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RESUMO

O género Spondias € um grupo de arvores frutiferas da familia Anacardiaceae que
compreende espécies de importancia econémica, com distribuicdo nas regides
neotropiciais. Estudos de caracterizacdo gendmica no género tem potencial de fornecer
importantes informacdes para a compreensdo da origem e evolugdo das espécies. Nessa
perspectiva, neste estudo objetivou-se sequenciar os mitogenomas, avaliar o contetdo
de DNA e caracterizar a fracdo repetitiva do genoma de espécies do género Spondias, a
fim de descrever a composicdo das sequéncias repetitivas nos genomas e estabelecer
relaces evoluitvas com a fiogenia no género Spondias. Para isso foi feita extracdo de
DNA de S. tuberosa, S. mombim, S. bahiensis, Spondias sp.(S. tuberosa x S.bahiensis) e
Spondias dulcis e preparadas bibliotecas de single-end e paired-end reads e feita
andlises de bioinforméatica em softwares para montagem de genomas mitocondriais e
caracterizacdo da fracdo repetitiva dos genomas, além de quantificacdo do contetdo de
DNA gendmico usando citometria de fluxo. Os mitogenomes apresentaram 779,106 bp
e 674,156 bp, para S. tuberosa e S. mombin, exibindo um total de 74 genes e 68 genes,
respectivamente, com estrutura com muitos rearranjos mediados pela presenca de DNA
repetitivo e alta incorporacdo de DNA do cloroplasto. A andlise do conteddo de DNA e
da fracdo repetitiva do genoma demonstraram que 0s tamanhos dos genomas de
Spondias analisados variaram de 460 a 530 Mb e a analise filogenética revelou uma
tendéncia ao aumento no tamanho do genoma em espécies mais diversificadas. As
andlises de composicdo do genoma resultaram na identificacdo e caracterizacdo do
DNA repetitivo, perfazendo aproximadamente 35,57% em S. tuberosa, 33,43% em S.
mombim, 34,60% em Spondias sp, 31,02% S. bahiensis e 49,66% em S.dulcis. Para
satDNA foram observados dois satélites principais distribuidos em todas as espécies,
sendo o SatSpol com alta diversificacdo no género. Além disso, para S. tuberosa foi
detectado um satélite no espacador intergénico de rDNA. A hibridizacdo in situ do
satDNA (SatSpol e SatSpo2) evidenciou a baixa diversificacdo de DNA repetitivo, a
presenca de satélites ricos em GC que provavelmente estad distrubuidos em regides de
heterocromatina. A partir disso, conclui-se que o género Spondias tem uma
diversificagdo recente do DNA repetitivo, com distribui¢do similar de TEs e familias de
satDNA entre as espécies.

Palavras-chave: Mitogenoma. Fracao repetitiva. Evolucdo. Tamanho do genoma.



ABSTRACT

The genus Spondias is a group of fruit trees of the family Anacardiaceae that includes
species of economic importance, with distribution in the neotropical regions. Studies of
genomic characterization in the genus have the potential to provide important
information for the understanding of the origin and evolution of the species. In this
perspective, the objective of this study was to sequence the mitogenomas, to evaluate
the DNA content and to characterize the repetitive fraction of the genome of species of
the genus Spondias, in order to describe the composition of the repetitive sequences in
the genomes and to establish evolutionary relationships with foligenia in the genus
Spondias. For this, extraction of S. tuberosa, S. mombim, S. bahiensis, Spondias sp. and
Spondias dulcis and prepared single-end and paired-end reads libraries and performed
bioinformatics analyzes on computational software for assembly of mitochondrial
genomes and characterization of the repetitive fraction of genomes, as well as
quantification of genomic DNA content using flow cytometry. The mitogenomes
presented 779,106 bp and 674,156 bp, for S. tuberosa and S. mombin, exhibiting a total
of 74 genes and 68 genes, respectively, with structure with many rearrangements
mediated by the presence of repetitive DNA and high incorporation of chloroplast
DNA. Analysis of the DNA content and the repetitive fraction of the genome
demonstrated that the sizes of the Spondias genomes analyzed ranged from 460 to 530
Mb and phylogenetic analysis revealed a tendency to increase the size of the genome in
derived species. The analyzes in the Repeat Explorer resulted in the identification and
characterization of the repetitive DNA, making up approximately 15.11% in S.
tuberosa, 22.41% in S. mombim, 18.21% in Spondias sp, 14.12% S. bahiensis and
29.65% in S.dulcis. For SatDNA, two main satellites distributed in all species were
observed, with SatSpol being highly diversified in the genus. In addition, for S.
tuberosa a satellite was detected in the intergenic spacer of rDNA. In situ genomic
hybridization of satDNA (SatSpol and SatSpo2) evidenced the low repetitive DNA
diversification, the presence of GC-rich satellites that are likely to be distributed in
heterochromatin regions. From this, it is concluded that the genus Spondias has a recent
diversification to repetitive DNA, with similar distribution of TEs and families of
satDNA among the species.

Keywords: Genomic evolution. Mitogenoma. Repetitive fraction.
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1. INTRODUCAO

O tamanho do genoma é um traco de biodiversidade que mostra diversidade
notdvel em eucariotos, variando mais de 64.000 vezes (PELLICER et al., 2018). De
todos os principais grupos taxondmicos, as plantas terrestres se destacam devido a sua
enorme diversidade em tamanho do genoma e esta se tornando cada vez mais evidente
que esta caracteristica ndo desempenha apenas um papel importante na evolucdo dos
genomas das plantas, como também pode influenciar as espécies no nivel de
ecossistema. Os avancos recentes e as melhorias nas novas tecnologias de
sequenciamento, bem como ferramentas analiticas, tornam possiveis insights criticos
sobre 0s mecanismos gendmicos e epigenéticos que sustentam as mudancgas no tamanho
do genoma, os efeitos sobre a trajetdria evolutiva de uma planta e sua capacidade de
responder as mudancas ambientais (KELLY et al., 2012; PELLICER et al., 2018). A
partir disso emerge a necessidade de que os estudos de caracterizacdo genémica se
tornem frequentes, no intuito de fornecer bases de dados para inferéncias sobre a
dindmica e evolucdo gendmica nas espécies.

Embora as plantas com flores (as angiospermas) variem significativamente no
conteido de DNA nuclear, a maior parte dessa variacdo nao é associada a diferencas no
ndmero de genes ou no tamanho do gene (BENNETZEN et al., 2005). Os principais
mecanismos que contribuem para a expansdo do genoma em plantas séo a poliploidia e
0 acumulo de sequéncias repetitivas de DNA que compdem a maior parte 0 genoma,
combinada com baixas taxas de remocdo de DNA (HIDALGO et al., 2017; PELLICER
etal., 2010; SCHUBERT; VU, 2016).

As sequéncias repetitivas podem dar uma grande contribuigdo para a evolugéo
do genoma em uma variedade de niveis. Isto inclui a organizacdo estrutural e ampla
composicdo do genoma, efeitos epigenéticos, e também a regulacdo mais apurada da
expressao génica e do espaco génico (DODSWORTH et al., 2015).

Os genomas modernos das plantas derivam de processos iniciados por uma
historia de repetidos eventos de duplicagdo do genoma completo, em que a variacdo
extraordinaria no tamanho do genoma através das espécies de plantas reflete em grande
parte as diferencas na proliferacdo e sobrevivéncia de varias classes e familias de
elementos transponiveis (TES), e eventos regulatorios mediados por pequenos RNAS.

Esses eventos sdo todos moldados por interagcdes bioticas e abioticas mais complexas
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entre os organismos e seus ambientes (BENNETZEN et al., 2005; PANAUD et al.,
2014; VERDE et al., 2013; WENDEL et al., 2016).

Além do DNA nuclear, as plantas apresentam genomas organelares no
cloroplasto (cp) e na mitocondria (mt). Esses genomas apesar de ainda serem
considerados complexos em estrutura e organizacdo, especialmente o da mitocondria,
eles vém sendo comumente utilizados em estudos evolutivos para inferir sobre eventos
da histéria evolutiva de grupos (DONG et al., 2018; OLMSTEAD; PALMER,1994;
ZANG et al., 2012). A evolucéo lenta do cpDNA indica que estes sdo mais adequados
para estudos filogenéticos para uma gama de espécies e 0 mtDNA por ter uma rapida
mudanga em sua estrutura, tem facilitado bastante a compreensdo dos eventos
evolutivos de espécies intimamente relacionadas (NAITO et al., 2013).

Muitos estudos tém se voltado para caracterizacdo e comparacdo dos genomas
dessas duas organelas (DONNELLY et al., 2016; GUI et al., 2016; KERSTEN et al.,
2016; NAITO et al., 2013; PARK et al., 2014; STRAUB, 2013; ZHANG et al., 2012), o
que possibilita discutir sobre os padrdes de organizacdo dos genomas organelares dentro
do panorama evolutivo das espécies. Nesse sentido, 0 conhecimento obtido em estudos
sobre a composicdo e organiza¢do do genoma eucariotico é importante para entender
como os genomas funcionam e evoluem (KELLY et al., 2015; MACAS et al., 2015;
ROBLEDILLO et al 2018; VAN-LUME et al., 2017), o que fornece base para projetos
de estratégias de manipulacdo de genomas sobretudo em espécies de grande utilizacédo
pelas populacdes que sofrem grande pressdo extrativista ou que estdo com status de
consevacgdo ameacado.

Dentre os géneros de grande importancia, Spondias destaca-se por ser um grupo
de arvores frutiferas que se destaca por apresentar elevada importancia econémica para
as comunidades do semiarido nordestino (ALBUQUERQUE et al., 2005; ALMEIDA, et
al., 2010; SANTOS et al., 2010; SILVA et al, 2014). Dentre as espécies deste género, 0
umbu (S. tuberosa), o caja (S. mombim), a siriguela (S. purpurea) e a cajarana (S. dulcis
L.) apresentam ampla distribui¢do no Brasil, sendo o umbu considerado nativa desta
regido. Estas espécies sdo comumente relatadas como envolvidas em processos de
hibridizacdo natural (MACHADO et al. 2015; MITCHAEL; DALY, 2015), um
exemplo muito relatado é o umbucajad (S. banhiensis), que é um hibrido muito
dissemiando pleo nordeste do Brasil resultante do cruzamento de Spondias tuberosa

(NOBRE etl al, 2018), com outra Spondias até etdo ndo esclarecida . Os frutos das
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Spondias sédo utilizados para diversas finalidades (LIRA JUNIOR, 2005), inclusive com
finalidade medicinal (SILVA et al, 2014)..

Estudos de genémica no grupo ainda sdo muito escassos, € ndo se tem
publicacbes que abordem a taxonomia e filogenia do grupo de maneira clara. Até entdo
ndo foram registradas dados de montagens de genomas mitocondriais, nem de
caracterizagdo do genoma nuclear para espécies do género, se encontram sequenciados
apenas o genoma plastidial de trés espécies de Spondias (SANTOS; ALMEIDA, 2018).
Nessa perspectiva, se faz necessario o desenvolvimento de estudos para cacaterizacao
de mais genomas, a fim de possibilitar o esclarecimento da origem hibrida de algumas
espécies, e estabelecer filogenias mais claras para o género.

Partindo da hipétese que o sequenciamento de genomas mitocondriais, a analise
do contetdo de DNA e a caracterizacdo das sequéncias repetitivas possibilita
compreender a organizacdo de rearranjos do genoma, estabelecendo relacGes sobre a
evolugéo estrutural de genomas do grupo. O presente trabalho objetivou sequenciar
mitogenomas, avaliar o conteldo de DNA e caracterizar a fracdo repetitiva do genoma
de espécies do género Spondias, no intuito de esclarecer as relacGes filogenéticas e os

aspectos evolutivos no género.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Género Spondias

2.1.1. Taxonomia e filogenia

O género Spondias L. destaca-se como um dos primeiros géneros de
Anacardiaceae descritos por Linnaeus (1737: 365), com a espécie Spondias mombin
tendo sido publicada em 1753 (MITCHELL; DALY, 2015). Atualmente esta familia
compreende 83 géneros e aproximadamente 860 espécies (CHRISTENHUSZ; BYNG,
2017) que se destacam pela presenca de frutos comestiveis.

Spondias L. € um género de arvores frutiferas, tipico da subfamilia Spondioideae
(MITCHELL et al.,, 2006; PELL, 2004; PELL et al., 2010), que compreende 20
espécies nativas da América tropical, Asia e Madagascar. Destas espécies, dez s&o
nativas do Neotrdpico, distribuidas do México ao sul do Brasil, uma nativa de
Madagascar e sete sdo nativas da Asia e do Pacifico Sul, da Malésia (sensu Flora
Malesiana) para a China tropical, Sri Lanka Indochina, Tailandia, India (exceto o
extremo norte), Myanmar (Birménia), llhas Salom&o a leste da Polinésia. Spondias
dulcis € cultivada na América tropical e nas Antilhas. Spondias mombin e Spondias
purpurea sdo ambos introduzidos em toda a Africa Ocidental Tropical e na Asia (e nas
indias Ocidentais, onde ndo sdo encontradas na vegetacdo primaria e podem no ser
nativas); e Spondias mombin é frequentemente relatada na Africa Ocidental Tropical
(MACHADO et al., 2015; MITCHEL; DALY, 2015).

No Brasil, o género Spondias é representado por espécies de distribuicdo nas
regides Norte e Nordeste, entre elas destacam-se: S. mombin L. (Cajazeira), S. purpurea
L. (Sirigueleira), S. dulcis Sonn. (Cajaraneira), S. tuberosa Arr. Cam (Umbuzeiro),
Spondias venulosa Mart. Ex Engl (cajazinho), e Spondias bahiensis (umbu-caja) (LIRA
JUNIOR, 2005; SILVA et al., 2015; SOUZA et al., 2006). Spondias mombin e S. dulcis
ocorrem principalmente em areas proximas ao litoral, assim como S. purpurea, que
também pode ser encontrada em perimetros irrigados com significativa produtividade.
Spondias tuberosa € a espécie mais caracteristica do semiarido nordestino, seguida pelo
umbu-cajazeira (S. bahiensis), considerada um hibrido natural entre S. tuberosa e S.
mombim (GIACOMETTI, 1993; SILVA JUNIOR et al., 2004).
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A taxonomia do género ndo € clara, com a presenca de supostos hibridos e
espécies com pouca diferenciacdo morfoldgica, que aos poucos vem sendo estudadas a
fim de esclarecer sua origem e as relac6es taxondémicas (ALMEIDA et al., 2007,
MACHADO et al., 2015; SILVA, 2015).

A ocorréncia de espécies com caracteristicas intermediarias entre as espécies ja
descritas de Spondias vem sendo relatadas em varios estudos que tentam determinar a
existéncia de hibridos no género. Machado et al. (2015) descreveram uma nova espécie
conhecida com o hibrido umbucaja (S. banhiensis), que é uma juncdo dos nomes umbu
(S. tuberosa) e caja (S. mombin), relatado pelos moradores da regido em que sdo
encontradas, como um hibrido natural dessas duas espécies. No entanto, estudos
recentes sugerem que S. tuberosa é um dos parentais desse hibrido, mas S. mombin nédo
apresenta relacdo parental com essa espécie de hibrido (NOBRE et al., 2018).

Outro possivel hibrido é a umbuguela (Spondias sp.), que tem o0 nome formado
pela juncdo de umbu e siriguela (SOUZA,1998). Além destes, outros potenciais
hibridos vem sendo discutidos em varios relatos e publicacbes (MITCHAEL; DALY,
2015; SANTOS, 2016). No entanto, ainda ha certa confusdo sobre a determinacgéo exata
de quais fendtipos sdo realmente resultantes de hibridacdo ou se sdo espécies ainda ndo
descritas, visto que ainda ndo se tem evidéncias genéticas sobre muitas dessas espécies,
que possam explicar sua origem e classificacao.

A existéncia desses possiveis hibridos vem dificultando o desenvolvimento de
estudos que possam revelar a relacdo filogenética do grupo. As principais contribuicdes
foram sistematizadas a partir de uma revisdo organizada por Mitchell e Dally (1998)
que apresentaram uma chave para classificacdo de espécies neotropicais do género
Spondias baseada em caracteristicas morfoldgicas, fornecendo informacgdes para
classificacdo e diferenciacdo das espécies: S. purpurea L., S. dulcis Parkinson, S.
tuberosa Arruda, S, radlkoferi Donn. Sm., S. macrocarpa Engl., S. testudinis J. D.
Mitch. & Daly, S. venulosa Mart. ex Engl., e S. mombin L. complex. No entanto, o
trabalho ndo aponta muitas evidéncias moleculares dessa classificacdo, sendo ainda
necessarios estudos para esclarecer melhor as relagdes filogenéticas do género.

Santos e Oliveira (2008) em estudo para avaliar as inter-relacfes genéticas entre
especies do género Spondias com base em marcadores AFLP, construiu um fenograma,
que revelou algumas evidéncias sobre as relacGes filogenéticas entre seis espécies deste
género, e reuniu indicios sobre a ocorréncia de hibridos naturais no género. As analises

obtidas por eles demonstraram que todos os individuos de S. dulcis, S. tuberosa e S.
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purpurea foram posicionados em clados monofiléticos, enquanto que individuos de S.
mombin, Spondias sp. (umbu-caja) e Spondias sp. (umbuguela) ndo formaram grupos-
espécie especificos. Os autores sugeriram que a posi¢do do umbu-cajé entre umbuzeiro
e cajazeira, e a similaridade de sequéncia em torno de 50% podem indicar que este
material pode ser um hibrido das duas espécies, como indicado no seu nome. A posicao
da umbuguela entre umbuzeiro e cajazeira, com similaridade em torno de 60% sugerem
que a umbuguela possa ser um hibrido dessas duas espécies. O fenograma de AFLP
mostra que S. dulcis foi a espécie mais divergente dentro as 6 analisadas do género
Spondias, podendo ser considerada uma espécie mais basal.

Estudos recentes desenvolvidos indicam que o género Spondias possui
diversificagdo ha aproximadamneto 20 Ma, com uma filogenia contendo espécies muito
préximas, mostrando que as espécies S. tuberosa e S. venulosa sdo as espécies mais
diversificadas no género, enquanto S. dulcis destaca-se como uma espécie mais basal
(MACHADO et. al., 2015; SILVA et. al, 2015). Uma filogenia baseada em plastomas
completos corrobora com a diversificagdo das espécies do género, mpstarndo S. dulcis

como a primeira espécie a se divergir no grupo (Figura 1)

Boswellia sacra

Spondias tuberosa
Spondias bahiensis
I 98
Spondias mombin

100

— Spondias dulcis

Fistacia vera

] 100

Rhus chinensis

100

Anacardium occidentale

0.008
Figura 1. Filogenia de plastomas completos para familia Anacardiaceae (Dados néo
publicados).
Apesar do consideravel numero de estudos filogenéticos para 0 género que ja
vem sendo desenvolvidos (ALMEIDA et al., 2007; MACHADO et al., 2015; PELL,
2004; SANTOS; ALMEIDA, 2019; SANTOS; OLIVEIRA, 2008; SILVA et al., 2015).,
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ainda necessita-se de estudos mais conclusivos que possam esclarecer sua filogenia.
Estudos da genémica do grupo tem o potencial para resolver conflitos sobre a evolucdo
do género e esclarecer a possivel origem hibrida de individuos relatados dentro deste
género, 0 que pode assegurar a correta identificacdo das espécies de Spondias, ja que a
identificacdo pelo uso de raizes, sementes, pélen ou uma mistura de partes de plantas
torna-se muito dificil usando caracteristicas fenotipicas (CBOL, 2009). Estudos
voltados para caracterizagdo molecular e esclarecimento das relacdes filogéneticas
foram desenvolvidos por Silva et al. (2015), no entanto ainda sdo necessarios estudos
mais frequentes para suplantar as discussoes.

Mitchell e Daly (2015) em estudo ressaltaram a dificuldade em purificar e
amplificar o DNA, mesmo a partir de amostras de folhas frescas de Spondias (S. Pell e
A. Miller, com. Pers.), o que dificulta a conducéo de estudos que possam estabelecer de
maneira mais clara por meio de eventos moleculares as relacdes de filogenia desse
grupo. Neste sentido, se faz necessario o desenvolvimento de trabalhos voltados para
caracterizagdo molecular e bioquimica de espécies do género, a fim de esclarecer
processos fisioldgicos e estabelecer protocolos que possam otimizar os procedimentos

moleculares e facilitar o desenvolvimento de pesquisas com estas espécies.

2.1.2. Importéncia econémica

Spondias tem uma historia de uso que surgiu pelo menos até 6500 a.c., no
Tehuacan Vale do México (SMITH, 1967), em que quatro espécies de Spondias eram
reconhecidas como economicamente importantes na Ameérica tropical: S. dulcis, S.
mombin, S. purpurea e S. tuberosa (MITCHELL; DALY, 2015).

No Brasil, o género Spondias é representado por varias espécies entre elas
destacam-se: Cajazeira, Sirigueleira, Cajaraneira, Umbuzeiro e Umbu-caja, espécies
utilizadas popularmente no preparo de sucos, doces, picolés e sorvetes a partir do fruto,
por apresentarem odor agradavel e sabor agridoce (LIRA JUNIOR, 2005), se
destacando com elevada importancia econdmica e potencial de uso para populagdes
nordestinas.

Todas as espécies deste género tem um mesocarpo comestivel e alguns séo
altamente valorizados (MITCHELL et al., 2012). Quase todas as espécies de Spondias

tem um endocarpo fibroso (MILLER; SCHAAL, 2005), sendo algumas espécies
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consideradas com grande relevancia econémica e social para as comunidades de
ambientes aridos.

No Nordeste do Brasil, algumas Spondias séo cultivadas em fundos de quintais
Oou em pequenos pomares. Entre seus principais usos, podem ser citados: madeira,
lenha/carvao, alimentacdo humana, medicina caseira, higiene corporal, ornamental,
criacdo de abelhas, forragem e sombreamento (MAIA, 2004). Os frutos das espécies
deste género sdo consumidos in natura, vendidos em mercados locais ou nas margens
de algumas rodovias brasileiras, ou processados na forma de polpas, sucos e outros
produtos alimenticios (ALMEIDA, et al., 2010; SANTOS; OLIVEIRA, 2008; SANTOS
etal., 2010; SILVA et al, 2014).

Entre as espécies cultivadas da regido semiérida do Nordeste brasileiro, as
Spondias destacam-se pela possibilidade de serem cultivadas em larga escala, podendo
ser aproveitadas tanto para alimentacdo humana quanto para a suplementacdo alimentar
de animais, especialmente caprinos e ovinos, que constituem 0s rebanhos
predominantes nessa regido (ALBUQUERQUE et al., 2005; CAVALCANTI et al.,
2000).

Além disso, as sementes tém potencial como fonte de 6leo de cozinha devido ao
alto teor de Oleo, alta concentracdo de minerais e composicdo de &cidos graxos
(BORGES et al., 2007). As raizes tém sido usadas como alimento de fome em tempos
de seca (NASCIMENTO et al., 2012).

No Brasil, notadamente no Nordeste, estas espécies tém consideravel
importancia social e econbémica, fato comprovado pela crescente comercializagdo de
seus frutos e produtos processados em mercados, supermercados e restaurantes da
regido (SOUZA, 1998). Segundo estimativa de Santos (1999) o mercado brasileiro de
algumas Spondias pode ficar em torno de cerca de seis milhdes de ddlares por ano,
incluindo colheita, venda e transformacéo de frutos resultantes do extrativismo. Em
algumas regides do Estado da Bahia, o comércio de frutas frescas e processadas esta em
rapida expansdo, com muitas familias de pequenos produtores e/ou assalariados
agricolas envolvidos (SANTOS; OLIVEIRA, 2008). Em Alagoas, em 2013 foram
registrados 11 municipios produtores de umbu, com uma producdo anual de 32
toneladas, sendo considerado um dos estados com menor produtividade da regido
nordeste (BATISTA et al., 2015).

Outra caracteristica que revela a importancia econbémica de espécies deste

género sdo as propriedades medicinais evidenciadas em alguns estudos cientificos que
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relatam o uso de Spondias por pessoas de vérias partes do mundo para tratar doencas
(SILVA et al, 2014). Em alguns locais as folhas sdo usadas para banhos medicinais e
chés da casca sdo usados para tratar resfriados e disenteria. As espécies podem ser uma
adicdo valiosa a flora e dieta econébmicas de muitas outras regides tropicais secas
(MITCHELL; DALY, 2015).

As propriedades farmacologicas atribuidas a algumas espécies do grupo s&o
devido em grande parte aos compostos fendlicos (taninos e flavonoides), na maioria,
presentes nas folhas. No entanto, outros metabdlitos secundarios também podem
contribuir para essas atividades, pois vitamina C, saponinas, alcaloides, terpenos e
carotenoides tém sido identificados nessas espécies (SILVA et al, 2014).

Nos ultimos anos, descobriu-se que o extrato das folhas e dos ramos de algumas
Spondias continham taninos elagicos com propriedades medicinais para o controle de
bactérias gram negativas e positivas (AJAO et al., 1985), do virus da herpes simples
(CORTHOUT et al., 1994) e da herpes dolorosa (MATQOS, 1994); inclusive ja existem
produtos & base do extrato das folhas e dos ramos da cajazeira, industrializados e
comercializados na cidade de Fortaleza, CE, para combate a herpes labial (SOUZA,
1998).

Recentemente, os compostos purificados de algumas Spondias foram testados
para uma variedade de atividade bioldgica em animais de laboratério, incluindo
antifangicos, antimicrobianos (CORTHOUT et al.,, 1994; RODRIGUES; HASSE,
2000), antihelminticos (ADEMOLA et al., 2005), anti-virais e propriedades psicoativas
(AYOKA et al., 2006, 2008).

A madeira de Spondias pode ser usada como um material combustivel, mas é de
mé qualidade porque é suscetivel a podriddo e ataque por insetos (TER WELLE et al.,
1997). Mesmo assim, € usado ocasionalmente para construcao, carpintaria e postes de
fenda (AYOKA et al., 2008 ). A casca grossa é esculpida para fazer artesanato.

De acordo com Batista et al (2015) apesar da importancia das fruteiras de
Spondias, sobretudo do umbuzeiro e do seu elevado potencial sécio-econdémico, poucos
estudos tém sido realizados visando aumentar a base de informacdes e ampliar suas
possibilidades de uso. Os frutos do umbuzeiro apresentam apelo exo6tico para mercados
de outras regides do Brasil como sul e sudeste, e também para o mercado externo, o que
de certa forma pode incentivar o aumento da producdo. Ainda ndo devidamente
caracterizado, particularmente no que se refere ao seu potencial agroindustrial, o umbu é

uma fruta que demanda pesquisas, principalmente adequacdo de tecnologias



22

convencionais e desenvolvimento de novas, voltadas para o0 processamento, de forma a

promover um aproveitamento mais rentavel, mediante agregacao de valor ao produto.

2.2.GENOMICA VEGETAL

A célula vegetal contém trés diferentes genomas: o do cloroplasto, o
mitocondrial e o nuclear. Os genomas do cloroplasto e mitocondrial s&o de heranca
uniparental (normalmente materna em angiospermas) e 0 genoma nuclear € biparental.
Os trés genomas diferem grandemente em tamanho, sendo o nuclear o maior — medido
em megabases de DNA. O genoma mitocondrial inclui centenas de kilobases (Kb) de
DNA (200-2.500 Kb), o que o torna pequeno com relacdo ao genoma nuclear, mas
muito grande com relacdo ao genoma mitocondrial de animais (o qual tende a
apresentar cerca de 16 Kb) (JANSEN et al., 2005; LANG et al., 2012). O genoma do
cloroplasto € o menor dos trés genomas, variando, na maioria das plantas de 120-200
Kb (SMITH, 2017).

O conhecimento obtido em estudos sobre a organizacdo do genoma eucariotico é
importante para entender como os genomas funcionam e evoluem (LAPITAN, 1992).
Para espécies do género Spondias ja se encontram sequenciados e montados 0 genoma
plastidial de S. tuberosa, S. bahiensis, e S. mombin (SANTOS; ALMEIDA, 2018.).
Ainda ndo foram registrados montagens de genomas mitocondriais, nem caracterizagdo
de genoma nuclear no género, o que evidencia a importancia de desenvolver estudos
para descricdo de mais genomas, posto que a caracteriza¢do gendmica ajuda a esclarecer
a origem hibrida de algumas espécies dentro deste género, além de contribuir para

reconstrugéo de filogenias no grupo.

2.2.1. Genoma Mitocondrial

As mitocbndrias sdo organelas semiautbnomas envolvidas em processos
celulares de producdo de energia, desempenhando um papel significativo na
produtividade e desenvolvimento das plantas (YASUNARI et al., 2005). Esta organela
apresenta um sistema genético proprio, adquirido por endosimbiose de bactérias
anteriormente vivas (GREINER; BOCK, 2013). Sua informacdo genética é transmitida
pelos genes de maneira uniparental (BIRKY JUNIOR, 1995).



23

Uma das caracteristicas mais notaveis do genoma mitocondrial € a presenca de
DNA que poder ser adquirido do plastidio, nucleo e até mesmo material genético de
outras espécies, incluindo bactérias, virus e plantas (ALVERSON et al., 2010; KNOOP,
2004; PARK et al., 2014; SHEARMAN et al., 2016). Essa incorporacdo de DNA ¢
relatada como um dos principais responsaveis pela expansao desse genoma em algumas
espécies (HANDA, 2003).

Outros eventos que podem estar relacionados com a expansdo do genoma
mitocondrial sdo ao acUmulo de sequéncias repetidas, e a expansdo dos introns
(BULLERWELL,; GRAY, 2004; TURMEL et al., 2003). A acumulacdo de sequéncias
repetitivas nos genomas mitocondriais das plantas causam eventos de recombinagao
frequentes e rearranjos do genoma dentro de uma espécie, o que leva a geracao de
multiplas fitas de DNA circulares com sequéncias sobrepostas e copias de diferentes
nameros (ALLEN et al., 2007; CHANG et al., 2011; GUO, 2017; PARK et al., 2014).
Neste sentido, os genomas mitocondriais nas plantas superiores ndo séo apenas maiores
em tamanho, mas também contém rearranjos estruturais devido a eventos homologos de
recombinacéo intra ou molecular (HANDA, 2003).

O tamanho e o nimero desses elementos repetitivos no genoma mitocondrial de
plantas sdo importantes porque refletem os locais de recombinagdo intramolecular, o
que, em Ultima instancia, constituem a base para grande parte da diversidade estrutural
conhecida nos genomas mitocondriais de plantas (ALVERSON et al., 2011).

Apesar da variacdo em tamanho, o conteido dos genes mitocondriais permanece
baixo e restrito a alguns polipeptidios necessarios para a biogénese dos complexos da
cadeia de fosforilacdo oxidativa, proteinas ribossémicas, RNA de transferéncia e RNAs
ribossémicos (GUALBERTO et al., 2014). Essa alta conservacdo do conteddo génico
apoia as evidéncias de que a origem da mitocondria provavelmente sé ocorreu uma
Unica vez na histéria evolutiva dos organismos, pois essa conservagdo de contetdo em
uma ampla gama de organismos dificilmente seria explicada por convergéncia evolutiva
(ARIAS et al. 2003).

Os genomas mitocondriais possuem uma organizacdo dindmica multipartida
devido a recombinacdo associada a regifes repetidas (GOREMYKIN et al., 2009;
OGIHARA et al., 2005). A estrutura fisica dos genomas mitocondriais das plantas é
geralmente representada por um circulo de DNA de cadeia dupla, chamado
"cromossomo master”, abrigando o conjunto completo de genes mitocondriais. Os

mtDNA de plantas geralmente contém sequéncias repetidas dispersas em todo o
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genoma, que pode estar em orientacdo direta ou invertida. Eles podem emparelhar e
recombinar, redistribuindo sequéncias e gerando moléculas de DNA circulares sub-
gendmicas (STUPAR et al., 2001; GUALBERTO et al., 2014).

A estrutura dos genomas mitocondriais das plantas superiores tem um
numero de caracteristicas Unicas. Considerando que a maioria dos animais possui
mitogenoma de tamanho 15 e 17 kb, os genomas mitocondriais das plantas sdo muito
maiores e diferem muito em tamanho, mesmo entre espécies muito proximas ou dentro
de espécies. Eles geralmente variam entre 200 e 750 kb em angiospermas, mas com um
enorme avanco em pares de base em algumas linhagens (ALLEN et al., 2007;
GUALBERTO et al., 2014; KUBO, 2008).

Os mitogenomas sd@o geralmente maiores do que os genomas plastidiais,
variando de 200 Kb em Brassica hirta (PALM; HERBON, 1987) a 11.3 Mb em Silene
conica (SLOAN et al., 2012). No entanto, os genes funcionais nestes genomas sdo
bastantes conservados (BI et al., 2016). Apesar do seu tamanho relativamente grande, 0s
genomas mitocondriais contém menos genes do que os seus homdlogos plastidiais; 37-
83 genes diferentes, incluindo os codificadores de proteina, tRNA e rRNA genes
(GUALBERTO et al., 2014; MOWER et al., 2012).

Em plantas os mitogenomas tém uma alta frequéncia de edicdo de RNA que
contribui para a conservacdo funcional das proteinas (GUALBERTO et al., 1989;
HIESEL et al., 1994). Em plantas, a edicdo de RNA afeta transcritos mitocondriais e
plastidiais por modificacdo especifica de sitios (HIESEL et al., 1994; WU et al., 2015).
A identificacdo de sitios de edicdo de RNA podem fornecer pistas importantes para
prever funcbes génicas (HANDA, 2003; YE et al., 2017;).

Os genes mitocondriais sdo separados por amplas regides de DNA néo-codificante
(introns), que apresentam ordens varidveis no genoma. Rearranjos do genoma
mitocondrial ocorrem tdo frequentemente em individuos vegetais que eles ndo
caracterizam ou diferenciam espécies ou grupos de espécies e, por consequéncia, ndo
sdo utilizados para inferir relag6es filogenéticas (JUDD et al., 2009).

O emprego do mtDNA em estudos populacionais e evolutivos se vale
principalmente do fato dele possuir uma baixa taxa de substituicdes de base, apresentar
alteracfes no tamanho total da molécula devido a insergdes e delecdes, principalmente
nas regides ricas em A+T, e mais recentemente, do fato de que translocacdes de genes

codificadores de tRNA parecem ser mais frequentes do que se imaginava, acarretando
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assim em alteracfes na ordem génica entre organismos filogeneticamente relacionados
(ARIAS et al., 2003).

O mtDNA de plantas constitui um dos principais recursos para estudos
evolutivos, devido a evolucdo lenta das regides de codificacdo. Nesse sentido, a
evolucédo estrutural e a plasticidade dos mtDNA tem potencial para torna-los um modelo
poderoso para explorar as forgas que afetam sua divergéncia e recombinagdo (WANG,
et al., 2012). Atualmente a reconstrugdo de mitogenomas tem sido muito utilizado para
fazer inferénciais sobre eventos de filogenia antigos.

A analise e a comparacdo de caracteristicas gendmicas com outros genomas mt
de plantas devem contribuir entdo para uma compreensdo abrangente da evolugdo do
mtDNA de plantas (YE et al., 2017), aumentando a compreens&o acerca do rearranjo do
genoma, dos mecanismos de transferéncia de DNA e da diversidade filogenética (WEI
et al., 2016). Dessa forma, as varia¢fes significativas na organizacdo, no conteddo de
genes e na edicdo de RNA do genoma mitocondrial sdo muito Uteis para estudar a
evolugéo das estruturas e sequéncias do genoma (GUI et al., 2016).

O mitogenoma € descrito como sendo de bastante complexidade, o que dificulta
o0 desenvolvimento de alguns estudos de caracterizacdo que exigem sequéncias com alta
qualidade. De acordo com Shearman et al (2016) as principais dificuldades para a
montagem de genomas mitocondriais de plantas se deve principalmente pela presenca
de sequéncias de DNA adquiridas do genomas nucleares e plastidiais, longas regides de
repeticdes que podem confundir os esforcos de montagem justamente por introduzir
pontos de ramificacdo que levam a montagem de mdltiplas sequéncias quimeéricas,
incluindo sequéncias mitocondrial, nuclear ou de cloroplasto. Portanto, esse
compartilhamento de sequéncias, a natureza altamente repetitiva e o tamanho
relativamente grande dos genomas mitocondriais das plantas sdo os principais fatores
que dificultam sua montagem.

J& se encontram sequenciados no Genbank do NCBI 194 genomas de plantas
completas, sendo a maioria destes representado por espécies de angiospermas (Figura
3). No Brasil, o primeiro genoma mitocondrial de uma planta nativa e endémica s6 foi
sequenciado e montado em 2017 (SILVA et al., 2017). Nessa perspectiva, tendo em
vista a caréncia de pesquisas e a auséncia de um padrdo de referéncia para sequenciar e
montar 0s genomas mitocondriais de plantas brasileiras, 0 sequenciamento do genoma

de outras espécies, como as pertencentes ao género Spondias se faz muito necessario
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com vista a obtencdo de dados que possam subsidiar potenciais estudos de conservacao
da flora nativa.

Figura 2. Proporc¢éo de grupos de plantas com genomas mitocondriais depositadas no
Genbank do NCBI*.

Genomas mitocondrias no Genbank do NCBI

® Briofitas

® Pteridofitas

# Gminospermas
® Angiospermas
® Algas

Fonte: dados da pesquisa, 2018.

2.2.2. Genoma Nuclear

Nos eucariotos a maior parte do genoma esta concentrada nos nucleos, cada um
com o mesmo contetdo de DNA. O DNA nuclear é dividido em segmentos separados
fisicamente, cada um sendo uma longa dupla hélice. Um cromossomo individual
contém uma dessas duplas hélices altamente espiralada. O conjunto de cromossomos
em organismos da mesma espécie tem um numero de cromossomos e aspecto
caracteristicos. O nimero de cromossomos no conjunto gendmico basico € denominado
namero haploide (designado n). Os organismos que contém duas copias completas do
genoma em seus nucleos sdo denominados diploides. Em um organismo diploide, os
dois membros de um par de cromossomos sao denominados cromossomos homologos
ou, as vezes, apenas homologos. As sequéncias de DNA de um par de cromossomos
homdlogos sdo praticamente as mesmas, embora frequentemente haja variagdo minima
na sequéncia de nucleotideos (HESLOP-HARRISON; SCHIMIDT, 2012).

' Apesar das algas de acordo com os atuais sistemas de classificacdo néo serem agrupadas dentro do
grupo das plantas, no NCBI, ambas séo representadas no mesmo grupo de dados.
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Cada molécula de DNA cromossémico contéem muitas regides funcionais
denominadas gene. Assim como nos demais organismos eucariotos, 0os genomas de
plantas sdo compostos basicamente por moléculas de DNA associadas a proteinas, as
quais formam unidades denominadas nucleossomos. Os nucleossomos por sua vez estéo
dispostos em intervalos de aproximadamente 200 pb, compactados em arranjos que
formam a cromatina (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2011; MICHEL,
JACKSON, 2013). A cromatina é organizada em cromossomos, ndo sendo conhecido
outro padrdo de organizacdo até o momento. Cada cromossomo consiste em uma dnica
molécula de DNA linear e ininterrupta de uma extremidade a outra. Além das proteinas
que se ligam ao DNA, nos cromossomos também ocorrem proteinas associadas aos
processos de expressdo génica, replicacdo e reparo (LEE; KIM, 2014).

Os genomas nucleares de plantas apresentam uma extensa variacao estrutural em
tamanho, nimero de cromossomo, nimero e disposi¢cdo de genes e numero de copias de
genoma por nucleo. Um resultado derivado principalmente de sua origem poliploide
frequente e da amplificacdo de retrotransposons (BENNETZEN, 2002; KELLOGG;
BENNETZEN, 2004). Essa variacdo também ¢é resultante da insercdo de DNAs
organelares inseridos de forma independente no DNA nuclear. Em andlises no genoma
de arroz, constatou-se que 0,20-0,24% e 0,18-0,19% do genoma nuclear é composto por
inser¢cbes de DNA plastidial e mitocondrial, respectivamente (MATSUMOTO et al.,
2005; RIBEIRO, 2016).

Muitos genes ao serem adquiridos pelo genoma nuclear passam a ser expressos
corretamente neste compartimento, sendo seus produtos transportados para organela de
origem. Isso acontece tendo em vista a adaptacdo dos genes transferidos, que se ajustam
a composicao das bases nucleares e ao uso de codons, e passam a ser mais semelhantes
aos genes nucleares do que as seus respectivos organelares (OLIVER; MARTINEZ-
ZAPATER, 1990).

Os genomas nucleares sdo em grande parte colineares entre espécies
estreitamente relacionadas, mas observam-se mais rearranjos com 0 aumento da
distdncia filogenética. No entanto, ndo é possivel correlacionar a quantidade de
rearranjo e o tempo decorrido, uma vez que a divergéncia nao é perfeita. Os rearranjos
do genoma ao alterar os padrdes de expressdo génica, desencadeiam novas combinacdes
de genomas (hibridos), que podem atuar como uma for¢ca motriz na evolugdo (JUDD et
al., 2009; KELLOGG; BENNETZEN, 2004).
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Os genomas nucleares nas plantas superiores sao relativamente complexos com
genes espalhados por multiplos cromossomos. Além dos genes, 0s cromossomos de
plantas contém um excesso de DNA repetitivo. Mesmo nos genomas menores, estima-
se que mais de 20% do DNA é composto por varios elementos repetitivos. Essas
repeticdes incluem elementos transponiveis e varios tipos de simples repeticdes em
tandem, incluindo DNA satélite e simples repeticGes de sequéncia (SSRs). Na maioria
das angiospermas, elementos transponiveis, especialmente long terminal repeats (LTR)
retrotransposons compreendem a grande maioria deste DNA repetitivo (KELLOGG;
BENNETZEN, 2004; RIBEIRO, 2016).

O genoma das plantas é estudado por uma gama de técnicas de microscopia
e moleculares. O DNA é empacotado em cromatina e pode ser observado por
microscopia de luz em contraste de fase e ap0s coloracdo, por microscopia de
epifluorescénciaou por microscopia eletrdnica. Seu tamanho pode ser estimado por
citometria de fluxo e medido em valores de 1C(valor para genoma haploide). Sua
estrutura pode ser analisada por técnicas bioquimicas e moleculares envolvendo
restricdopor digestdo enzimatica, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), métodos
quimicos, eletroforese e hibridizacdo (HESLOP-HARRISON; SCHIMIDT, 2012). Cada
vez mais, a estrutura, organizacdo e composi¢do do genoma vegetal, sdo estudadas por
sequenciamento de DNA e analises de bioinformética, com dezenas de softwares que se
destinam a caracterizacdo dos genomas, o que vém possibilitando desvendar a estrutura
e funcionamento dos elementos do genoma, e partir disso tem sido possivel delinear a

historia evolutiva de grupos e planejar estratégias de manipulacdo de genomas.

2.2.2.1. Fracao repetitiva

O termo "sequéncias repetitivas" refere-se a fragmentos de DNA homélogos que
sdo presente em multiplas copias no genoma. As sequéncias de DNA repetitivo estdo
presentes em todas as plantas superiores e podem representar até 90% do tamanho do
genoma em algumas espécies. Essas sequéncias repetitivas sdo consideradas
responsaveis por gerar grandes diferencgas entre genomas, que podem refletir distancias
evolutivas entre espécies (MEHROTRA; GOYAL, 2015). A origem dessas repeticdes
ndo esta clara, mas a caracteristica que as torna Uteis é que, em individuos diferentes,

existem geralmente numeros diferentes de cdpias (RAO et al., 2010), o que vem sendo
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foco de estudos que buscam testar os elementos repetitivos como sinal filogenético para
evolugéo de grupos (DODSWORTH et al., 2014; MACAS et al., 2015).

As sequéncias repetidas podem ser classificadas em duas familias grandes, a dos
elementos arrajandos em tandem (tandem repeats) e repeticbes dispersas com
moderado ou alto grau de repetitividade (LOPEZ- FLORES; GARRIDO- RAMOS,
2012). As repeticOes dispersas inclui todos os transposons, genes de tRNA, e
pseudogenes, enquanto repeticbes em tandem inlcuem gene tandems, DNA ribossémico
(rDNA) e DNA satelite. De acordo com o comprimento da unidade de repeticdo e o
tamanho do arranjo, as sequéncias de DNA satélite podem ser classificadas em trés
grupos: (i) microsatélites, que sdo regifes com repeticGes de 2-6 pb e um tamanho de
arranjo da ordem de 10-100 unidades, (ii) minisatélites com 6-100 pb (geralmente em
torno de 15 pb) e (iii) DNA satélite (satDNA) com uma unidade de repeticdo variavel
que muitas vezes forma arranjos de até 100 Mb. O comprimento das sequéncias do
monomero de satDNA variam de 150 a 400 pb na maioria das plantas e animais
(RICHARD et al., 2008).

O DNA de satélite (satDNA) é uma classe de DNA repetitivo caracterizada por
sua organizacao gendmica em longas matrizes de unidades dispostas em série chamadas
monomeros. Monomeros (unidades de repeticdo) sdo sequéncias repetidas em tandem,
geralmente com mais de 200 nucleotideos de comprimento e tipicamente organizadas
em matrizes de centenas ou milhares de copias que podem ocupar até varios megabases
dentro dos genomas. SatDNAs sdo o principal componente da heterocromatina,
podendo formar blocos que aparecem como cromocentros nucleares e bandas
cromossdmicas (LOPEZ- FLORES; GARRIDO- RAMOS, 2012; ROBLEDILLO et al.,
2018).

As sequéncias satDNA se encontram principalmente em regides centroméricas e
subteloméricas nos cromossomos, mas também em posicBes intercaladas. Essas
sequéncias de DNA satélite sdo consideradas como um componente que evolui
rapidamente em genomas eucariotos, e por isso sdo muito utilizados em estudos de
filogenia (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Os microssatélites sdo considerados uma ferramenta muito Gtil para estimativa
dos niveis de variabilidade genética dentro das populacGes e permite fazer analises das
relacbes genéticas entre elas. Estes dados sdo muito Uteis para estimar a diversidade
genética e endogamia em populacbes. Assim, os microssatélites fornecem informacoes

que possibilita estimar as distancias geneticas entre populagdes ou entre individuos, e a
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filogenia como bem como a analise estrutural de cada populacio (LOPEZ- FLORES;
GARRIDO- RAMOS, 2012).

Outra classe de elementos repetitivos muito relatada sdo os elementos
transponiveis, que tem sequéncias reconhecidas pela estrutura caracteristica, que
tipicamente inclui repeticfes terminais em ambas as extremidades com capacidade de se
mover em um cromossomo de uma posicdo para outra dentro do mesmo genoma.Os
elementos transponiveis (TEs) incluem varios grupos representados especialmente por
retrotransposons LTR, ndo-LTR retrotransposons e transposons de DNA (WICKER et
al. 2007).

As varias familias de elementos transponiveis em uma espécie podem
representar 10% ou mais do DNA total e podem ter efeito na repressdo ou na expressao
de genes de acordo com as condi¢des. Muitos tipos de elementos transponiveis sdo
duplicados por transcricdo reversa, sendo denominados Retrotransposons
(BALTIMORE, 1985). Tal como os retrovirus, com o0s quais compartilham
caracteristicas estruturais semelhantes, esses elementos duplicam-se pela transcrigcdo da
sua sequéncia de DNA inserida em RNA. Esta molécula é entdo transcrita reversamente
em DNA (denominado cDNA) pela acdo da enzima transcriptase reversa. Em geral, 0s
TEs afetam o genoma pela sua capacidade de se mover e replicar, gerando assim
plasticidade no genoma (WICKER et al., 2007).

Os pseudogenes apresentam ORF (open reading frame) ou ORF parciais que, a
principio, parecem genes, mas ndo sdo funcionais, ou sdo inativos, devido ao modo de
sua origem ou a mutacdes. Essa familia de elementos repetitivos possui numerosas
substituicdes comparadas com os seus equivalentes funcionais, incluindo mutacgdes por
deslocamento do quadro de leitura ("frameshift mutation™) e cddons de terminacdo que
impedem a traducdo em polipeptidios funcionais. Um tipo muito relatado de
pseudogenes sdo os processados, que sdo sequéncias de DNA que sofreram transcri¢cao
reversa do RNA e foram inseridos aleatoriamente no genoma. Os pseudogenes
processados sd0 muito numerosos e por serem desprovidos de introns, correspondem a
quantidades menos importantes para o total de DNA da célula (LOPEZ- FLORES;
GARRIDO- RAMOS, 2012).

As sequéncias repetitivas tém sido muito utilizadas em estudos evoluitvos, por
acumular variagfes nas sequéncias, podendo produzir vérias copias de si durante a
evolucdo, sendo consideradas ferramentas importantes para estudos taxondmicos e

filogenéticos, conhecidos como "botdes de ajuste” na evolucdo. Nesse sentido, o



31

conhecimento das sequéncias repetitivas ajuda a compreender a organizacao, evolucéo e
comportamento dos genomas eucariéticos. As sequéncias repetitivas tém efeitos
citoplasmaticos, celulares e de desenvolvimento e desempenham um papel em
recombinag6es cromossdmicas (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

As fracdes repetitivas do genoma podem ser especificas para uma espécie ou um
género ou mesmo para uma familia. Ja foram relatadas muitas repeticGes de satélite que
ndo sdo apenas especificas de um género ou familia, mas existem em outras familias,
géneros e espécies também (MEHROTRA et al., 2014). Nessa perspectiva, o estudo e a
caracterizacdo de sequéncias repetitivas podem fornecer informacbes sobre a

organizacao, fungéo e evolugdo do genoma de plantas.

2.2.2.3. Variacdo genémica

As diferengas entre genomas de plantas variam desde polimorfismos de
nucleotideos unicos até duplicagdes em grande escala, amplificacdes, delecdes e
rearranjos. Essas variacfes no genoma das plantas existem em muitas formas, podendo
ser benéficas, neutras ou prejudiciais para a planta, e sdo descritas como as variagcdes
mais frequentes no genoma de qualquer organismo (SAXENA et al., 2014; SMITH,
2002).

Os polimorfismos de nucleotidios uUnicos ou SNPs (single nucleotide
polymorphisms) s&o os tipos mais prevalentes de polimorfismo na maioria dos genomas.
Os SNPs se destacam como a forma de variagdo mais simples que se poderia observar
em um locus, caracterizando-se como uma diferenca no nucleotidio presente em um
sitio de nucleotidio tnico, seja adenina, citosina, guanina ou timina (LEACHE; OAKS,
2017).

Insercdes/exclusdes de base Unica (indels) ndo sdo geralmente incluidos na
definicdo de um SNP. Os SNPs ocorrem em genes, inclusive éxons, introns e regides
reguladoras. Dois tipos de substituicdes de bases nucleotidicas resultando séo descritas
como resultantes em SNPs: uma substituicdo de transicdo ocorre entre purinas (A, G) ou
entre pirimidinas (C, T), este tipo de substituicdo constitui dois ter¢os de todos 0s SNPs;
e uma substituicdo por transversdo que ocorre entre uma purina e uma pirimidina
(BROOKES, 2007; SMITH, 2002).

Em regides codificadoras de proteinas os SNPs podem ser classificados em trés

grupos: sinénimos, se os alelos diferentes codificarem o mesmo aminoacido; néo
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sinbnimos se os dois alelos codificarem aminoacidos diferentes e sem sentido
(nonsense) se um alelo codificar um cddon de parada e o outro alelo codificar um
aminoacido. Nesse sentido, as vezes é possivel associar um SNP a variacdo funcional
em proteinas e qualquer alteracdo associada no fenétipo. Os SNPs localizados fora de
sequéncias codificadoras denominam-se SNP silenciosos e podem ser muito Uteis na
genética de populagBes, mesmo que sejam encontrados em DNA n&o funcional, visto
que podem ser usados como marcadores para tratar de questdes sobre processos na
genética de populacdes, como o fluxo génico entre populacdes (BRUMFIELD et al.,
2003).

Além de SNPs outras variacGes sdo bastante estudadas, tais como inversoes,
translocacOes, delecBes ou duplicacBes e analises da presenca ou auséncia de um
elemento de transposi¢cdo em um locus particular no genoma. Outra forma comum de
variacdo € o polimorfismo por insercdo/delecdo, ou indel. Esse tipo de polimorfismo
envolve a presenca ou auséncia de um ou mais nucleotidios de um locus em um alelo
com relagdo a outro (KIM et al., 2014). As variagbes gendémicas podem ser evidenciadas
no genoma nuclear, no plastidial ou mitocondrial. Quando sdo analisadas as variacfes
de tamanho, organizacdo e sequéncia do genoma desses trés compartimentos nas
plantas, o cpDNA ¢ considerado evolutivamente mais conservado que os demais, com
uma variacdo em tamanho relativamente pequena. Em contrapartida, o0 genoma nuclear
de plantas apresenta variagdes de uma ou mais ordens de magnitude em tamanho. Por
sua vez, o genoma mitocondrial é, via de regra, substancialmente maior (e mais
variavel) do que o genoma plastidial (MARTINS, 2013).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) representam o tipo mais
difundido de variacdo de sequéncia em genomas, se destacando como um valioso
marcador genético para revelar a historia evolutiva das populagées (BRUMFIELD et
al., 2003). Nesse sentido, o estudo das variagdes em sequéncias de DNA nos diferentes
compartimentos celulares pode dar margem para varias analises, que podem suplantar
discussbes sobre a origem de espécies, a historia evolutiva de grupos, bem como sua

distribuicdo geografica.

2.3.Next-Generation Sequencing (NGS)
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A necessidade em se reconstruir o genoma dos organismos e investigar a
composicdo das sequéncias para esclarecimento de padres de heranca e da evolugédo
gendmica, fez com os esforcos para o desenvolvimento de tecnologias para explorar as
sequéncias de DNA fossem uma realidade iminente, com o intuito de obter métodos
cada vez sofisticados e mais precisos, que produzam um volume de dados maiores com
menores custos. A capacidade de medir ou inferir sobre as sequéncias de DNA se
tornou entdo a base da pesquisa biolégica (HEATHER; CHAIN, 2016).

No inicio dos anos 90, a producdo de sequéncias de DNA comecaram a ser
realizadas com métodos semi-automatizados, baseados na clonagem de DNA em um
plasmideo por capilares de Sanger (SENDURE; JI, 2008). O método automatizado de
Sanger é considerado uma tecnologia de "primeira geracdo” (METZKER, 2010) que
possibilitou a obtencdo de importantes informacdes sobre a caracterizacdo génica, 0
tamanho e conteudo repetitivo do DNA, a uma taxa de erro muito baixa (KOBOLDT,
2013).

No entanto, a exigéncia de métodos rapidos, de baixo custo e altamente
confiaveis desencadeou o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de DNA
de nova geracdo, que além de superar as restricdes nos métodos de sequenciamento
Sanger, promovem o0 sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar
informacdo sobre milhdes de pares de bases em uma Unica corrida (CARVALHO;
SILVA, 2010; KUREKCI; DINCER, 2014). A velocidade e a quantidade de
informacBes geradas por essas novas tecnologias de sequenciamento estdo
revolucionando a investigacdo bioldgica e permitindo o acesso a genomas de diferentes
espécies e sequenciamentos de diferentes linhagens (MARDIS, 2008; SHENDURE,
AIDEN, 2012).

No sequenciamento de nova geracdo (Next generation DNA sequencing - NGS)
para cada base lida, a informacdo € obtida por meio de reads, fragmentos de DNA
gerados que serdo utilizados nas abordagens gendmicas subsequentes. Os fragmentos
(reads) gerados por esses sequenciadores sdo fragmentos curtos (short read sequence -
SRS) comparados com os fragmentos produzidos pela tecnologia Sanger. O tamanho
dos fragmentos produzidos por NGS variam de acordo com as especificidades de
organizacdo de cada biblioteca, o que, apesar dos avancos, vem constituindo desafio
para a bioinformatica na montagem de genomas (MARDIS, 2008; METZKER, 2010).

As bibliotecas podem ser constituidas por diferentes métodos de leituras de

sequéncias; 0 modo como estas sequéncias sdo lidas, pode faclitar ou limitar a
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montagem de genomas. Os reads Single-end, sdo construidos usando leituras de uma
das extremidades da sequéncia de DNA, este tipo de leitura é considerada a mais
simples. Reads paired-end sdo obtidos a partir da leitura pareada de cada uma das
extremidades das sequéncias de DNA, de modo que para cada read tém-se o par
complementar. Reads mate-pair, sdo constituidos a partir da leitura de fragmentos de
DNA de cadeia dupla que sdo circularizados de modo que as extremidades distantes sao
fisicamente ligadas e lidas juntas; este tipo de leitura tem potencial para resolver
problemas de montagem que envolva sequéncias de DNA repetitivo (GLENN, 2011).

Uma variedade de recursos de NGS tornou possivel a estruturacdo de varias
plataformas no mercado, que oferecem uma série de particularidades. As principais
tecnologias  disponiveis comercialmente sdo as plataformas: Roche/454,
Illumina/Solexa, Life/APG, Helicos e Pacific BioSciences (METZKER, 2010;
MARDIS, 2008). A estratégia especifica empregada em cada plataforma determina a
qualidade, a quantidade e os vieses dos resultados das sequéncias, bem como a utilidade
da plataforma para os estudos de gendmica (MARDIS, 2013; REUTER et al., 2015). Os
volumosos dados produzidos por estas plataformas colocam demandas substanciais na
informacao tecnoldgica em termos de armazenamento de dados, rastreamento e controle
de qualidade.

As plataformas de sequenciamento de nova geragdo sdao uma alternativa
poderosa para estudos de gendmica estrutural e funcional (CARVALHO; SILVA,
2010). Na gendmica de plantas, os trabalhos com as novas plataformas tém sido
destinados ao sequenciamento de novo de genomas organelares, sequenciamento de
transcritos, e mapeamento de elementos repetitios do genoma (DONG et al., 2018;
FENG, et al., 2018; MACAS et al., 2015).

As plataformas de nova geracdo estdo ajudando a abrir areas inteiramente novas
de investigacdo bioldgica, incluindo a investigacdo de genomas antigos, a
caracterizacdo da diversidade ecoldgica e identificacdo de agentes etioldgicos
desconhecidos. O NGS traz enorme mudanga na pesquisa genética e biologica
(MARDIS, 2008), uma vez que potencializou o sequenciamento de genomas completos
de muitos organismos relacionados, permitindo estudos comparativos em larga escala, e
0 desenvovlimento de estudos evolutivos, 0 que antes era praticamente impossivel de
ser realizado (METZKER, 2009). Neste sentido, as tecnologias de NGS representaram
um grande impacto na capacidade de explorar e responder questdes bioldgicas em todo
0 genoma (SENDURE; JI, 2008).
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A diversidade e a rapida evolucdo do sequenciamento de nova geracdo vém
colocando desafios para a bioinformatica em areas que incluem a obtencdo de
sequéncias de qualidade, alinhamento, montagem e liberacdo de dados (SENDURE; JI,
2008). O que impde um desafio aos profissionais da bioinformatica, que necessitam
aprimorar as ferramentas computacionais no sentido de acompanhar a evolucdo em
volume de dados e sequéncias proporcionadas por esssa tecnologias se sequenciamento
(ANSORGE, 2009).

Para espécies vegetais, a utilizacdo das novas plataformas de sequenciamento se
encontra em expansao, mas ainda séo relatados muito desafios. Os principais séo ainda
em relacdo aos custos de montagem das bibliotecas, e o tamanho dos reads produzidos,
0 que muitas vezes é considerado incompativel com a montagem dos genomas nucleares
gigantescos e altamente repetitivos das plantas (CARVALHO; SILVA, 2010).

Novas tecnologias de sequenciamento e andlise de dados vém continuamente
sendo desenvolvidas, e espera-se que em um futuro proximo estas estejam mais
acessiveis aos pesquisadores e que a estrutura da grande maioria dos genomas das

plantas seja descrita.

2.4. BIOINFORMATICA APLICADA A GENOMICA

A bioinformética é considerada uma linha de pesquisa que envolve aspectos
multidisciplinares e que surgiu a partir do momento em que se iniciou a utilizacdo de
ferramentas computacionais para a analise de dados genéticos, bioquimicos e de
biologia molecular (PROSDOCIMI, 2007). Nesse aspecto, a bioinformatica surge a
partir da biologia molecular e dela ainda ¢ inseparavel, tendo como finalidade principal
decifrar o grande volume de dados que vem sendo obtido através de sequéncias de DNA
e proteinas.

Ferramentas de bioinformatica para andlise de dados sdo rotineiramete
desenvolvidas e aprimoradas, e apesar das limitacdes comercais ainda encontradas, ja se
tem disponivel uma variedade de ferramentas de software disponivel para analise de
dados de sequenciamento de nova geracdo. Suas funcbes se encaixam em varias
categorias gerais, incluindo: alinhamento de sequéncias de reads em uma referéncia;
deteccdo de polimorfismos; montagem de novo de reads pareados ou ndo pareados,
anotacdo de genoma, e analises filogenéticas (SENDURE; JI, 2008; VERLI, 2014).
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2.4.1. Analise, montagem e anotacdo de genomas

O avanco nas técnicas de sequenciamento do DNA tem permitido um crescente
aumento no nimero de genomas disponiveis em bancos de dados publicos. Esta maior
disponibilidade exigiu um grande aumento na capacidade computacional de
armazenamento e no investimento em desenvolvimento de técnicas de processamento
adequadas para a analise destes dados (JUNQUEIRA et al., 2014). No entanto, os custos
de sequenciamento geralmente estabelecem limites para o valor sequéncias que podem
ser geradas e, consequentemente, os resultados bioldgicos que podem ser alcancado a
partir de um desenho experimental (SIMS et al., 2014).

Como resultado do sequenciamento obtém-se uma grande lista de sequéncias
nucleotidicas - os reads - de tamanhos que podem variar de 50 a 800 pb. Para
montagem das sequéncias genémicas a partir destes reads, diferentes estratégias sdo
utilizadas, dependendo da metodologia empregada. Em geral, as estratégias se voltam
para o alinhamento de reads entre si na procura de regides de identidade ou de
sobreposicdo, de maneira a construir fragmentos contiguos (contigs), os quais podem
ser definidos como a unido de duas ou mais sequéncias (reads) formadas por
sobreposicdo de elementos comuns a pelo menos duas sequéncias (KUREKCI,
DINCER, 2014; STAATS et al., 2014). Montagens de alta qualidade sdo muitas
vezes produzidos utilizando abordagens combinadas, em que as vantagens de
sequenciamento de alta profundidade e de reads curtos sdo complementados com
aqueles de menor profundidade, mas de leitura mais longa (SCHATZ et al., 2012).

Os genomas de eucariotos, em especial de eucariotos superiores, tem processo
de montagem mais complexo devido a quantidade consideravel de sequéncias
repetitivas e a extensdo em numero de pares de bases do genoma (STAATS et al.,
2014). Para sobrepujar estas dificuldades, passos intermediarios se tornam necessarios,
como a construcdo de sub-bibliotecas gendmicas. O grande desafio na montagem das
sequéncias gendmicas com alto conteldo de elementos repetitivos se refere a correta
quantificacdo e localizacdo destes elementos nos cromossomos. Isso vem sendo
superado por meio da obtencéo de bibliotecas com reads maiores, como as de mate-pair
(PROSDOCIMI, 2007).

A qualidade de uma montagem ¢é avaliada pela cobertura do genoma obtida. A

cobertura de estudos de sequenciamento € frequentemente citada como a profundidade
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de reads brutos ou alinhada, que denota a cobertura com base no ndmero e no
comprimento dos reads de alta qualidade antes ou depois do alinhamento de referéncia.
Embora os termos profundidade e cobertura possam ser usados com finalidades
similares, a cobertura também tem sido usada para denotar a amplitude de cobertura de
um genoma alvo, que € definido como a porcentagem de bases alvo que sao
sequenciados um dado numero de vezes (SIMS et al.,, 2014); e a profundidade
necessaria para um estudo de sequenciamento do genoma € determinada pela taxa de
erro do método de sequenciamento, dos algoritmos de montagem usados, da
complexidade dos repeats do genoma particular sob estudo e o tamanho do read
(SCHATZ et al., 2010).

O passo seguinte @ montagem dos genomas € sua anotacgdo, que constitui em um
conjunto de protocolos e fluxos de trabalho utilizados para delimitar, em uma
determinada sequéncia genémica, possiveis genes e predizer a sua fungdo com base na
similaridade com sequéncias conservadas (STAATS et al., 2014). Na anotacdo do
genoma procura-se encontrar a localizacao fisica (posi¢do cromossdmica) de cada parte

da sequéncia e descobrir onde estdo os genes, RNAs e elementos repetitivos.

2.4.2. Analise de SNPs

A comparacdo entre genomas de diferentes espécies, ou até mesmo de
individuos da mesma espécie, possibilita a analise de variacdes (mutacbes ou
polimorfismos) nas sequéncias e, em alguns casos, permite a identificacdo de relacfes
entre variacbes no DNA e os efeitos para genémica do grupo (VERLI, 2014). Os SNPs
sdo polimorfismos causados pela alteracdo em nucleotideos Unicos, que vem sendo
muito utilizados em estudos gendmicos, para esclarecimento de filogenias e
determinacdo da distribuicdo de espécies.

H& duas maneiras de detectar um SNP. A primeira consiste em sequenciar um
segmento de DNA em cromossomos homélogos e comparar 0s segmentos homologos
para descobrir diferencas. Uma segunda maneira é possivel no caso de SNP localizados
em um sitio-alvo de uma enzima de restricdo: esses SNP sdo os polimorfismos de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP). Em tais casos, existirdo dois "alelos™
de RFLP, ou morfos, dos quais um tem o sitio-alvo da enzima de restricdo e o outro

ndo. A enzima de restri¢cdo ird cortar 0 DNA no SNP que contém o alvo e ignorar o
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outro SNP. Os SNP sdo, entdo, detectados como bandas diferentes em um gel de
eletroforese. Os sitios de RFLP podem estar entre genes ou dentro deles. Atualmente ja
sdo desenvolvidos alguns softwares especificos para andlise dos SNPs, como o
SNPHunter (WANG et al., 2005), SNPdetector (ZHANG et al., 2005) Seq4SNPs
(FIELD et al., 2009), Bioedit (HALL, 2011), SNPator (MORCILLO-SUAREZ, 2008), e
DiscoSNP (URICARU et al., 2015).

Os métodos de deteccdo de sitios Unicos sdo, potencialmente, mais faceis de
automatizar e de aplicar na analise genética em larga escala. Deste modo, a informacéo
gerada sobre os SNPs pode ser posteriormente, utilizada em varios niveis nas analises
do DNA como: marcadores no mapeamento genético; material de estudo na
identificacdo de SNPs funcionais e seu respectivo fenotipo; e ferramenta para estudos
populacionais, por comparacdo do genoma de individuos de diferentes populagdes
(ZHANG E HEWITT, 2003).

ESCREVER SOBRE O TRABALHO DA LILAS

2.4.3. Andlises filogenéticas

As analises filogenéticas sdo feitas com base no alinhamento de sequéncias que
possibilitam a comparacgéo entre pares de bases similares e a partir disso se possibilita a
inferéncia sobre a proximidade filogenética das espécies. Os alinhamentos sdo técnicas
de comparacdo entre duas ou mais sequéncias biologicas, que buscam séries de
caracteres individuais que se encontram na mesma ordem nas sequéncias analisadas
(VERLI, 2014). Séo frequentemente utilizados na comparacdo de sequéncias contra
grandes bancos de dados, exatamente como faz o BLAST, que procura a similaridade de
uma sequéncia de entrada contra milhdes de outras presentes em seu banco de dados.
Estes alinhamentos sdo feitos também comumente no software Geneious, que é
utilizado para executar diversos comandos que envolvem estudos gendmicos.

Depois que o alinhamento foi proposto, diversos métodos podem ser usados para
estimar a filogenia das sequéncias estudadas. Podemos dividir estes métodos em dois
principais grupos: métodos quantitativos e métodos qualitativos. Estes grupos diferem
na forma como os dados s&o tratados, refletindo diretamente como os dados do
alinhamento serdo inicialmente processados. Os principais métodos utilizados sdo o de
méaxima parcimoénia, maxima verossimilhanca e inferéncia Bayesiana, por se tratarem de

métodos que buscam uma Unica filogenia entre diversas arvores (BRAUN et al., 2014).
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Estes sdo executados em geral atraves dos programas, Geneious (KEARSE et al., 2012),
MEGA (TAMURA, et al., 2013), Mr. Bayes (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003)
BEAST (SUCHARD et al, 2018) PAUP (SWOFFORD, 2002) que em geral
representam o contexto evolutivo dos organismos de forma grafica em arvores
filogenéticas.

Para as analises filogenéticas podem ser utilizadas sequéncias de aminoacidos,
de nucleotideos, genes e até o genoma completo Quando se analisa sequéncias de
nucleotideos ou aminoacidos para inferir uma filogenia, se utiliza de informacdes
derivadas das taxas evolutivas para determinar a sequéncia de eventos que levaram ao
surgimento de novos organismos. A taxa de evolu¢do molecular refere-se & velocidade
na qual os organismos acumulam diferencas genéticas ao longo do tempo. Essa taxa é
frequentemente definida pelo nimero de substituicdes por sitio (ou posicdo no
alinhamento de sequéncias) por unidade de tempo e, portanto, sdo usadas para descrever
a dindmica das mudancas em uma linhagem ao longo de varias geragdes (BRAUN et al.,
2014).
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ABSTRACT

Mitogenomes in plants are well-known as exhibiting high diversity in genome
size architecture and repetitive DNA sequences. In this research study, we report on the
complete mitochondrial genomes of S. tuberosa and S. mombin using lllumina paired-
end and mate-pair end reads. These genomes were obtained by a combination of
methods of de novo assembly and contig extension. The mitogenomes of S. tuberosa
and S. mombin showed 779,106 bp and 674,156 bp in length, with a total of 74 genes
and 68 genes, respectively. Genome comparisons showed many rearrangements that
were mediated by repetitive DNA, and also high incorporation of DNA from
chloroplast. In summary, we demonstrate: (1) first complete mitochondrial genomes for
the genus Spondias; (2) the synteny between S. tuberosa and S. mombin showed
rearrangements, mediated by repetitive DNA; (3) that gene content in Spondias
mitogenomes is highly conserved; and (4) the high incorporation DNA from chloroplast

genome.

Keywords: Mitogenomes. Evolution. Spondias.



55

1. Introduction

The plant mitochondrion is an organelle important to produce energy (Ogihara et
al., 2005) and its structure is formed by double helix DNA in a chromosome master or
master circle configuration. It might also be composed of other small circular
chromosomes or sub genomes (Wu et al., 2015; Shearman et al., 2016). The
mitochondrial genome (mitogenome) structure is highly diverse in flowering plants,
including having sizes of high variability, repetitive DNA sequences and frequency of
recombination across large repeats, low gene densities, and low rates of nucleotide
substitution (Gou et al., 2017; Gualberto et al., 2014). The plant mitogenome expansion
is primarily due to accumulation of repetitive sequences and incorporation of DNA
from chloroplast and nuclear genomes (Alverson et al., 2010), resulting in complex
genomes that are difficult to be assembled with short paired-end reads sequencing

technologies.

The mitogenomes of plants are large and complex compared to animals, of
which all animal mitogenomes are about 15-17 kb in length, while plant mitogenome
range 200 kb to 11 Mb in length, however, the plant mitogenomes do not contain
significantly more genes than animals mitogenomes (Gualberto et al., 2017). The plant
mitogenomes have low mutation rates when compared to plastid and nuclear genomes,
however, the rearrangements are frequent and is an important characteristic, which can
be used for evolutive inferences among close species. The achievement of complete
mitogenomes allows for the analysis of rearrangements, incorporation of DNA from
chloroplast and nuclear genomes, as well as for description of repeat sequences in recent
species, as genus Spondias, which had recent diversification (approximately 20 million
years ago) (Machado et al., 2015) or intraspecific variation, as described in different

accessions of maize, of which revealed important structural changes in the mitogenome
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(Allen et al., 2007). For other hand, the abundance of repeat sequences difficult the
genome assembly, which is necessary long-read (PacBio) or long insert libraries (mate-
pair) to obtain the master circle.

The genus Spondias belongs to the family Anacardiaceae, and comprises 20
species from the Neotropical, Asian, and Madagascar regions (Mitchell and Daly, 2015;
Machado et al., 2015). In Brazil, the most common species are S. tuberosa Arr. Cam
(Umbuzeiro), S. mombin L. (Cajazeira), S. purpurea L. (Sirigueleira), S. dulcis Sonn.
(Cajaraneira), and e Spondias venulosa Mart. Ex Engl (Cajazinho) (Silva et al., 2015)].
Recently, several studies have characterized the genus Spondias by means of
phylogeography (Balbino et al., 2018), complete chloroplast genome assembly (Santos
and Almeida, 2019), SNP analysis (Nobre et al., 2018), and molecular phylogeny
(Machado et al., 2015; Silva et al., 2015). Aside from this, the taxonomy of the genus is
still not clear and the mitogenomes can help to understand the putative hybrid origin for
many species within the genus. However, there is no report to date for complete
mitogenomes in the genus. With the advent of next-generation DNA sequencing
technologies, there has been an increase in the number of mitogenomes sequenced;
however, within the order Sapindales, which comprises 460 genera and 5,670 species,
only one mitogenome (Citrus sinensis L.) has been completely sequenced (Yu, et al.,
2018). This study aimed to sequence the mitogenomes of S. tuberosa and S. mombin
using high-throughput sequencing technology and analyses of repeat abundance and

rearrangements.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material, DNA isolation, and high-throughput DNA sequencing
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Plant material of S. tuberosa and S. mombin was collected in the state of
Alagoas, Brazil, and total DNA was extracted (including nuclear, chloroplast, and
mitochondrial DNA) through use of approximately 2 cm? of the leaves following the
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) extraction method (Doyle and Doyle, 1987).
The quantity and quality of the extracted DNA were verified by visualization on 1%
agarose gel. The DNA sample was fragmented mechanically into 400-600 bp to
construct the sequencing paired-end library. The fragments were ligated with adapters
using the “Nextera DNA Sample Preparation” (Illumina) the 2x100 bp paired-end were
sequenced on the Illumina HiSeq2500 platform. Mate pair library was prepared with
high molecular weight genomic DNA using Illumina Nextera Mate Pair Sample
Preparation Kit, according to the manufacturer’s instructions for a gel-free preparation
of 2-4 kb effective insert size library and sequenced on the Illumina HiSeq2500
platform. The sequencing was performed at the Central Laboratory for High
Performance Technologies in Life Sciences (LacTad-Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida) at the State University of

Campinas-UNICAMP, S&o Paulo.

2.2. Mitogenome assembly, annotation, and comparison

The Illumina reads were filtered using BBDuk (implemented in Geneious R9
software) to remove the Illumina adapters, artifacts and to quality-trim. To generate the
mitogenomes of S. tuberosa and S. mombin, a total number of 245,955,843 reads and
136,312,628 reads, respectively, were assembled in the Ray software version 2.3.1
(Doisvert et al., 2012) and SPAdes software version 3.12.0 (Bankevich et al., 2012)
(Table 1) on Linux architecture (distribution ubuntu 16.04 LTS). The de novo contigs

were then manually merged using mate pair reads in the Geneious R9 software. Genome
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annotation was achieved using Citrus sinensis as the reference by the Geneious
annotation tool and was checked with the annotation achieved using Mitofy (Alverson
et al., 2010). For annotation using Geneious, a minimum of 70% identity cutoff between
the genomes was considered. The annotations were individually checked and, where
necessary, were manually corrected for start and stop codons. A graphic representation
of the mitogenomes was created using Organellar Genome DRAW (Lohse et al., 2013).
Comparison among Spondias mitogenomes and chloroplast genomes was performed
using ATV (Ankenbrand et al., 2017) and repeat analysis was achieved by Circoletto

(Darzentas et al., 2010).

2.3. Microsatellites analysis

The mitogenomes were analyzed using Phobos software (Mayer, 2010)
implemented from Geneious R9, searching for di, tri, tetra, penta, and hexa- and hepta-
nucleotide motifs, with a minimum of five repeats. Seventeen microsatellites were
selected widespread in the mitogenome of S. tuberosa (Fig. S2), and primers (Table S1)
were designed using Primer3 software (Koressaar et al., 2007) for polymorphism
analysis in 20 of the individuals of S. tuberosa. For primer design, we used the
following criteria: annealing temperature of 50-60 °C; a maximum difference of 2 °C
between primer pairs; and a GC content of between 40% and 60%. PCR amplification
from 20 samples was performed using a volume of 50 ul containing 5 ul of a reaction
buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1 U Tag DNA polymerase, 0.5 uM of each
primer, and 200 ng of DNA. Amplification was achieved with an initial denaturation of
94 °C for 3 min, followed by 35 cycles at 94 °C for 30 s, annealing at 55-60 °C for 30 s,

and final extension at 72 °C for 10 min. The PCR reactions were performed in a
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BioCycler thermocycler and the PCR products were subjected to electrophoresis on 3%

acrylamide gel to confirm amplification.

3. Results
3.1. Mitogenome assembly

De novo contigs using 24,6 Gb for S. tuberosa and 13,6 Gb for S. mombin (Table
1) resulted in eight scaffolds for S. tuberosa and seven scaffolds for S. mombin. The
contigs were merged by mate-pair reads in the circular chromosomes corresponding to
the circular mitogenomes of S. tuberosa and S. mombin. The mitogenomes showed
779,106 bp and 674,156 bp for S. tuberosa and S. mombin, respectively (Fig. 1). Both
mitogenomes consisted of several repeated regions, which are in greatest abundance in
S. tuberosa, with large repeats (> 150kbp), while S. mombin showed minor repeat
blocks (Figs. 2A and 2B). A total of 74 genes were identified in S. tuberosa
mitogenome, including 30 protein-coding genes, 39 tRNAs, and four rRNAs. For S.
mombin, we identified a total of 68 genes, including 30 protein-coding genes, 34

tRNAs, and three rRNAs (Table S2).

3.2. Mitogenomes Evolution

The chloroplast and mitochondrial genomes of both species have high and
widespread homologies which are most likely as a result of horizontal sequence
transfer, of which the S. tuberosa mitogenome incorporated more chloroplast DNA than
did the S. mombin mitogenome (Figs. 2C and 2D), resulting in extensive repetitive
sequences in both mitogenomes. We observed that most repeat regions showed high
coverage (Figs. 2A and 2B) because of the similarity with chloroplast sequences (Figs.

2C and 2D). Both Spondias mitogenomes shared high sequence homology with each
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other (approximately 85%), besides the great extensive rearrangements observed (Fig.
3A). When the Spondias mitogenomes were compared with Citrus sinensis
mitogenome, minor sequence homologies and high rearrangements were observed

(Figs. 3B and 3C), which indicated low synteny among these mitogenomes.

3.4. Microsatellites analysis

SSR analysis showed an extensive number of di- to hepta-nucleotides in both
Spondias mitogenomes (Fig. S1), of which all motifs were found in both mitogenomes,
except for pentanucleotide in the S. tuberosa (Fig. S1). Among microsatellites motifs,
dinucleotides were the most frequent in both mitogenomes, whereas in S. tuberosa the
average number of SSR motifs was more abundant than in S. mombin. Furthermore, we
tested these SSRs for intraspecific polymorphism, but the results revealed no
polymorphism, indicating no intraspecific variation in these loci. However, in silico
analysis between S. tuberosa and S. mombin showed polymorphism for four

microsatellites loci (Fig. 4).

4. Discussion

The mitogenomes have been characterized by repeat abundance, incorporation
of chloroplast DNA, and extensive rearrangements, which hinder the genome assembly
(Shearman et al., 2016; Silva et al., 2017). Generally, mitogenome de novo assemblies
need long insert libraries like mate pair or PacBio reads to manually merge the
scaffolds. In the present study, we demonstrated the first de novo assembly for two
mitogenomes of the genus Spondias and provided a robust analysis for the evolution of
mitogenomes in the Sapindales order using a combined set of single-end and mate-pair

Illumina short read libraries. Our results revealed that the mitogenomes of S. tuberosa
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and S. mombin show many rearrangements, possibly due to the high abundance of
repeat found and the high incorporation of chloroplast DNA. The incorporation
chloroplast DNA has been reported in the other studies, as in the Rhazya stricta (Park et
al., 2014) and Saccharum officinarum (Shearman et al., 2016). The results suggest that
incorporation of chloroplast DNA may contribute to mitogenome expansion in the

genus Spondias.

Plant mitogenomes are characterized by many rearrangements and show fast
evolution, in which even very closely-related plant species show differences in their
genome structure (Tang et al., 2015). Indeed, this conclusion is observed in the present
study as we observed that both mitogenomes of the close species of Spondias showed
notable differences in their genome structure, regardless of the recent diversification
that Spondias has experienced (Muellner-Riehl et al., 2016). Although the two Spondias
mitogenomes showed high sequence identity, the main differences were observed in the
gene order and repeat content incorporated by chloroplast DNA insertion agreeing with
the plant pattern for mitogenomes evolution (Gualberto et al., 2014). High conservation
of sequence homology was observed in the 17 microsatellites loci; this polymorphism
was not detected in the 20 individuals of S. tuberosa, suggesting high intraspecific
sequence conservation, and only four loci showed polymorphism between S. tuberosa
and S. mombin. Notably, these microsatellites loci can be used rather for species
identification instead of population genetics, in which fragment analysis is very fast and
cheap when compared with sequence data that have been determined for Spondias

(Balbino et al., 2018).

Recent phylogenies based on chloroplast (Silva et al., 2015) and nuclear
sequences (Machado et al., 2015; Nobre et al., 2018) were reported for Spondias, which

shows S. tuberosa in the derived clade while S. mombin is shown in the basal clade. The
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nuclear genome content determined by flow cytometry showed that species in the
derived clade has genomes greater than basal species, suggesting the increase in the
genome size in derived species. This trend was also observed in the mitogenomes of
Spondias, wherein the S. tuberosa mitogenome is greater than the S. mombin
mitogenome, which suggests that mechanisms of genomes increasing may act in both
nuclear and mitochondrial genomes. In summary, we demonstrate: (1) first complete
mitochondrial genomes for the genus Spondias; (2) that the synteny between S. tuberosa
and S. mombin revealed notable rearrangements; (3) gene content and sequences
identity in Spondias mitogenomes are highly conserved; and (4) the incorporated

chloroplast DNA contributes to the increase of mitogenome size.
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Legends figures

Figure 1. Genome map of Spondias mitogenomes. (A) Circular chromosome map for S.
tuberosa, and (B) Circular chromosome map for S. mombin. In the both maps, the genes
on the inside of outer circles are transcribed in a clockwise direction, while genes on the
outside of outer circles are transcribed in an anticlockwise direction. Genes belonging to

the same protein complex are in the same color as described in the legend.

Figure 2. Comparative analyses of mitogenomes. (A) satellite regions in the genome of
S. tuberosa, (B) satellite regions in the mitogenomes of S. mombin, (C) sharing of
regions between cpDNA and mtDNA of S. tuberosa, (D) comparison between the
mitogenoma S. mombin and cpDNA. The inner circle reveals the distribution of repeats
in two mitogenomes, with curved lines and ribbons connecting pairs of repeats and
proportional width to repeat size. The blue lines represent the repeats distributed in the
genome (A, B). The green ribbons represent similarly high regions between cpDNA and
mtDNA (C, D). The red lines represent regions with similarly low and intermediate

colors representing regions that have undergone some change.

Figure 3. Dynamic of rearrangements between three species of Sapindales
mitochondrial genomes, with curved ribbons connecting pairs of syntenic blocks and
width proportional to block size. (A) S. tuberosa vs. S. mombin; (B) C. sinensis vs. S.

tuberosa; and (C) C. sinensis vs. S. mombin.

Figure 4. Distribution of the microsatellite in the mitogenoma of S. tuberosa and S.

mombin based on: (A) number of SSR motifs; (B) number of repeats
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Figure S1. Microsatellites in the mitogenoma of S. tuberosa and S. mombin according to

SSR motifs

Figure S2. Distribution of 70 microsatellites in the mitogenome of S. tuberosa
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Figure 1. Genome map of Spondias mitogenomes. (A) Circular chromosome map for S. tuberosa and (B) Circular chromosome map for S.
mombin. In the both maps, the genes on the inside of outer circles are transcribed in a clockwise direction, while genes on the outside of outer
circles are transcribed in a reverse direction. Genes belonging to the same protein complex are in the same color as described in the legend.
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Figure 2. Comparative analyzes of mitogenomes. (A) satellite regions in the genome of
S. tuberosa (B) satellite regions in the mitogenoma of S. mombin C) sharing of regions
between cpDNA and mtDNA of S. tuberosa D) comparison between the mitogenoma S.
mombin and cpDNA. The inner circle reveals the distribution of repeats in two
mitogenomes, with curved lines and ribbons connecting pairs of repeats and
proportional width to repeat size. The blue lines represent the repeats distributed in the
genome (A, B). The green ribbons represent represents similarly high regions between
cpDNA and mtDNA (C, D). The red lines represent regions with similarity low and
intermediate colors represent regions that have undergone some change.
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Figure 3. Dynamic of rearrangements between three species Sapindales mitochondrial genomes, with curved ribbons connecting pairs of syntenic
blocks and width proportional to block size. The numbers give genome coordinates in kilobases, a) S. tuberosa versus S. mombim, b) C. sinensis
versus S. tuberosa and c) C. sinensis versus S.mombin.
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Table 1. Summary of lllumina sequencing and assembling
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Description

Spondias tuberosa

Spondias mombin

1.Number of single-end reads 152,638,887 -
2.Number of paired-end reads 28,132,784 18,248,064
3. Number of Mate-pair (2-4kb) 19,221510 22,755,148
4. Number of Mate-pair (2-4kb) 45,962,662 95,309,416
Reads length (nt) 100 100
Total reads assembled 245,955,843 136,312,628
Total length sequenced (Gb) 24,6 13,63
Coverage 47.94x 28.57
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Table S1. Primer sequence (F, forward and R, reverse), motifs, number of repetitions, allele size
(bp), number of alleles (N ) test for 17 mitochondrial microsatellites in Spondias tuberosa.

Loci Primer sequence Motifs Allele size (bp)
F: CCGACCGAGTAGGATCCCTA

tub4 (TA)19 101
R: CGATCTGCGATCCACTGGAA

g FiAGAGAGCCCCTCCCTGTAAG AL -

u R: AAGTGCTTGATGACTCGGCA (TA)
F: TGAAATGCGACCGAGAAGCT

Wh8 . T AGGAGGGCACGGTTAAGGA (GA)9 212
F: GAATAAGCAGCGCTCTTGGC

Whl0 b 1 TCTCGACGCAGGAGATTCG (CT)9 229

\p1a  FACTTTTTGGGCCAGCTCAGT ST -

u R: TGGACTGGACACGTGTTAGC (GTT)
F: CCCATATCGAGAAAGGGCCC

tub18 (AC)7 203
R: GATCATGGCATGTGTCACGC
F: TGTCTTGATTGGCAGTCGCT

tub22 (AAG)S 250
R: TCCGGATCTCGTTGTTTGGG
F: TCTCCCTCGACCTGCAAGTA

tub26 (TAAG)15 252
R: TCCAATGGCCAATTCACCACT
F: GTACACAGTGCCCCACAACT

Wb29 . TTTGATTGCTCCCGCTTCCT (TA)11 241
F: TTTATCTTCAGGCTGCCGCA

tub38 (AT)15 263
R: AGGGCCTTTAAAGAGCGTGA
F: CGCATGCATGTGTCATCACC

tub41 (AAG)7 221
R: TCAGACGTTTCCACTCCTGC

a3 T TCAATCAATTGGTCCGCGGA R -

u R: GATTCGGATAGGGGAGCAGC (AT)
R: TGCTCACTTCGGTAAGAGCG (AT)11
F: GTTCAGGAGCGAGCAAGACT

tub46 (AT)12 244
R: ACCCACCATACCTTGCTTCG
F: TAGCCGGTTGCAAATCCACT

tub47 (TC)9 193
R: TTCCTTCTTGTGGCTGGGTG
F: GCTCCGACCCAGCAAGTAAT

W72 o ACGGACGTGGCCAAAACATA (AAGA)6 276




Table S2. Genes in the mitochondrial genome of Spondias.
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Gene function

Gene name

S. tuberosa

S. mombin

Complex |

Complex Il

Complex I

Complex IV

ATP synthase
Cytochrome -c biogenesis
Ribosomal protein small
(SSV)

Ribosomal protein large
(LSU)

SecY-independent

transport

Transfer RNAs

Ribossomal RNAs

nadl, nad2, nad4 (2x), nad4L,
nad5, nad6, nad7, nad9

sdh4

cob

cox1, cox2, cox3

atpl, atp4, atp6, atp9 (2x)
ccmB, cemC, ccmFC, ccmFN
rps3, rps4, rps7, rpsl0

rpl2, rpl5, rpl10, rpll6

mttb
tRNA-Ser(4x),  tRNA-Tyr,
tRNA-Trp,  tRNA-Pro(2x),
tRNA-Phe(2x), tRNA-Met

(6x), tRNA-Lys, tRNA-

lle(2x), tRNA-His, tRNA-
Gly, tRNA-Glu(3x), tRNA-
Cys, tRNA-Asp(3x), tRNA-
Arg

rn5, rrnl8, rrn26(2x)

nadl, nad2, nad4 (2x), nad4L,
nad5, nad6, nad7, nad9

sdh4

cob

cox1, cox2, cox3

atpl, atp4, atp6, atp9 (2x)
ccmB, ccmC, cemFC, ccmFN
rps3, rps4, rpsl0

rpl2, rpl5, rpl10, rpll16

mttb
tRNA-Ser(5x),  tRNA-Tyr,
tRNA-Trp,  tRNA-Pro(2x),
tRNA-Met (6x), tRNA-Lys,
tRNA-Ile(2x),  tRNA-His,
tRNA-Gly,

tRNA-Glu(3x),

tRNA-Cys, tRNA-Asp(3x)

rrn5, rrnl8, rrn26
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Abstract

The genus Spondias belongs to the Anacadiaceae family and comprises 20
species, of which 10 are native to Brazil. Spondias is characterized by having
economically and ecologically important species. Cytogenetic studies using
chromosome banding and genomic in situ hybridization have suggested that the
genomes of these species are similar in their repetitive DNA, but cytogenomic studies
are necessary for further understanding of the genomic evolution of the genus. The aim
of study was the characterization of the genome of Spondias species by genome size
estimates and repetitive DNA. The genome size estimates were obtained by flow
cytometry and repetitive DNA was accessed using low coverage sequencing from
Illumina single-end and paired-end reads, following the satellite DNAs being
characterized by fluorescent in situ hybridization. The genomic size estimates showed
sizes of 460 to 530 Mb (2C values ranging from 0.98 to 1.08 pg), indicating small
genome sizes for the Spondias genus. The cluster analysis using single-end and paired-
end reads revealed that the fraction of repetitive DNA ranged from 31.02% (Spondias
bahiensis) to 49.66% (Spondias dulcis). Two satellite DNAs were found in all species
and another two satellites were specific for some species. The first two satellites
corresponded to terminal constitutive heterochromatin, and one of them, the SatSpo3
satellite, corresponded to the cromomicin A3 bands that are highly represented in the

genus.

Keywords: cytogenomic, repetitive DNA, genomic evolution



82

Introduction

The genome size has been shown to be an important genome component; it is
associated with the amount of nuclear DNA and has been correlated with the amount of
repetitive DNA components. The amount of DNA in the nuclear genome has been
described as a C-value paradox (1C values are measured in picograms, with 1 pg
equivalent to 978 Mb) and is an important approach to evolutionary studies (Kelly and
Leitch, 2011; Pellicer et al., 2018).

Repetitive DNA is an important component of eukaryotic genomes that may
account for more than 90% of the genome size (Kazazian Jr., 2004) and includes diverse
families of mobile elements and satellite DNA (satDNA) (Macas et al., 2015). The
mobile elements are the most abundant component of plant genomes and can be found
in the retrotransposons or Class I (“copy and paste”) and transposons or Class II. Class I
is mainly composed of long terminal repeat (LTR) retrotransposons and non-LTR
retrotransposons and Class II is characterized by a mechanism of “cut-and-paste” and
non-autonomy (Rebollo et al., 2012, Wicker et al., 2007).

satDNA is characterized by long arrays of tandemly arranged units (monomers),
spanning up to megabases in length and are frequently associated with blocks of
heterochromatin in the nuclear genomes of plants (Macas et al., 2002). satDNA has a
high evolutionary rate in sequence diversity and most satellite repeats have many
families and may be species or genus-specific (Macas et al., 2002). Genomic size
estimates allow access to important traits of the genome and are extensively used in
evolution studies (Kelly et al., 2015; Pellicer et al., 2018) and with the advent of high

throughput sequencing have been used to provide better understanding of genome
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evolution, inferring the evolution of satellite DNAs, ribosomal DNA, and mobile
elements (Kelly and Leitch, 2011).

The genus Spondias is the most important one in the Anacardiaceae family and
comprises 20 species, of which 10 occur in Neotropical regions (Mitchel and Daly,
2015). Some species are characterized by being economically and ecologically
important because their fruits are utilized as food by humans and animals. Among the
species that occur in Brazil, S. bahiensis was recently described by Machado et al.
(2015) and other species include are S. mombin L. (cajd), S. tuberosa Arruda Camara
(umbu), S. dulcis L. (cajarana), and S. purpurea Parkinson (siriguela). The newly
described species S. bahiensis has been reported to be a natural hybrid and this
hypothesis has been corroborated by molecular studies (Machado et al., 2015; Nobre et
al., 2018). Phylogenetic studies have shown close relationships among species, with S.
tuberosa, S. bahiensis, and S. venulosa being more derived, while S. purpurea, S. dulcis,
and S. mombin are found in the first diverging lineage (Machado et al., 2015; Nobre et
al., 2018; Silva et al., 2015).

Cytogenetic study of six Spondias species showed 2n = 32 chromosomes and
constitutive heterochromatin rich in CG content, while genomic in situ hybridization
across species showed high sharing of repetitive DNA (Almeida et al. 2007). In a
similar way, genomic studies including genome size estimates and characterization of
repetitive fractions allow for further understanding of the genomic evolution of
Spondias genus. In the present study, we investigated the questions: (1) What are the
genome size estimates for species in the genus Spondias? (2) What are the components
and amounts of the repetitive fractions in the genome of species in the genus Spondias?

And (3) What are the characteristics of the satDNA in S. tuberosa?
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Materials and methods

Genome size estimation using flow cytometry

For flow cytometry, a suspension of nuclei from young leaves was prepared as
described by Loureiro et al. (2007) using WPB buffer. The genome sizes were
estimated using a CyFlow SL flow cytometer (Partec, Gorlitz, Germany). The final
DNA content for each accession was calculated based on at least three different
measurements. As an internal control, young leaves of Glycine max cv “Polanka” (2C =
2.50 pg DNA) (Dolezel and Greilhuber, 2010) were used. The software FloMax (Partec)

was used for data processing.

Plant material, DNA isolation, and high-throughput DNA sequencing

Plant material from S. tuberosa, S. bahiensis, S. dulcis, S. mombin, and a hybrid
(S. tuberosa x S. bahieneis) were collected in the state of Alagoas, Brazil, and the total
DNA was extracted (including nuclear, chloroplast, and mitochondrial DNA) through
use of approximately 2 cm2 of the leaves following the cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) extraction method. The quantity and quality of the extracted DNA was
verified by visualization on 1% agarose gels. The DNA samples were fragmented using
a mechanical mechanism into 400-600 bp to construct the sequencing paired-end
library. The fragments were ligated with adapters using the “Nextera DNA Sample
Preparation” (Illumina) according to the manufacturer’s instructions and the 100 nt
single-end and 2 x 100 bp paired-ends were sequenced on the Illumina HiSeq2500
platform. The sequencing was performed at the Central Laboratory for High

Performance Technologies in Life Sciences (LacTad-Laboratério Central de
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Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida) at the State University of

Campinas-UNICAMP, S&o Paulo.

Graph-based clustering of DNA reads

The reads were trimmed using the BBDuk and were used as input for
comparative graph-based clustering with RepeatExplorer (Novak et al., 2010) and with
Tandem Repeat Analyzer (TAREAN) software (Novék et al., 2017), implemented
within the Galaxy environment (http://repeatexplorer.umbr.cas.cz/) for repeat
identification. The RepeatExplorer analysis allowed us to detect the genomic proportion
of the repetitive DNA while the TAREAN is a computational pipeline for identification
of repeats from unassembled sequence reads. For graph-based clustering we used
495,974 reads for S. tuberosa, 296,743 for S. mombim, 476.671 for Spondias sp,

677.087 for S. bahiensis, and 252.458 for S. dulcis (Table 1).

Slide preparation

Root tips from S. tuberosa growing in pots were collected and pre-treated with
8-hydroxyquinoline for 20 h at 10°C, fixed in ethanol:acetic acid (3:1; v/v) for 2 to 24 h
at room temperature and stored at —20°C. The root tips were washed in distilled water
and digested with 2% cellulase (Onozuka) and 20% pectinase (Merck) at 37°C for
90 min. The apical meristems were squashed in 45% acetic acid under a coverslip. The

coverslip was removed under liquid nitrogen.

Staining with CMA/DAPI and in situ hybridization
For the CMA/DAPI fluorochrome banding, the slides were aged for three days at

room temperature and then directly stained with 0.5 mg/mL CMA (Sigma) for 1 h and 2
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mg/mL of 4’,6-diamidino2-phenylindole (DAPI) (Sigma) for 30 min. The slides were
mounted in 1:1 (v/v) Mcllvaine’s buffer-glycerol with 2.5 mM MgCl, (pH 7.0) and kept
in the dark at room temperature for three days before analysis (Schweizer & Ambros,
1994).

For in situ hybridization, the probes were obtained using the consensus
sequence, for which the oligos were labeled with Cy3-dUTP and 6-carboxyfluorescein
(6-FAM). In situ hybridization was performed according to Pedrosa et al. (2002). The
hybridization mix contained 50% formamide (v/v), 10% dextran sulfate (w/v), 2 x SSC
and 50 ng of each probe. The final hybridization stringency was estimated to be
76%. The slides were mounted with DAPI (4 ug mL")/Vectashield (Vector) 1:1 (v/v)
and analyzed under an epifluorescence microscope (Leica DMLB) equipped with DAPI,
FITC, and Cy3 filters. Images were recorded using a Cohu CCD camera and the

software Leica QFISH before editing with the software Adobe Photoshop CS5.

Results
Genome size estimates

The results of flow cytometry showed that the genome size ranged from 460 Mb
to 530 Mb (Table 1), among which the smallest genome was S. pupurea and the largest
was S. dulcis. Pairwise comparison among species using Tukey’s test (p<0.05) showed
that S. dulcis, S. tuberosa, and the hybrid had a similar genome size, while S. mombin
had an intermediary sized genome and S. purpurea had the smallest genome (Figure
1A). The genome size estimates showed strong correlations with phylogenetic
relationships of the species, for which the phylogenetic tree using trnH-psbA, rbcL, and

matK plastid sequences showed a highly phylogenetic signal (A = 0.88, p < 0.05),
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suggesting that the derived clade showed the largest genome sizes, while the first

diverging lineage showed smaller genome sizes (Figure 1B).

Repeat composition of Spondias

High-throughput DNA sequencing was performed on four species and a natural
hybrid, which obtained 100 nt single-end reads for S. bahiensis and the hybrid, 2 x 100
nt paired-end reads for S. tuberosa and S. mombin, and 2 x 150 nt for S. dulcis. The
sequences were analyzed using Graph-based clustering and the repetitive fraction
corresponded to 49.99% in S. dulcis, 34.60% in the hybrid, 35.57% in S. tuberosa,
31.02% in S. bahiensis, and 33.43% in S. mombin (Table 1). Clusters representing
repeats making up at least 0.01% of the genome were characterized, of which the results
for each species separately showed 101 (15.11% of the genome) clusters in S. tuberosa,
106 (22.24 of the genome) in S. mombin, 110 (18.82% of the genome) in the hybrid,
109 (14.12% of the genome) in S. bahiensis and 137 (29.65% of the genome) in S.
dulcis (Table 1).

The repeat composition of the species displayed that transportable elements (TE)
were more abundant in all genomes, except for the hybrid (Table 2), among which the
LTR retrotransposons, including tyl/copia and Ty3/gypsy, represented the major
fraction of all of the analyzed genomes. The TE was mostly represented in S. dulcis,
which corresponded to 5.021% for Tyl/copia and 13.145% for Ty3/gypsy (Table 2).
Among the LTR retrotransposons families, Angela, chromovirus, and Tork were the
most abundant in the genus. The repetitive fraction that corresponded to satellite DNA
ranged from 3.46% (S. dulcis) to 7.47% (S. mombin), indicating a considerable
proportion of satDNA. The rDNA showed moderately repetitive DNA, which ranged

from 0.94% (S. mombin) to 4.256% (the hybrid) (Table 2).
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High-throughput search for satDNAs

The results of graph-based clustering of unique nuclear reads showed two
satDNAs in all genomes (SatSpol and SatSpo2) (Figure S1 and Table S1).
Additionally, we found two satDNAs in S. tuberosa and S. mombin (SatSpo3 and
SatSpo4) (Table S1) and one satDNA exclusively in S. tuberosa, interlaced on the
intergenic spacer of DNAr (Figure S2). The monomers length showed a low variation,
such as SatSpo2 with 145 bp (detected as a variation with 156 bp), SatSpo2 with 363
bp, and SatSpo3 and SatSpo4 with 185 pb and 213 bp, respectively (Table S2). The
satDNA found on the intergenic spacer of DNAr showed a monomer length of 564 bp.
Remarkably, SatSpol showed a CG content of 47%, while SatSpo2 displayed a CG
content of 70% (Table S2). The analysis of satDNA families showed that SatSpol had
12 families in S. tuberosa, S. mombin, S. bahiensis and S. dulcis; however, S. bahiensis
had the nuclear genome shared families from S. dulcis and S. tuberosa (Figure 2A). The
phylogenetic relationship among the SatSpol families showed the families of S.
mombin in the first clade and the families of S. tuberosa and S. dulcis in the second
large clade; however, in the second clade we observed a subdivision between S.
tuberosa and S. dulcis (Figure 2B). The phylogenetic tree revealed that S. bahiensis
shared families with S. tuberosa and S. dulcis (Figure 2B). SatSpo2 was observed in

only one family in the genus Spondias.

In situ hybridization in S. tuberosa
Heterochromatin that is CMA positive in a terminal location was observed in
five chromosome pairs (Figure 3A and 3D), of which for two the labeling corresponded

to 35s rDNA. The FISH for SatSpol satDNA labeled all complementary chromosomes,
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although some chromosomes showed weak signals (Figure 3B and 3E) and sometimes
the signals of SatSpol were close to the labeling of SatSpo2 (compare Figures 3B and
3C). The characterization of SatSpo2 in the chromosomes of S. tuberosa showed
terminal strong signals in four chromosome pairs and double staining with CMA
revealed SatSpo2 corresponded to the CMA positive bands (Figure 3A, 3C, and 3F).
Two additional CMA positive blocks corresponded to 35S rDNA as described for S.

tuberosa (Almeida et al., 2007).

Discussion
Genome size of Spondias

Genome size (GS) is an important approach to estimate the amount of DNA in
the cell nucleus and is known as the C-value (Pellicer et al., 2018). The C-value has
been used in some groups of angiosperms, as described for the Fabaceae family (Macas
et al., 2015), Taraxacum sect. Taraxacum (Asteraceae) (Machackova et al., 2018), and
the genus Jathropha (Euphorbiaceae) (Marinho et al., 2018). The GS is classified using
the C-value, for which an 1C-value < 3.5 pg is characterized as a small genome (Kelly
and Leitch, 2011) The present study showed that the GS of Spondias species tends to be
small and there was some minor variation across species, among which the derived
species had larger GSs while the first diverging lineages had smaller GSs. Previous
phylogenetic analysis of the genus showed that S. mombin was the first diverging
lineage (Silva et al., 2015) and S. mombin was suggested to be an ancestral species of
the genus (Mitchell and Daly 2015). These results corroborate prior molecular studies
that have demonstrated low diversity among species in this genus (Silva et al., 2015,

Balbino et al., 2019).
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Repetitive sequences in Spondias

The repetitive DNA sequences in plant genomes make up a major fraction of
their GS and studies are important for understudying their evolutionary dynamic,
organization, distribution, and the relationships across congeneric species (Mehrotra and
Goyal, 2014). Studies with repetitive DNA sequences expanded after the development
of new sequencing approaches, because NGS can be used in clustering-based repeat
identification of moderately to highly repeated sequences.

Here, we demonstrated the characterization of repetitive fractions in four
Spondias species and a hybrid, for which the genome was found to be moderately
repetitive, except for S. dulcis with 50% repetitive DNA. Transportable elements are the
main components of the repetitive fraction in plants (Sveinsson et al., 2013) and in
Spondias the TEs were more abundant in all species; however, no great difference was
observed among species, and the main TE families showed similar proportions,
suggesting low genome diversification among species. Prior studies have suggested that
diversification of Spondias was recent (Machado et. al., 2015; Muellner-Riehl et al.,

2016), resulting in low diversification in the genus.

satDNA in Spondias

For satDNA, we observed two main satellites distributed in all species. SatSpol
showed high diversification in the genus, which was observed to be family and species-
specific, but on the other hand, SatSpo2 showed low variation across the species. The
low diversification in repetitive DNA was observed by genomic in situ hybridization,
during which a probe from S. tuberosa hybridized to all chromosomes of S. bahiensis,
suggesting high similarity in the sequences. Remarkable, Spondias has been revealed to

have terminal heterochromatin that is rich in CG (Almeida et al., 2007) and in the
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present study we detected a satDNA rich-CG, which FISH and CMA labeling revealed
that SatSpo2 corresponded to the heterochromatin rich-CG. However, the results of
SatSpol suggested that constitutive heterochromatin is formed by two main satellites,
for which both satDNAs were detected near or interlaced in the chromosomes of S.
tuberosa. A prior study showed that all neotropical species of Spondias have one site of
rDNA 35S and 5S; however, for S. tuberosa we detected one satellite interlaced in the
intergenic spacer of the rDNA. The sub repeat satellite on the intergenic spacer of the
rDNA has been detected in other species, such as in the genus Phaselous, for which one
satellite like the intergenic spacer of rDNA was located by FISH in the centromeric or
pericentromeric region of the chromosomes of P. vulgaris while in other species in the
genus it was restricting to intergenic spacers of rDNA (Almeida et al., 2012). Future
studies in Spondias will allow us to determine if the satDNA IGS-SPO is distributed in
many chromosomes or if it is restricted to the intergenic space of S. tuberosa.
Remarkably, the genus Spondias is characterized by natural hybrids, as
described by Nobre et al. (2018) for S. bahiensis, and the results of the satDNA analysis
demonstrated the hybrid origin of S. bahiensis, which shared the same satellites with
progenitor S. tuberosa for SatSpol and IGS-SPO satDNA. We concluded that the genus
Spondias has a recent diversification of repetitive DNA, with similar distributions of

TEs and satDNA families across species.
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Figure legends

Figure 1. Genome size estimates in Spondias. (A) 2C-values in four Spondias species
and a natural hybrid. (B) Molecular phylogenetic analysis by the maximum likelihood

method and signal phylogenetics for genome size estimates.

Figure 2. Diversification analyses for SatSpol satDNA in Spondias. (A) Heatmap
analyses in 11 SatSpol families in four Spondias species. The colors represent the
proportion of the families, in which red is more abundant and white represents absent
families. (B) Molecular phylogenetic analysis by the maximum likelihood method for

SatSpol families, with supported values estimated by bootstrap.

Figure 3. Characterization of SatSPol and SatSPo2 in Spondias tuberosa. (A and C)
CMA/DAPI labeling of chromosomes. (B and D) SatSpol probe and (C and E) SatSpol

probe. Arrowheads in B and D show minor signals.

Figure S1. Monomers of the SatSpol and SatSpo2 satellites in Spondias.

Figure S2. Structure of the 35S rDNA in Spondias, showing the 1GS-SPO subrepeat.
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and a natural hybrid. (B) Molecular phylogenetic analysis by the maximum
likelihood method and signal phylogenetics for genome size estimates.



97

S. tuberosa r

S. bahiensis

S. dulcis

S. mombin

A

SatSpo1 families

F2 F4 F1 F6 F9 F5 F10 F3 F8 F7 F11

—_—

F6 - S. mombin

F8 - S. mombin

F7 -S. mombin

F9 -5, mombin

Fl1-5. i

o F10-5. bis

F2 - 5. tuberosa
63 F2 - 5. bahiensis

F5- 5. twb

1.
'NEF S. tuberosa
F3 - S bahiensis
36 F4- 5. tub

63
26 == FA-5. bahiensis

i F1 - 5. bohiensis

F1  S.dulcs

Figure 2. Diversification analyses for SatSpol satDNA in Spondias. (A) Heatmap analyses in 11 SatSpol families in four Spondias species. The
colors represent the proportion of the families, in which red is more abundant and white represents absent families. (B) Molecular phylogenetic
analysis by the maximum likelihood method for SatSpol families, with supported values estimated by bootstrap.




Figure 3. Characterization of SatSPol and SatSPo2 in Spondias tuberosa. (A and C) CMA/DAPI labeling of chromosomes. (B and
D) SatSpol probe and (C and E) SatSpol probe. Arrowheads in B and D show minor signals.
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Table 1. Quantification of genome size and repetitive DNA analysis in species of the genus

Spondias.
Species Genome size  2C-Value  Analyzed Coverage Repetitive fraction
P (Mb) (pg) reads ° (%)
S. dulcis 525.67 1.08 252.458 0.072 49.66
Spondias sp 523.16 1.07 476.671 0.091 34.60
S. tuberosa 513.01 1.05 495.974 0.145 35.57
S. bahiensis 509.86 1.04 677.087 0.133 31.02

S. mombin 477.13 0.98 296.743 0.093 33.43




Table 2. Genome proportions of repetitive sequences in the Spondias.
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Genome [%]

Class Order  Superfamily Family
S.tuberosa  S. mombin Spondias sp. S. bahiensis S. dulcis
Ale 0.17 0.018 0.159 0.133 0.081
Angela 1.47 3.28 1.686 1.223 0.918
keros 0.40 0.242 0.344 0.325 0.037
Tyl/copia  Bianca - - - - 0,23
Ivana/Oryco - - - - 2.1
SIRE 0.015 0.013 - - 0.01
gﬁﬁgg:ﬁsg OESZ'nS HIR Tork 0.26 1.499 0.035 0182 1,645
Total 2.315 5.053 2.224 1.863 5.021
Athila 0.947 0.737 1.108 0.487 12.714
Ty3/gypsy Chromovirus 1.39 3.733 1.344 1.209 0.431
Tat 0.419 - 0.23 0.192 -
Total 2.756 4.474 2.682 1.888 13.145
Non-LTR (LINE) - 0.87 0.098 0.078 25
hAT 0.012 - 0.01 - -
Classified TEs-Transposons TIR
Mutator 0.126 0.396 0.047 0.095 0.071
Total 5.209 10.793 5.061 3.924 20.737
rDNA 2.59 0.94 4.256 1.956 1.52
Classified Repeats SAT 4.13 7.47 5.70 3.81 3.46
Total Unidentified 3.186 3.031 3.804 4.423 3.932
Total Repeat 15.115 22.238 18.821 14.118 29.649




Table S1. Satellites DNA sequence in Spondias

103

Satélites

Monbmeros

Tamanho
[pb]

GC [%]

Repeat [%]

S.
tuberosa

S. mombin

Spondia
ssp

S.
bahiensis

S.
dulcis

SatPO1

AAAACGACGCCCCGACATTTCTAGGGCAAAAGTTCGTGCGCCGGGTCAC
TTTCTCCGATTTGGACGAAAATTGACCAGAACAACAATTATGTTGTGCTT
TATCCAACGCCTTTTGTTTCGTTGAAAACGGAGGCTCGGAACTCGT

145

47

4.23

6.79

3.81

3.46

SatSPO2

AAAAACGCGGATTCCCCCCGTTCCTGCCACAACCGGCCCGCGGCACCAG
TTCACGTGCACTCCCCATGCCAAAACGAGGCCAACCGCGCGGCACTCGC
CCCCCGCCCCCGGGGGGCACCCCGCGGCCGCAACCCGTGTACTAACACC
CACGCCTTCGGGGCCCTTTCGCTGCCGCCCAGCCTTGCGCCAGCCATAA
GTTCGTCCCCCGCGGTCTTTTTGGGGCGCGCCACGGACCCTCGCGATCG
GGACGGAATTGCGAGCGCGCGGAATGGCTGCACGCCCCCAGGCCATGG
CAGGATCGCAAGTTATCGCCCGCGGACCGCTGCCCCGGTGTGTGCCACT
GTGTGGCCCAAGTTCCTGCCG

363

70

1.20

0.83

1.47

7.5

SatSO3

TGTGTACCTATGAATTTGTGTTGCAATTTGTTTTGATAACATATAATTAA
TTAAATAAATATGTGTACGTATACTTAATTGAATTAATTTGTAAACTTAT
GAATTTGTATTGCAATTTATTTTGATGACATTCAATTAATCGAATAAATT
TGTCTACTTATACATAATAATTAATTGAATTAATT

185

19

0.03

0.05

<0.01

<0.01

<0.01

SatSPO4

CCTGCAAATAAATCAACTTATGTAGTCAAATTAAAATTTTATTACTAGTA
ATCATAATAACTTTAACAAATAAAAGTTAAAAGGCATTTACTTATCTCC
AGTGTCGATCCTTCATGCAACAAGTTACTTGATGACAGTTGAATCTAAC
AAACTGTCATAAATTAACATTCTTATGTAGAATACAAATAATATATTAA
TGCTAAAGCTTCATTT

213

25

0.026

0.0

0.0

0.0

0.0
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IGS-SPO

ACACACACGACCATGCTCCTGCACACTACATAGGCACAACATAGCCACA
CTTACCAGGCACCGATGGTGCCACCACCACCGCCACCGCCACCACCACC
GCCACCGTTGCCGCCTTACGGTTTTAGGCCCATACAAAATGGAGAATGA
CGAATTTTGAAGCCATTTCTTGCAGGGATGAAGATAAAAATGCAAGGAA
TGAGTAGAAAAAAGAAAAAAAATATTTCGGGATGAAAATTAATTTTTTC
GATTTTTCGAATATTAAAAATAAGAAAAATCATAAAAAATAGTAGAGA
AGGAATTTTTGAGTGGGACTTTTTTCAAGGGTCTCCTAAAATCCCAAAT
GAAATTATGGAATGGTTGGATGGTGTTTTGGAGAAACTTTGTGCGGGAG
TTTTTTCAAAAGTTTGGGCGTTGGCACACAGTGTGGGGCAAAACAGCCC
ACTGGTGCTGCACAGCATGCAGCAATGTGCAGCAAGACAGGCCACACA
TGCTGCTTGCAAGCAGCAAGTCTGTGCACACATGCTGCTGCATGCATGT
GGCAAGGCTGCACACCCATGCTGTTGC

564

45

0.66

0.00

0.44

0.38

0.00




