesia splendens
Atuna racemosa
Chrysobalanus icaco
Couepia caryophylloides
Couepia grandiflora
Couepia guianensis
Couepia ovalifolia
Couepia paraensis
Couepia polyandra
Couepia rankiniae
Couepia sandwithii
Couepia subcordata
Dactyladenia bellayana
Dactyladenia buchneri
Dactyladenia floretii
Exellodendron barbatum
Gaulettia elata
Geobalanus oblongifolius
Grangeria borbonica
Hirtella macrosepala

NC_052006.1/MN504796.1
NC_052007.1/MN504797.1
NC_030534.1/KX158870.1
NC_030544.1/KX180050.1
NC_030545.1/KX180051.1
NC_030546.1/KX180052.1
NC_024061.1/KJ414480.1
NC_030547.1/KX180053.1
NC_030548.1/KX180054.1
NC_024063.1/KJ414482.1
NC_030549.1/KX180055.1
NC_030550.1/KX180056.1
NC_030551.1/KX180058.1
NC_030552.1/KX180059.1
NC_030553.1/KX180060.1
NC_030554.1/KX180061.1
NC_030555.1/KX180062.1
NC_030556.1/KX180063.1
NC_030557.1/KX180064.1
NC_030558.1/KX180065.1
NC_030559.1/KX180066.1
NC_030571.1/KX180079.1
NC_030560.1/KX180067.1
NC_030561.1/KX180068.1

Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid

Balanopaceae
Balanopaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45518?genome_assembly_id=279130
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45393?genome_assembly_id=279005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45421?genome_assembly_id=279033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45436?genome_assembly_id=279048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31847?genome_assembly_id=58832
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45446?genome_assembly_id=279058
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45420?genome_assembly_id=279032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/33282?genome_assembly_id=206142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45419?genome_assembly_id=279031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_030549.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX180055.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45418?genome_assembly_id=279030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45417?genome_assembly_id=279029
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45416?genome_assembly_id=279028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45415?genome_assembly_id=279027
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45414?genome_assembly_id=279026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45413?genome_assembly_id=279025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45412?genome_assembly_id=279024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45411?genome_assembly_id=279023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45444?genome_assembly_id=279056
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45410?genome_assembly_id=279022
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45382?genome_assembly_id=278994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45443?genome_assembly_id=279055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45400?genome_assembly_id=279012

Hirtella physophora
Hirtella racemosa
Hirtella suffulta
Hirtella zanzibarica
Hunga gerontogea
Hymenopus glabriflorus
Hymenopus heteromorphus
Hymenopus macrophyllus
Kostermanthus robustus
Leptobalanus sprucei
Licania alba
Licania canescens
Licania majuscula
Licania membranacea
Licania micrantha
Licania ovalifolia
Magnistipula butayei
Maranthes gabunensis
Maranthes glabra
Maranthes kerstingii
Moquilea minutiflora
Moquilea tomentosa
Neocarya macrophylla
Parastemon urophyllus

NC_024066.1/KJ414485.1
NC_024060.1/KJ414479.1
NC_030562.1/KX180070.1
NC_030563.1/KX180071.1
NC_030564.1/KX180072.1
NC_030567.1/KX180075.1
NC_024062.1/KJ414481.1
NC_030568.1/KX180076.1
NC_030565.1/KX180073.1
NC_024065.1/KJ414484.1
NC_024064.1/KJ414483.1
NC_030566.1/KX180074.1
NC_030569.1/KX180077.1
NC_030570.1/KX180078.1
NC_030572.1/KX180080.1
NC_030574.1/KX180082.1
NC_030576.1/KX180084.1
NC_030577.1/KX180085.1
NC_030578.1/KX180086.1
NC_030579.1/KX180087.1
NC_030573.1/KX180081.1
NC_030575.1/KX180083.1
NC_030580.1/KX180088.1
NC_030517.1/KX180089.1

Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid

Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/33283?genome_assembly_id=206143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45454?genome_assembly_id=279066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45399?genome_assembly_id=279011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/31850?genome_assembly_id=58835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45453?genome_assembly_id=279065
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45451?genome_assembly_id=279063
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45398?genome_assembly_id=279010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45397?genome_assembly_id=279009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45481?genome_assembly_id=279093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45409?genome_assembly_id=279021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45440?genome_assembly_id=279052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45391?genome_assembly_id=279003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45450?genome_assembly_id=279062
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45477?genome_assembly_id=279089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45439?genome_assembly_id=279051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45408?genome_assembly_id=279020

Parinari campestris
Parinari capensis
Parinari curatellifolia
Parinari oblongifolia
Total de géneros
Total de espécies

NC_024067.1/KJ414486.1
NC_030581.1/KX180090.1
NC_030582.1/KX180091.1
NC_030583.1/KX180092.1

Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid

Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae

33 géneros
68 espécies
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Figura S2: Tabela das 34 espécies utilizada para andlise filogenética e um grupo externo

Espécies Replicons Clado Familias
Caryocar cuneatum Caryocaraceae Caryocaraceae
Caryocar glabrum NC_061179.1/MN116504.1 Caryocaraceae Caryocaraceae

Caryocar brasiliense MK726375 Caryocaraceae Caryocaraceae

Lophopyxis maingayi
Drypetes indica
Sibangea similis

Aspidopterys concava

Banisteriopsis caapi

Bunchosia argentea
Byrsonima crassifolia
Balanops balansae
Acioa guianensis

NC_050684.1/MN504795.0
NC_052002.1/MN504791.1
NC_052005.1/MN504794.1
NC_060542.1/0L471043.1
NC_037945.1/MH041648.1
NC_041491.1/MK390344.1
NC_037192.1/MF359248.1
NC_052006.1/MN504796.1
NC_030534.1/KX158870.1

Putranjivoid
Putranjivoid
Putranjivoid
Malpighioid
Malpighioid
Malpighioid
Malpighioid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid

lophopyxidaceae

putranjivaceae
putranjivaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Balanopaceae

Chrysobalanaceae



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/33284?genome_assembly_id=206144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45394?genome_assembly_id=279006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45431?genome_assembly_id=279043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/45390?genome_assembly_id=279002

Afrolicania elaeosperma
Angelesia splendens
Atuna racemosa
Chrysobalanus icaco
Couepia ovalifolia
Dactyladenia bellayana
Exellodendron barbatum
Gaulettia elata
Geobalanus oblongifolius
Grangeria borbonica
Hirtella macrosepala
Hunga gerontogea
Hymenopus glabriflorus
Kostermanthus robustus
Leptobalanus sprucei
Licania alba
Magnistipula butayei
Maranthes gabunensis
Moquilea minutiflora
Neocarya macrophylla
Parastemon urophyllus
Parinari campestris
Vitis vinifera

NC_030544.1/KX180050.1
NC_030545.1/KX180051.1
NC_030546.1/KX180052.1
NC_024061.1/KJ414480.1
NC_030549.1/KX180055.1
NC_030555.1/KX180062.1
NC_030558.1/KX180065.1
NC_030559.1/KX180066.1
NC_030571.1/KX180079.1
NC_030560.1/KX180067.1
NC_030561.1/KX180068.1
NC_030564.1/KX180072.1
NC_030567.1/KX180075.1
NC_030565.1/KX180073.1
NC_024065.1/KJ414484.1
NC_024064.1/KJ414483.1
NC_030576.1/KX180084.1
NC_030577.1/KX180085.1
NC_030573.1/KX180081.1
NC_030580.1/KX180088.1
NC_030517.1/KX180089.1
NC_024067.1/KJ414486.1
NC_007957.1

Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid
Chrysobalanoid

Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Chrysobalanaceae
Vitaceae
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