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RESUMO

Sequéncias de DNA satélite compdem juntamente com elementos moveis e DNA ribossomal
a fracdo repetitiva dos genomas eucariéticos. Esta por sua vez, compreende valores que
variam de acordo com a espécie, podendo ocupar até 90% do tamanho do genoma. As
sequéncias de DNA satélites apresentam consideraveis taxas de evolucdo e diversificacdo
intraespecifica e interespecifica, caracteristicas que as tornam ferramentas importantes em
estudos evolutivos ajudando a elucidar relacGes de parentesco entre as espécies bem como a
entender aspectos relacionados a importancia do DNA repetitivo. O género Asclepias é um
dos mais importantes da familia Apocynaceae e é usado mundialmente como modelo nas mais
diversas areas de pesquisa devido a grande quantidade de dados gerados a partir das
tecnologias de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS). Partindo do pressuposto que a
evolucdo do DNA satélite acompanha a evolucdo do género Asclepias e possibilita a
reconstrucdo da filogenia do grupo. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi analisar a
fracdo repetitiva e a abundancia de DNA satélite em 77 espécies de Asclepias. Para isso, foi
construida uma filogenia de méxima verossimilhanca de 77 espécies de Asclepias usando
regides génicas concatenadas do DNA de cloroplastos a partir de reads obtidos do NCBI; em
seguida foram identificadas as sequéncias de DNA satélite de A. syriaca, A. curassavica, A.
coulteri e A. fournieri usando agrupamentos baseados em graficos e a abundancia dessas
sequéncias foi analisada em 77 espécies de Asclepias; e por fim feita analise de correlagédo
pela estatistica lambda entre abundancia de DNAs satélites e as topologias estimadas. As
inferéncias filogenéticas e as topologias corroboraram com as inferéncias de estudos
anteriores, indicando uma filogenia de alto suporte. Foram detectados onze satélites. O Satl
apresentou seis familias evolutivas distribuidas em todas as espécies, em que quatro destas
(F1, F2, F5 e F6) se destacaram pela diferentes abundancias entre os principais clados, com
alta correlacdo com as topologias da arvore. Essa correlagdo foi evidenciada também nos Sat2
e Sat3, sendo estes grupos de sat uma caracteristica evolutiva que pode ser utilizada para
inferir sobre a diversificagdo do género. Aqui concluimos que o género Asclepias é
caracterizado por muitos DNAs satélites e que a abundancia dessas sequéncias de satélites
esta de acordo com a filogenia.

Palavras-chave: Sinal filogenético. DNA satellite. Asclepias.



ABSTRACT

Sequences of satellite DNA make up together with mobile elements and ribosomal DNA the
repetitive fraction of eukaryotic genomes. This, in turn, comprises values that vary according
to the species, and can occupy up to 90% of the size of the genome. Satellite DNA sequences
present considerable intraspecific and interspecific evolution and diversification rates,
characteristics that make them important tools in evolutionary studies, helping to elucidate
kinship relationships between species as well as to understand aspects related to the
importance of repetitive DNA. The genus Asclepias is one of the most important of the
Apocynaceae family and is used worldwide as a model in the most diverse areas of research
due to the large amount of data generated from the New Generation Sequencing (NGS)
technologies. Based on the assumption that the evolution of the satellite DNA accompanies
the evolution of the genus Asclepias and enables the reconstruction of the phylogeny of the
group. In this sense, the objective of this work was to analyze the repetitive fraction and the
abundance of satellite DNA in 77 species of Asclepias. For this, a maximum likelihood
phylogeny of 77 species of Asclepias was constructed using concatenated DNA regions of
chloroplasts from reads obtained from NCBI; then the satellite DNA sequences of A. syriaca,
A. curassavica, A. coulteri and A. fournieri were identified using plot-based clusters and the
abundance of these sequences was analyzed in 77 species of Asclepias; and finally performed
correlation analysis by the lambda statistic between abundance of satellite DNAs and the
estimated topologies. Phylogenetic inferences and topologies corroborate with the inferences
of previous studies, indicating a high support phylogeny. Eleven satellites were detected. The
Satl presented six evolutionary families distributed in all species, in which four of these (F1,
F2, F5 and F6) were distinguished by the different abundances between the main clades, with
a high correlation with the topologies of the tree. This correlation was also evidenced in Sat2
and Sat3, these sat groups being an evolutionary trait that can be used to infer gender
diversification. Here we conclude that the genus Asclepias is characterized by many satellite
DNAs and that the abundance of these satellite sequences is in agreement with the phylogeny.

Keywords: Phylogenetic sign. DNA satellite. Asclepias.
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1 INTRODUCAO GERAL

As sequéncias de DNA repetitivo estdo presentes em todas as plantas superiores,
podendo representar até 90% do seu genoma (MEHROTRA; GOYAL, 2014). Elas
correspondem & fragdo mais importante do ponto de vista evolutivo (WICKER et al., 2007),
podendo estar dispostos em conformac6es adjacentes denominadas em tandem, como € o caso
de sequéncias de DNA satélite e DNA ribossomal, ou inseridas de forma dispersa e
intercalada no genoma, como os elementos maéveis (PISUPATI; VERGARA; KANE, 2018).

Os DNAs satélites (geralmente a segunda classe mais abundante) sdo caracterizados
por matrizes denominadas mondmeros que, a depender do seu tamanho, podem ser
classificados em microssatélites, com repetices de 2 a 6 pares de bases (pb), minissatélites,
de 6 a 100 pb, e os satélites propriamente ditos, com mondmeros que variam de 150 a 400 pb.
Eles estdo geralmente localizados nas regifes terminais e centroméricas dos cromossomos,
sendo os principais componentes da heterocromatina (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

As sequéncias de satélites apresentam altas taxas de diversificagdo (MACAS;
MESZAROS; NOUZOVA, 2002) que associadas a eventos de evolucdo combinada resultam
em sequéncias homogéneas (MEHROTRA; GOYAL, 2014). Essa homogeneidade agregada a
abundancia dessas fracdes dentro do genoma confere o suporte para 0 uso de sequéncias de
satélites em estudos que visam estimar melhor as relacdes de evolugdo entre espécies e dessa
forma esclarecer e/ou corroborar com os resultados obtidos em estudos filogenéticos feitos
com arvores génicas (DODSWORTH et al., 2015).

O uso de sequéncias de satélites como ferramenta para a compreensao de relaces
evolutivas em nivel de género e em nivel de familia de plantas vem se tornando comum nos
altimos anos (MACAS et al., 2015; DODSWORTH et al., 2015). No entanto, ainda séo
necessarios estudos sobre a abundéncia e a evolucdo de sequéncias de DNA satélite
envolvendo um grande ndmero de espécies dentro do mesmo género, podendo esta
abordagem contribuir ainda mais para a compreensdo da evolucdo das fracdes repetitivas em
genomas eucarioticos.

Nesse sentido, usamos a grande quantidade de dados de Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS) disponiveis no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) sobre o género Asclepias para analisar a evolucdo de sequéncias de DNA satélite
em 77 espécies do grupo. Este género € um dos mais importantes da familia Apocynaceae
com suas 490 espécies distribuidas de forma pantropical (FONTELLA-PEREIRA; KONNO,
2005). As andlises filogenéticas de 103 espécies e 5 subespécies do género sustentaram quatro



clados bem suportados, descritos como (1) clado Sonoran Desert; (2) clado Incarnatae,
incluindo as espécies sul-americanas; (3) clado Temperate North American, que consiste nas
espécies endémicas dos Estados Unidos e Canada e algumas espécies mexicanas e (4) clado
Mexican Highland com a maioria das espécies endémicas do México, América Central e
algumas dos Estados Unidos da América (Fishbein et al., 2018). Partindo do pressuposto que
a evolucdo do DNA satélite acompanha a evolucdo do género Asclepias e possibilita a
reconstrucdo da filogenia do grupo, este trabalho objetivou analisar a fracdo repetitiva e a

abundancia de DNA satélite em 77 espécies de Asclepias.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Asclepias

O género Asclepias, também conhecido como milkweeds (FISHBEIN et al., 2011) é
um dos mais importantes da familia Apocynaceae, com cerca de 490 espécies distribuidas de
forma pantropical, ou seja, estdo distribuidas nas regiGes tropicais dos continentes
(FONTELLA-PEREIRA; KONNO, 2005).

De acordo com Fishbein et al. (2011) existe uma maior incidéncia de Asclepias na
Ameérica do Norte se comparada a América do Sul. Nesse sentido, o site Flora do Brasil
(2019) descreve como espécies de Asclepias nativas do pais, A. candida, A. mellodora e A.
curassavica A. aequicornu, A. bracteolata e A. langsdorffii. Dentre as espécies mencionadas,
A. curassavica é a Gnica com ocorréncia no estado de Alagoas.

Plantas do género Asclepias sdo conhecidas por sua seiva leitosa, que consiste em um
latex que nada mais é que um mecanismo de defesa contra possiveis predadores (PELISSIER
et al., 2016). Nele estdo presentes os terpendides, seu principal componente (FISHBEIN et al.,
2018), e os cardenolideos (presentes em quantidades varidveis em cada espécie), estes ultimos
sdo esteroides de sabor amargo que possuem valor terapico para humanos agindo
principalmente no miocardio através do rompimento do fluxo de sodio e potéssio, além de ser
extremamente venenoso para vertebrados em doses elevadas (MALCOLM, 1991). Além de
tornar as plantas impalataveis, os cardenolideos presentes contribuem para a reducdo do
consumo de tecidos das plantas por herbivoros (PELLISSIER et al., 2016).

Algumas espécies de Asclepias sdo consideradas toxicas, € 0 caso de A. curassavica
gue vem sendo constantemente associada a morte de bovinos no Brasil (TOKARNIA;
BRITO; CUNHA, 2001), e, portanto sendo responsavel por perdas econémicas diretas e
indiretas. As primeiras estdo relacionadas a prépria morte do animal, diminuicdo das taxas de
reproducdo, diminuicdo das taxas de producéo de leite e carne, e aumento de susceptibilidade
a doencas. J& as perdas indiretas estdo relacionadas ao manejo dessas plantas toxicas,
envolvendo para isso a producdo de cercas, gastos associados aos diagnosticos das
intoxicacOes, além do tratamento do animal afetado ou reposi¢cdo de bovinos mortos
(TOKARNIA et al., 2000).

Nesse contexto, espécies do género sdo utilizadas mundialmente como modelos em
estudos relacionados a defesa de plantas (PELISSIER et al., 2016), ecologia, reproducéo
(WYATT; BROYLES, 1994), coevolugéo de plantas e herbivoros (relacdo existente entre A.
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curassavica e a borboleta monarca - Dannaus plexippus) (MALCOLM, 1991), estudos
baseados em DNA plastidial ndo codificante (FISHBEIN et al., 2011), DNA ribossomico
nuclear, DNA mitocondrial (STRAUB et al., 2012), e mais recentemente estudo baseado em
sequéncias plastbmicas contribuindo bastante para o esclarecimento de muitas relacfes entre
as espécies do género (FISHBEIN et al., 2018) (Figura 1).

No que tange a aspectos evolutivos, Woodson (1954) foi o primeiro a estudar e
classificar espécies norte americanas do género usando para isso a comparacao taxonémica
entre as espécies, tendo como resultado nove subgéneros, apresentando o maior deles
(subgénero Asclepias) oito séries incluidas.

Apesar de os resultados obtidos por Woodson terem sido considerados a espinha
dorsal da arvore filogenética de Asclepias norte americanas, estudos posteriores realizados por
Fishbein et al. (2011) utilizando trés loci do gene plastidial rpl16 intron, (trnCGCA-rpoB
espacador, seu adjacente trnSGCU-trnG UUC espagador e trnGUUC intron) identificaram
treze clados para o género os quais apresentaram relacGes internas pouco resolvidas, e
principalmente, demonstram que a classificacdo de Woodson em subgéneros e séries nao
refletia a filogenia do grupo, deixando clara a necessidade de estudos mais aprofundados
sobre a temética.

Diante disso, através do estudo com plastomas parciais de 103 espécies de Asclepias e
5 subespécies Fishbein et al. (2018) propuseram a existéncia de quatro clados bem definidos
para 0 género, sdo eles: Sonoran Desert (espécies sem folhas, arbustivas), Incarnatae (com
todas as espécies sul-americanas), Temperate North American (maioria das espécies
endémicas dos Estados Unidos da América, Canada e algumas espécies do México) e
Mexican Highland (maioria das espécies endémicas do México, América Central e algumas
dos Estados Unidos da América), dos quais surpreendentemente (devido a grandes diferencas
morfoldgicas e adaptativas) Sonoran Desert e Incarnatae foram colocados como irméos. Aqui,
diferente da abordagem apresentada por Fishbein et al. (2018), inferimos as relagOes
filogenéticas de 77 espécies de Asclepias através da evolugdo de sequéncias de satélites dentro

da filogenia com a finalidade de explicar melhor e/ou corroborar com os dados ja existentes.
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Figura 1 — Arvore de Méxima Verossimilhanca (ML) baseada em sequéncias de plastomas proposta
por Fishbein et al. (2018).
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2.2 DNA PLASTIDIAL

Os cloroplastos s@o organelas presentes em plantas e que estdo diretamente associadas
a fotossintese e a fixacdo de carbono (KOLODNER e TEWARI, 1979; 1972). Acredita-se que
a origem de cloroplastos em células vegetais surgiu ha mais de um bilh&o de anos (EMBLEY;
MARTIN, 2006) através de uma associacdo endossimbiotica, onde cianobactérias foram
fagocitadas por células eucariontes primitivas, formando assim, os cloroplastos e
consequentemente, as células fotossintetizantes (ARCHIBALD, 2009). Essas organelas
possuem material genético préprio, o DNA plastidial, também chamado de cpDNA ou
plastoma (KOLODNER; TEWARI, 1979;1972), presente de 1.000 a 10.000 cépias por célula
(RAVI et al., 2008). Além disso, € a estrutura mais estudada dos genomas de plantas, e tem
como caracteristica um formato circular (KOLODNER; TEWARI, 1972).

Estudos indicam habilidade de exportacdo de genes dos cloroplastos para o nucleo
(GREEN, 2011). Essa transferéncia resultou na reducdo do tamanho do cpDNA e em um
sistema genético eucariético compartimentado (TIMMIS et al., 2004) sugerindo assim, que
esses genomas nao sdo totalmente independentes. Sabe-se hoje que a maioria das proteinas
produzidas nos cloroplastos séo codificadas pelo genoma nuclear e depois importadas para
essas organelas (RAVI et al., 2008; LEISTER, 2003).

Os genomas plastidiais apresentam heranca uniparental. Em angiospermas, essa
heranca é predominantemente materna, tendo raros casos de heranca paterna ou biparental
(ZHANG; SODMERGEN, 2010). No que diz respeito as gimnospermas, possuem em sua
maior parte origem paterna (JANSEN e RUHLMAN, 2012).

Quanto a organizacdo, o tamanho do cpDNA varia podendo chegar a 230 kilobases
(kb) (FIGUEROA-MARTINEZ et al., 2017), numa estrutura “quadripartida”, com uma regido
longa de copia Unica (LSC) e uma regido pequena de copia Unica (SSC) separadas por dois
grandes repeats invertidos (IRA e IRB) (GREEN, 2011). As regides IR sdo idénticas, porém
possuem sentido de leitura contrario (MAIER et al., 1995).

De forma geral, os genes encontrados no cpDNA s&o conservados no que diz respeito
ao contetdo e a ordem, principalmente em grupos especificos de organismos e podem ser
organizados em trés grandes categorias. A primeira compreende 0s genes do aparato
fotossintético, incluindo os fotossistemas | (psaA, psaB, por exemplo) e Il (psbA e psbB),
citocromo b6f (petA, petB, etc), ATP sintase (atpA, atpB, etc) RuBisCo, (rbcL), e genes de
NAD (P) H desidrogenase (ndhA, ndhB, etc). A segunda categoria engloba genes de RNA e

genes do aparato genetico, como RNA ribossdmico (rrnl6, rrn5, etc), RNA de transferéncia
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(trnH, trnK), RNA polimerase ( rpoA, rpoB) e genes de subunidade ribossémica (rps2, rps3,
rpl2, rpll6, etc). J& a terceira envolve os ORFs (quadros de leitura aberta) conservados
chamados ycfs além dos potenciais genes codificadores de proteinas matK e cemA (RAVI et
al., 2008).

Além disso, sabe-se que a frequéncia de mutagdo das regides IR é significativamente
menor que nas regides de copia unica (MAIER et al., 1995) e a variagcdo de tamanho dessas
regibes € a principal, mas ndo a unica, causa de variacdo do tamanho do cpDNA entre 0s
géneros, sendo a perda de genes, diferencas nas regides intergénicas e rearranjos outros
motivos importantes de variacdo desse tamanho (RAVI, et al., 2008).

Ravi et al., (2008) ainda afirmam que por serem as fracdes mais conservadas do
plastoma, os IRs atuam como regides estabilizadoras, evoluindo de forma duas ou trés vezes
mais lenta que as regides LSC e SSC. Dentre as regides de copia Unica, a regido longa é a
menos conservada.

Conhecer as regides dos platomas tem se mostrado de extrema importancia em estudos
filogenéticos e filogeograficos, permitindo assim, inferir sobre os relacionamentos intra e
interespecificamente, além de inferéncias das relacbes demograficas da biodiversidade nos
mais diversos biomas (SCARCELLI et al., 2011).

2.3 DNA NUCLEAR

A maior parte do DNA de plantas esta presente no nucleo celular, se comparado as
mitocondrias e aos cloroplastos, organelas que também apresentam material genético préprio
(SCHIFINO-WITTMANN, 2001). O tamanho dos genomas nucleares das espécies varia
muito em decorréncia da quantidade de sequéncias repetitivas existentes, no entanto, ndo ha
evidéncia de relacdo entre tamanho dos genomas eucaridticos e a complexidade dos mesmaos.
E o famoso paradoxo do valor constante, ou valor C (quantidade de DNA haploide em um
ndcleo) (MEHROTRA et al., 2014). As fracOes repetitivas do genoma incluem familias de
elementos moveis, sequéncias de satélites e DNA ribossomal (MACAS et al., 2015).

2.3.1 DNA Repetitivo

A maior parte dos genomas eucarioticos tipicos é constituida de fragdes repetitivas
(HAWBOLD; WIEHE, 2006). Sua presenga, juntamente com eventos de poliploidizacdo
(MACAS et al., 2015) estdo diretamente relacionados ao tamanho desses genomas, que
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podem variar muito entre as espécies, como é o caso de Paris japonica com mais de 152 Gb
(PELLICER; FAY; LEITCH, 2010) e Arabidopsis thaliana com 150 Mpb (PISUPATI,
VERGARA,; KANE, 2018).

As proporcdes de sequéncias repetitivas também variam de acordo com a espécie,
podendo chegar a 90% do tamanho do genoma (MEHROTRA; GOYAL, 2014). Em A.
thaliana 20% do seu genoma é constituido de fracBes repetitivas. Helianthus annuus, o
girassol, apresenta 80% do seu material genético constituido por fracGes repetitivas (GILL et
al., 2014), e em Cannabis sativa as taxas variam de 64 a 65% (PISUPATI, VERGARA e
KANE, 2018). Em Vicia sylvatica os retrotransposons de LTR representam 81% do seu
genoma nuclear, e em Vicia faba os elementos Ogre (elementos LTR pertencentes a
superfamilia Ty3Gypsy) representam sozinhos 54% do genoma (MACAS et al., 2015).

Essas fracGes provavelmente possuem efeitos negativos e positivos dentro do genoma,
agindo como matéria prima para a producdo de novos genes (MARTIN et al., 2009), alterando
a funcéo de outros (ZHOU et al., 2004), atuando na evolugdo de genomas (MACAS et al.,
2015), na estruturacdo e reestruturacdo fisica de genomas maiores, incluindo rearranjos
cromossémicos que podem contribuir de forma significativa para o fenémeno da especiacéo
(FARIA; NAVARRO, 2010), podendo ainda estar relacionadas a ligagdo do cromossomo ao
fuso mitético, ao arranjo cromossémico, a interacdo de proteinas da cromatina, a ligagdo de
histonas, a determinacdo da estrutura de cromossomos e a evolugdo cariotipica
(MEHROTRA; GOYAL, 2014).

As fraches repetitivas dos genomas eucarioticos sao muito complexas (MACAS et al.,
2015) e podem ser compreendidas em dois grandes grupos de sequéncias, as que se repetem
de forma adjacente, chamadas de repeticdes em tandem, como é o caso dos DNA satélites e
rDNA (45S e 5S), e as que estdo presentes de forma intercalada no genoma, como 0s
elementos transponiveis (PISUPATI; VERGARA; KANE, 2018).

2.3.1.1 DNA satélites

Os DNA satélites (satDNA) sdo caracterizados por monémeros organizados lado a
lado dentro do genoma. Essas unidades podem variar de tamanho, como é o caso do
microssatélites também conhecidas como repeti¢cGes simples repetidas (SSR) (ELLEGREN,
2004) com motivos de 2 a 5 pb, os minissatélites, de 6 a 100 pb, e os satélites propriamente
ditos, com mondémeros que geralmente variam de 150 a 400 pp (MEHROTRA; GOYAL,

2014). Essas sequéncias vém sendo associadas a papeis estruturais no genoma, afetando a
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expressdo de genes por modificacdes epigenéticas (FELICIELLO; AKRAP; UGARKOVIC,
2015) induzidas por mudangas especificas no ambiente (ROBLEDILLO et al., 2018).

Os satelites estdo geralmente localizados nas regiGes terminais e centroméricas dos
cromossomos, sendo os principais componentes da heterocromatina (MEHROTRA; GOYAL,
2014). As sequéncias de satélites localizadas nas regifes centroméricas sdo comumente
encontradas em plantas e animais, ja as encontradas nas regiGes subteloméricas sao
especificas de géneros (MEHROTRA et al., 2014).

Os satDNA estdo entre os componentes mais dindmicos dos genomas eucariéticos, e
sua alta taxa evolutiva resulta em consideravel diversificacdo de sequéncias (MACAS;
MESZAROS; NOUZOVA, 2002). Essa evolugdo por sua vez é coesa e combinada, o que
culmina em altas taxas de homogeneidade na sequéncia (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Tanto a homogeneidade quanto a evolucdo das sequéncias de satélites estdo
relacionadas ao numero de cépias, de forma que as sequéncias que possuem baixo nimero de
copias evoluem mais lentamente e de forma homogénea, diferentemente das sequéncias com
alto numero de copias, que sdo mais heterogéneas e possui elevada taxa de evolucao
(MEHROTRA; GOYAL, 2014; STADLER et al., 1995).

Uma dada sequéncia de satélite pode ser particular de uma espécie, isso permite a
identificacdo rapida e confiavel da espécie (MEHROTRA; GOYAL, 2014), ou estar presente
em muitas espécies ou familias, sugerindo que algumas sequéncias repetitivas evoluem
rapidamente, diferentemente de outras, que podem ser bem conservadas (ANAMTHAWAT-
JONSSON; HESLOP-HARRISON, 1992). Um exemplo disso, é o satélite pCtKpn I-I isolado
inicialmente em Carthamus tinctorius e outras espécies do mesmo género, e descoberto
posteriormente em diversas familias de angiospermas (MEHROTRA et al., 2014).

E inegavel que a maior parte das fracdes repetitivas que aparecem nos genomas
eucariontes sdo os elementos mdveis, no entanto, os satélites sdo responsaveis por uma
consideravel proporcdo. Em Vicia faba, por exemplo, 937 Mpb/1C sdo constituidos por
satélites, isso corresponde a 6,97% do genoma, em Latirus sativus o indice sobe para 10,7%
(699 Mpb/1C) (MACAS et al., 2015). Ainda segundo Macas et al., (2015), os satélites
também sdo fragdes significativas em genomas pequenos como Vicia villosa, com 12,3%
(250Mpb/1C) e Vicia sativa com 10,4% (184 Mpb/1C) .
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2.3.1.2 DNA ribossomal

Normalmente em proporgdo menor, mas altamente importante, o DNA ribossomal
(rDNA) é outro tipo de sequéncia arranjada em sequéncias longas em tandem (PISUPATI,
VERGARA; KANE, 2018) que vem contribuindo para o esclarecimento de eventos
evolutivos (HILLIS; DIXON, 1991). De acordo com Pisupati et al. (2018) existem
normalmente de 500 a 4000 cépias de rDNA em células diploides de plantas a depender da
espécie. Em Cannabis sativa, por exemplo, cerca de 2% do tamanho do genoma é composto
por genes de rDNA. Em contrapartida, Humulus lupulus apresentou 0,1% de presenca desses
genes, apesar de ter o genoma maior que C. sativa (PISUPATI; VERGARA; KANE, 2018).

Existem duas subunidades de rDNA, a 45S e a 5S. A primeira (também conhecida
com rDNA 35S), é constituida pelos genes 18S, 5.8S e 25S, separados por espacadores
transcritos internos nao codificantes denominados ITS1 e ITS2 (Internal transcribed spacer),
além de uma sequéncia intergénica conhecida como IGS (Intergenic spacer) entre as
repeticdes adjacentes. Os espacadores ITS e IGS sdo transcritos pela RNA polimerase-I e
RNA polimerase-111 respectivamente. Todas as regides mencionadas, excetuando 0s
espacadores IGS, constituem juntamente com o espacador transcrito externo ETS (External
Transcribed Spacer) a regido transcrita. A regido intergéncia IGS, que ndo é transcrita, é
localizada entre o terminal 3’ do ETS proximo ao rRNA 25S ¢ o terminal 5 do ETS, ao lado
do rDNA 18S (LONG; DAWID, 1980).

A segunda subunidade possui apenas uma regido codificante altamente conservada
constituida pelo gene 5S e um espacador intergénico. Cada unidade de repeticdo desse gene
corresponde a 120 pb, que ao contrario dos demais RNA ribossomais, é transcrita fora do
nucléolo. Tanto no rRNA 5S quanto no 45S a regido codificante é altamente conservada e a
espacadora é variavel entre as espécies (EICKBUSH; EICKBUSH, 2007) (figura 2).
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Figura 2 — Organizagdo do RNA ribossomal (rRNA) e suas regides separadoras. Unidade de repeticdo
do DNA ribossomal 45S (A) e 5S (B) e tamanho aproximado em pares de bases.
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Fonte: OVALLE, (2011).

Ainda segundo Eickbush e Eickbush (2007), as sequéncias dos genes de rRNA séo
altamente conservadas em cada espécie, isso sugere 0 crossing - over desigual como a
principal forca motriz que impulsiona essa evolucdo, com trocas entre cromatides irmas
ocorrendo mais frequentemente do que a trocas entre homdlogos. Essa evolugdo combinada é
tdo estavel que os elementos transponiveis inseridos em grandes fracbes dos genes rRNA

provavelmente tém pouco efeito sobre esse processo.

2.3.1.3 Elementos moveis

Os elementos transponiveis, também conhecidos como elementos moveis, sdo
sequéncias que podem mover-se e duplicar-se dentro do genoma de acordo com a necessidade
de presenca ou auséncia da enzima de transcri¢do reversa. No primeiro caso, sdo chamados de
retrotransposons, ou classe |, e no segundo, de transposons, ou classe Il (SCHIETGAT et al.,
2018).

2.3.1.3.1 Retrotransposons

Os elementos de classe I, também conhecidos como retrotransposons compreendem o
grupo de elementos moveis mais representativo (KEJNOVSKY, HAWKINS e FESCHOTTE

2012). Eles se movem pelo mecanismo de “copiar e colar” que consiste na transcri¢cdo
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completa do elemento, dando origem a uma cépia de RNA que codifica a enzima
trasnscriptase reversa (KIDWELL, 2002). Essa molécula pode dar origem a uma fita de DNA,
resultando na formacdo de um intermediario hibrido DNA/RNA. Por fim, a fita de DNA
utiliza a enzima integrase para se inserir em lugares aleatorios nos Ccromossomos
(KAZAZIAN Jr., 2004).

S&o considerados os principais responsaveis pelo aumento ou diminuicdo do tamanho
do genoma, sendo, geralmente, as diferencas na quantidade de retrotransposons uma das
razdes da alta variabilidade do tamanho de genomas de plantas, como na varia¢do do tamanho
do genoma do milho e do sorgo (CASACUBERTA, 2003).

Com base na presenca ou auséncia de repeticdes terminais longas (Long terminal
repeats - LTR), necessarias para a transcricdo e incorporacdo do elemento em outro local
(KAPITONOV; JURKA, 2008), os retrotransposons podem ser classificados em
retrotransposons de LTR e retrotransposons ndo-LTR (Non long terminal repeat)
(GOGVADZE; BUZDIN, 2009). O primeiro grupo compreende as ordens LTR (superfamilias
TY1-copia, BEL-PAO e TY-3 gypsy) e DIRS (superfamilias DIRS, Ngaro, VIPER). O
segundo grupo (retrotransposons ndo-LTR) é representado pela ordem de elementos
intercalados longos, LINE (superfamilias R2, RTE, Jockey, L1) (SHIETGAT et al., 2018),
que codifica as proteinas necessarias para a transcricdo reversa (ndo-LTR aut6bnomos)
(BOWEN; JORDAN, 2002), e a ordem dos elementos intercalados curtos, SINE
(superfamilias tRNA, 7SL, 5S) (SHIETGAT et al., 2018), que ndo codificam as proteinas
necessarias para a sua replicacdo e inser¢do (ndo-LTR ndo autdnomos) (BOWEN; JORDAN
2002).

2.3.1.3.2 Transposons

Os elementos de classe 11, tambeém conhecidos como transposons, correspondem a 3%
do genoma e possuem o mecanismo de “cortar e colar”, ndo necessitando de transcri¢do
reversa (GOGVADZE; BUZDIN, 2009; GOODIER; KAZAZIAN JR., 2008). Para isso, a
sequéncia inicial se mantém no local original, e a transposi¢cdo é acompanhada por um
aumento no numero de copias do transposon, através do mecanismo de “recorta ¢ cola”, sendo
excisado de um ponto e alocado em outro (KAZAZIAN Jr., 2004; WICKER, et al., 2007).
Embora a maioria das transposi¢des desses elementos ocorra em sitios genémicos menores do
gue 100 kb de seu sitio original, alguns sdo capazes de realizar pulos distantes (KAZAZIAN
Jr, 2004).
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Essa classe de elementos transponiveis é encontrada em quase todos 0s eucariontes e
em procariontes, nestes Ultimos em formas mais simples denominadas sequéncias de inser¢do
(IS) (WICKER et al., 2007).

Os transposons apresentam duas subclasses, que sdo distinguidas pelo numero de
filamentos de DNA cortados durante a transposicdo (; SHIETGAT et al., 2018; KAZAZIAN
Jr, 2004). A subclasse I, compreende a ordem TIR (superfamilias TC1-Mariner, hAT,
Mutator, Merlin, PiggyBac e CACTA), que tem como caracteristica repeticGes terminais
invertidas (TIR), e subclasse Il apresentando as ordens Helitron (superfamilia Helitron) e
Maverick (superfamilia Maverick) (SHIETGAT et al., 2018).

Os elementos da subclasse I (TIR) aumentam seus nimeros de copias transpondo de
uma posicao que ja foi replicada dentro do cromossomo, para outra posi¢do que a forquilha
de replicacdo ainda nao passou. Esse mecanismo ¢ mediado pela enzima transposase, que
reconhece as TIRs ¢ corta ambos os filamentos em cada extremidade. Ja os elementos da
subclasse Il sdo copiados, colados e se transpdem através de um mecanismo de replicacao
envolvendo o deslocamento de apenas uma cadeia de DNA (WICKER et al., 2007).

Durante a transposicdo, os elementos de classe 1l podem causar mutagdes afetando a
expressao ou alterando a estrutura dos genes (KIDWELL, 2002) e embora a maioria dessas
mutacdes seja prejudicial, algumas vezes os transposons podem contribuir para originar
diversidade alélica para a criacdo de novos genes (GOGVADZE; BUZDIN, 2009).

2.4 EVOLUCAO DE SATELITES E SINAL FILOGENETICO

Como relatado anteriormente, os mondmeros de satélites possuem uma alta taxa de
diversificacdo de sequéncias (MACAS; MESZAROS; NEUZOVA, 2002) associada a eventos
de evolugdo combinada, fatos que resultam em sequéncias altamente homogéneas
(MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Essa homogeneidade como caracteristica, associada a abundancia dessas fracdes
repetitivas, ddo forte respaldo para a utilizacdo de DNA satélites em estudos que visam
estimar melhor as relacdes filogenéticas entre espécies e dessa forma corroborar ou explicar
de forma mais congruente os resultados de estudos filogenéticos feitos com arvores génicas,
visto que essas arvores podem ter topologias conflitantes devido ao tempo de divergéncia
entre as espécies, diferengas das historias evolutivas dos alelos de diferentes espécies, entre
outros fatores (DODSWORTH et al., 2015).
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Edwards et al., (2002) descobriram que as repeticdes de sequéncias curtas fornecem
assinaturas gendmicas que podem ser usadas para inferir relagdes filogenéticas.
Posteriormente, Dodsworth et al., (2015) usaram a abundancia de diferentes fracdes
repetitivas para resolver as relacfes evolutivas entre cinco grupos de angiospermas e tiveram
resultados semelhantes aos encontrados usando cpDNA e regides ribossomicas nucleares.

Partindo das premissas que espécies originadas de um ancestral comum compartilham
boa parte das informacdes genéticas (HARVEY; PAGEL, 1991) e que espécies
ecologicamente relacionadas tendem a ser mais semelhantes (LOSOS, 2008), inferéncias com
conjuntos de dados de sequéncias multiplas (DODSWORTH et al., 2015), também chamadas
de atributos moleculares, morfoldgicos, fisiol6gicos e comportamentais vém sendo realizadas
(HARVEY; PAGEL, 1991).

Uma forma de fazer essas inferéncias evolutivas é através da medicdo do sinal
filogenético, que ¢é a tendéncia de as espécies relacionadas se assemelharem mais do que se
assemelham as espécies desenhadas aleatoriamente na arvore filogenética (BLOMBERG;
GARLAND, 2002).

Em resumo, se as duas espécies compartilham uma propor¢do maior de histéria
comum, entdo, sob muitas circunstancias, elas devem ser mais semelhantes que a média. Em
contraste, se duas espécies compartilham pouca ou nenhuma histéria comum, entdo elas
provavelmente serdo menos similares que a média (REVELL; HARMON; COLLAR, 2008).

Asseverando essa proposi¢cdo, Dodsworth et al. (2014) afirmam que quanto a estrutura
e posicdo cromossdmica, repeticbes em espécies intimamente relacionadas sdo quase
idénticas, enquanto especies mais distantes divergem em estrutura e localizacéo de repeticdes
a medida que a similaridade genética diminui.

Existem véarios indices de medicdo de sinal filogenético disponiveis
(MUNKEMULLER et al., 2012), como o K de Blomberg (BLOMBERG; GARLAND; IVES,
2003) e oA (lambda) de Pagel (PAGEL, 1999), ambos quantitativos, dependentes de
filogenia prévia e assumindo um modelo de Movimento Browniano (BM) de evolugdo de
tracos (MUNKEMULLER et al., 2012) sendo esta Ultima estatistica usada para inferir
processos evolutivos neste estudo. Para o indice lambda, um valor préximo de zero (baixo
sinal filogenético) indica que a caracteristica evoluiu independentemente da filogenia
(KAMILAR; COOPER, 2013), e um valor igual a um, ou proximo a ele (alto sinal
filogenético), indica que as caracteristicas das espécies estdo distribuidas como esperado no
BM, ou seja, com mudanga de caracteristica gradual, aleatoria e ndo direcional ao longo do
tempo (MUNKEMULLER et al., 2012).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1461-0248.2008.01229.x#b6
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1461-0248.2008.01229.x#b6
https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.2041-210X.2012.00196.x#b6
https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.2041-210X.2012.00196.x#b6
https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.2041-210X.2012.00196.x#b6
https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.2041-210X.2012.00196.x#b38
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O sinal filogenético tem implicagdes em uma ampla gama de areas de pesquisas, como
biogeograficas, estudos em biologia e conservacéo, filogenéticos, etc., contribuindo de forma

consideravel em inferéncias de processos evolutivos (DODSWORTH et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Analisar a fracdo repetitiva e a abundancia de DNA satélite em 77 espécies de

Asclepias.

3.2 Especificos

a) Construir uma filogenia de Méxima Verossimilhanca de 77 espécies do género Asclepias;
b) Identificar e quantificar as sequéncias de DNA satélite de quatro espécies dos principais
clados de Asclepias (A. syriaca, A. curassavica, A. coulteri e A. Fournieri).

c¢) Correlacionar a abundancia de sequéncias de satélite e a topologia da arvore.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Dados de Sequenciamento de Rendimento
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As leituras Unicas (single-end-reads) para 76 espécies de Asclepias e as leituras

pareadas (paired-end reads), apenas para Asclepias syriaca, foram obtidas no banco de dados

do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 1).

Os arquivos

SRA foram

descompactados no FASTQ usando o executavel FASTQ-DUMP do SRA Toolkit. As leituras

foram filtradas usando o BBDuk (implementado no software Geneious R9) para remover

quaisquer artefatos e ajustar sua qualidade.

Tabela 1 - Dados de sequenciamento de rendimento das Asclepias utilizadas no estudo.

Species NCBI number Species NCBI number
1 A. subulata x A. SRR1612212 40 | A. solanoana SRR1612205

albicans
2 A. albicans SRR1612109 41 | A. feayi SRR1612142
3 A. meadii SRR1612167 42 | A. cinerea SRR1612126
4 A. subulata SRR1612211 43 | A. glaucescens SRR1612228
5 A. subaphylla SRR1612208 44 | A. hallii SRR1612107
6 A. longifolia SRR1612160 45 | A. engelmanniana SRR1612140
7 A. cutleri SRR1612135 46 | A. tomentosa SRR1612215
8 A. coulteri SRR1612131 47 | A. connivens SRR1612128
9 A. masoni SRR1612166 48 | A. circinalis SRR1612127
10 | A. macrotis SRR1612165 49 | A. eriocarpa SRR1612139
11 | A. subverticillata SRR1612231 50 | A. viridula SRR1612224
12 | A. woodsoniana SRR1612226 51 | A. humistrata SRR1612147
13 | A. angustolia SRR1612113 52 | A. oenotheroides SRR1612176
14 | A. curassavica SRR1612134 53 | A. nyctaginifolia SRR1612174
15 | A. aff.candida SRR1612106 54 | A. emoryi SRR1612137
16 | A. mexicana SRR1612169 55 | A. arenaria SRR1612115
17 | A. boliviensis SRR1612123 56 | A. prostata SRR1612189
18 | A. cordifolia SRR1612130 57 | A. welshii SRR1612225
19 | A. cryptoceras SRR1612133 58 | A. macrosperma SRR1612163
20 | A. scaposa SRR1612199 59 | A.involucrata SRR1612151
21 | A. vestita SRR1612222 60 | A. viridis SRR1612223
22 | A. californica SRR1612125 61 | A. asperula SRR1612116



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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23 | A. alticola SRR1612111 62 | A. sanjuanensis SRR1612197
24 | A.auriculata SRR1612121 63 | A. ruthiae- SRR1612195
25 | A. ovalifolia SRR1612181 64 | A. sy.riaca X A. SRR1612214
speciosa

26 | A. otarioides SRR1612180 65 | A. syriaca SRR098429
27 | A. jorgeana SRR1612154 66 | A. tuberosa SRR1612217
28 | A. perennis SRR1612184 67 | A. quadrifdlia SRR1612193
29 | A. similis SRR1612203 68 | A. verticillata SRR1612221
30 | A. Scheryi SRR1612201 69 | A. speciosa SRR1612207
31 | A.spnov cf notha SRR1612173 70 | A. amplexicaulis SRR1612112
32 | A notha SRR1612229 71 | A latifélia SRR1612157
33 | A pelucida SRR1612183 72 | A. lynchiana SRR1612161
34 | A. lanceolata SRR1612155 73 | A. lanuginosa SRR1612156
35 | A. fournieri SRR1612143 74 | A. purpurascens SRR1612191
36 | A. brachystephana SRR1612124 75 | A. uncialis SRR1612219
37 | A. standleyi SRR1612206 76 | A. variegata SRR1612220
38 | A. atroviolacea SRR1612120 77 | A. schaffner SRR1612200
39 | A.rosea SRR1612194

Fonte: A autora (2019).
4.2 Analises filogenéticas

As leituras para todas as espécies foram mapeadas no software Bowtie (LANGMEAD
et al., 2009) usando o genoma do cloroplasto de Asclepias syriaca como referéncia e 0s
genomas de esbogo (Draft Genome) foram obtidos usando Geneious R9 9.1 (KEARSE et al.,
2012). A anotacdo do genoma foi realizada usando A. syriaca como referéncia pelo software
Geneious R9. Para a anotacdo foi considerado um minimo de 80% de identidade entre os
genomas. As anotacbes foram verificadas individualmente e foram corrigidas manualmente
para os cddons de inicio e parada, se necessario. As anotacGes genéticas foram extraidas e as
seqliéncias foram concatenadas para inferéncias filogenéticas.

As seqliéncias concatenadas foram alinhadas usando MAFFT v.7.017 (KATOH,;
STANDLEY, 2013) implementado como a ferramenta “Multiple align” no software
Geneious. A historia evolutiva foi inferida utilizando o método da Maxima Verossimilhanga
(ML) baseado no modelo de substituicdo de nucleotideos GTR + | + G (NEI; KUMAR,
2000), e a sustentacdo do ramo foi avaliada com 1.000 réplicas bootstrap. A determinacgdo do
modelo GTR e a analise ML foram realizadas no IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015)
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implementado no Geneious. A espécie Vincetoxicum rossicum (Asclepiadaceae) foi utilizada
como grupo externo na arvore filogenética (MATTILA et al., 2003).

4.3 Agrupamento baseado em graficos das leituras de DNA

As leituras dos clados principais observados na arvore filogenética (ver Figura 1)
foram ajustadas usando o BBDuk e foram usadas como entrada para agrupamentos baseados
em gréficos comparativos com o RepeatExplorer (NOVAK et al., 2010) e com o Tandem
Repeat Analyzer (TAREAN) software (NOVAK et al., 2017) para identificacio de sequéncias
repetitivas, com ambos o0s pacotes de software implementados no ambiente Galaxy
(http://repeatexplorer.umbr.cas.cz/). A andlise do RepeatExplorer permitiu detectar a
proporcdo gendmica do DNA repetitivo, enquanto o TAREAN é um canal computacional
para a identificacdo de repetices a partir das leituras de sequéncia desmontadas. As espécies
utilizadas no agrupamento grafico foram: A. coulteri, A, founieri, A. curassavica e A. syriaca
(Tabela 1). As seqiiéncias de satDNA identificadas foram utilizadas para a deteccdo da
abundancia destas sequéncias nas 77 espécies usando uma abordagem de leitura de
mapeamento no software Geneious. A correlacdo entre a proporcao de familias de satDNA e a
filogenia foi analisada pela estatistica lambda implementada na funcdo comMap no pacote R
de phytools (REVELL, 2012).
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5 RESULTADOS
5.1 Arvore filogenética

A arvore filogenética foi inferida usando regides anotadas concatenadas do genoma do
cloroplasto, incluindo os genes codificadores de proteinas, RNAt e rRNAs. A arvore
filogenética mostrou quatro clados principais com alto suporte (Figura 3). O primeiro clado
(A) corresponde a primeira linhagem divergente, correspondente ao clado do Deserto de
Sonora, enquanto o segundo clado (B) foi formado pela espécie Incarnatae; o clado (C) era
formado pelas espécies norte-americanas temperadas e o clado (D) era composto por espécies
do grupo de espécies das terras altas mexicanas. A arvore filogenética mostrou alto suporte de
ramos, sugerindo forte suporte e uma historia mais clara das Asclepias.
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Figura 3 - Filogenia da Mé&xima Verossimilhanca (ML) utilizando genes de cloroplastos concatenados
e suporte estimado por bootstraps (em porcentagens). As cores e letras correspondem aos
principais clados.
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5.2 Composicao de Repeticoes

As analises foram realizadas usando single-end-reads com comprimentos de 76 nt
disponiveis no banco de dados do NCBI. O seqtienciamento de DNA de alto rendimento foi
realizado em quatro espécies que pertencem aos principais clados de Asclepias usando
clustering baseado em gréafico. A fracdo repetitiva correspondeu a 38,758% em A. coulteri,
40,66% em A. founieri, 31,871% em A. curassavica e 45,596% em A. syriaca (Tabela 2). A
repeticdo da composicdo das espécies mostrou que os elementos transportaveis (TE) foram
mais abundantes em todos os genomas, dentre 0s quais o0s retrotransposons de LTR, incluindo
tyl / copia e Ty3 / gypsy, representaram a maior fracdo entre todos os genomas analisados.
Entre as familias de retrotransposons de LTR, as Bianca, Athila e Ogre / Tat foram as mais
abundantes no género. Para 0s transposons, as especies A. coulteri, A. founieri e A.
curassavica apresentaram baixa abundancia e ndo foram observados transposons em A.

syriaca (Tabela 2).
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Tabela 2 — Proporcdes da fragdo repetitiva em quatro genomas de Asclepias.

Genome [%0]

Class Order  Superfamily Family
A. coulteri  A.fournieri A.curassavica A. syriaca
Ale 1.276 0.283 0.952 0.069
Angela - 0.727 - -
keros 0.246 0.41 0.262 -
Tyl/copia  Bianca 2.935 2.044 1.182 2.409
L"a”aloryc - 0.305 1.409 0.222
SIRE 0.185 0.1698 - -
Classified TEs-  LTR Tork 1.389 0.916 0,589 0.508
Retrotransposons Alesia } 0038 ) )
Total 6.031 4.8929 4.394 3.208
Athila 5.17 7.328 2.618 7.762
Ty3/gypsy SChromOV”” 1.824 0.45 131 0.586
Ogre/Tat 1.57 1.084 1.765 0.489
Total 8.564 8.862 5.693 8.837
Non-LTR (LINE) 1.024 - 0.51 -
Pararetrovirus 0.674 0.067 0.474 -
hAT - - - -
Classified TEs-Transposons TIR Mutator 0.027 0.011 0.034 -
MULE - - - -
CACTA - 0.16 - -
Total for TEs 16.32 13.83 11.11 12,05
rDNA 0.688 1.992 2.68 0.695
Classified repeats Satellites 0.985 162 7.732 3.38
Unidentified 20.765 20.2132 10.354 29.476
Total Repeat 38.758 40.6601 31.871 45.596

Fonte: A autora (2019).
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5.3 Sequéncias de satDNA

A fracdo repetitiva que correspondeu ao DNA satélite variou de 0,985% (A. coulteri) a
7,732% (A. curassavica), indicando uma proporcao consideravel de satDNA. O rDNA se
mostrou moderadamente repetitivo, variando de 0,688% (A. coulteri) a 2,68% (A.
curassavica) (Tabela 2). Notavelmente, houve muitas sequéncias de satélites observadas,
entre as quais 11 satélites foram encontrados nas quatro espécies analisadas. O comprimento
dos mondmeros apresentou uma variagdo moderada, como Satl com 166-170 pb (detectado
como variagao entre as espécies), Sat2 com 92 pb, Sat3 com 73 pb, satélites Sat4, Sat7 e Sat8
com 42 pb, Sats com 171 pb, Sat6 com 26 pb, Sat9 com 56 pb, Satl0 com 166 pb e Satll
com 91 pb (Tabela 3). O contetdo de CG variou de 19 a 45,1% e nao foram detectados
satélites ricos em CG. A andlise das familias de satDNA mostrou que Satl tinha seis familias
em A. coulteri, A. curassavica, A. coulteri e A. curassavica (Figura 4). Entre os satélites, Satl
foi observado em todas as espécies e foi 0 mais abundante em todas as espécies em relacédo
aos outros satélites. A correlacdo entre a abundancia de satélites de DNA e a filogenia de
Asclepias foi significativa para quatro familias Satl (A = 0,75-0,82, p <0,005), Sat2 (0. = 0,99,
p <0,001) e Sat3 (A = 0,95, p < 0,001) (Figura 2). Notavelmente, Sat2 foi mais abundante no
clado B (espécies Incarnatae), enquanto Sat3 foi mais abundante no Clade C (espécies

temperadas da América do Norte) (Figura 4).



Tabela 3 — Sequéncias de monémeros de DNA satélite em Asclepias.
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Names | Sequence Size (pb) | CG (%)
TCAACATGTAAGGCACAAAAGTAGTTAAATCACATTACAATGAA

SAT1 TCTAATATAACGAATGTAACGCTTCAAAGTTCATCAAATTTAGGT 166-170 276
CAAATTTGGTTTGAATTTCAACGCAAGTAATGCACTTGAATCTTG '
AAATAAGAAGTTATTTGGTTACTTTT
TTCATGATAGAAAGTATAATATAGAGCCACAACAATGGTAACTCT

SAT2 | ACTCGGTATTTTGAAAGAGTTGGTAAACAAACTCCTAAATATTTT 92 29.3
TT

SAT3 ATCACGTTTGAAAATTATGTGAAACATTAGGACTCATCTTCTCAA 73 315
TGAGTCCTATAATTCAGTACTGGAATTT '

SAT4 | ATAATATATATTTGGTGTACTTTGATATTTTATGTACAGTAT 42 19.0
TTTTGTAGAATCTGCAAGTGGATATTTGGACCGCTTTGAGGCCTT

SATS CGTTGGAAACGGGAATATCTTCCCATAAAAACTAGACAGAAGCA 171 392
TTCTCAGAAACTTCTTTGTGATGTGTGCATTCAACTCACAGAGTT '
GAACCTTTCTTTTCATAGAGCAGTTTTGAAACACTCT

SAT6 | TCCATTCGATTCCATTCGATGATGAT 26 38.5

SAT7 | CTTCTGAGGGTTTCTGAACTTTCCTTCAACAGCTATGAATTT 42 38.1

SAT8 | TGTTGAAGGAAAGTCCAGAAACCCTCACAAGAAATTCATAGC 42 40.5

SATY ATAATTCCAACTATACATGGAGTATCCAATCCAACAAAAACACA 56 28.6
ATGTGATAAAAA '
TTTTAATTACTAAAAAAGTGTAATTCAATCAGTAACAAATTTATA

SAT10 TCAAGTGTGAAAAGTCTTCAATTCAAATATTCCTAAATTTTTAAG 166 247
TGGAAAGTTATAATTCTGTGTTTGTAAAATAGCAAAAAAACACTT :
CTTTCCCCGCCCTTATATAAAGGTAAACATT
GTCATCTCCATAGGTCCGTATCATCGTTACAGATACGATCGGCAT

SAT11 | CAAGATAACAAAATGAAAGCTATGATGGGAGAGAACGGAGCCA 91 45.1

GAG

Fonte: A autora (2019)
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Figura 4 - Mapa de calor mostrando a abundéncia de sequéncias de satDNA nas 77 espécies de Asclepias. As cores correspondem a abundancia onde o
vermelho representa o mais abundante. O topo mostra a estatistica lambda e o p valor .
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6 DISCUSSAO
6.1 Arvore filogenética

No presente estudo, construimos uma arvore filogenética para auxiliar na compreenséo
da evolucdo de sequéncias de DNA satélite no género Asclepias. Nossa arvore filogenética
mostrou que os clados eram fortemente apoiados e suas topologias eram semelhantes aos
resultados de estudos anteriores (FISHBEIN et al., 2011; FISHBEIN et al., 2018). Estas
diferentes inferéncias filogenéticas sdo importantes para esclarecer as relacbes entre 0s
taxons. Dessa forma, o presente trabalho contribui para o entendimento da evolucdo da

Asclepias e fornece forte suporte para os principais clados descritos por Fishbein et al. (2018)

6.2 Sequéncias de DNA repetitivo

As sequéncias de DNA repetitivo constituem uma fragdo importante dos genomas de
plantas e sdo ferramentas importantes para entender sua dindmica evolutiva, organizacao,
distribuicdo e as relacdes entre espécies congéneres (MEHROTRA; GOYAL, 2014). As
sequéncias de DNA repetitivas mostraram alta variacdo de tamanho entre as plantas, como
Arabidopsis thaliana, que possui 20% de seu genoma composto por sequéncias repetitivas de
DNA (INITIATIVE et al., 2000), enquanto em Helianthus annuus, sequiéncias repetitivas de
DNA respondem por 80% de seu genoma (GILL et al., 2014). No entanto, a abundancia e
diversidade de seqliéncias de DNA repetitivas em relagdes proximas entre espécies nao foram
relatadas e esta abordagem pode contribuir para a nossa compreensao da evolucdo destes
elementos repetitivos em plantas. Entre as classes de sequéncias repetitivas de DNA, os
estudos de DNA satélites explodiram apds o desenvolvimento de novas abordagens de
sequenciamento, porque a abordagem de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) pode ser
usada na identificacdo de sequéncias repetidas baseada em agrupamento de seqliéncias
moderadas a altamente repetidas. Desta forma, o género Asclepias é adequado para entender a
evolucdo dindmica do DNA satélite, pois existem dados NGS disponiveis no NCBI para
muitas espécies.

As estimativas do tamanho do genoma nuclear das espécies variam entre 366 a 548
Mb nas quatro espécies (BAI et al., 2012), os quais podem ser considerados pequenos; no
entanto, a fracdo repetitiva apresentou abundancia moderada de sequéncias repetitivas de

DNA, dentre as quais os elementos do transposon foram os mais abundantes em todas as
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quatro espécies. Transposons foram relatados como as sequéncias repetitivas mais abundantes
na maioria dos genomas de plantas (RABINOWICZ; BENNETZEN, 2006). As seqiiéncias de
DNA satélite mostraram consideravel abundancia entre as espécies, sendo uma parte
importante da evolucdo do genoma de Asclepias. Notavelmente, o género Asclepias é
caracterizado por suas muitas sequéncias de DNA satélite, entre as quais pelo menos 11
seqiiéncias de DNA satélite foram observadas, sugerindo que esta classe de sequéncias
repetitivas de DNA mostra uma alta diversidade. Em outras espécies, como Vicia faba
(Fabaceae), que possui uma estimativa do tamanho do genoma de 13,41 Gb, 31 sequéncias de
DNA satélite foram descritas (MACAS et al., 2015), correspondendo a 7% do tamanho do
genoma, enquanto no género Spondias (Anacardiaceae), que tem uma estimativa do tamanho
do genoma de 0,5 Gb, existem apenas quatro sequéncias de DNA satélite (MARTINS et al.,
2019 em publicacéo).

6.3 Sequéncias de DNA de satélite

As sequéncias de DNA satélites mostraram uma alta diversidade no numero de
satDNAs e no comprimento dos mondmeros, sugerindo que essa classe de DNA repetitivo
tem uma evolucao e diversificacdo altamente dindmica em Asclepias. Algumas sequéncias de
DNA satélite mostraram evolucdo de acordo com a filogenia, como Sat2, que é caracteristico
do clado Incarnatae, que inclui espécies da América do Sul, sugerindo que a evolucdo do
satélite estd correlacionada com a distribuicdo geogréfica das espécies. Por outro lado,
algumas seqliéncias de DNA satélite eram estaveis no género e estavam distribuidas na
maioria dos clados. Notavelmente, o clado Incarnatae, que mostrou uma pequena abundancia
de Satl, sugeriu que houve uma substituicdo de Satl por Sat2. A evolucdo diferencial das
sequéncias de DNA satélite foi observada em outros tdxons, entre 0s quais as sequéncias
podem ser espécies especificas ou especificas do género e podem ser altamente conservadas
dentro de géneros e familias (ANAMTHAWAT-JONSSON; HESLOP-HARRISON, 1992).
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7 CONCLUSOES

Nos concluimos: (1) Asclepias é caracterizada por muitos satDNAs, sugerindo que o
satDNA contribui para a alta abundancia de DNA repetitivo no genoma de Asclepias; (2) a
abundancia dos mesmos satDNAs esta correlacionada com sua filogenia; e (3) as sequéncias
de satDNAs podem ser usadas como caracteristicas adicionais para o estudo da evolucéo de

Asclepias.
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