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RESUMO GERAL

Dyckia ibiramensis ¢ uma espécie endémica e criticamente ameacada do sul do Brasil, adaptada
a ambientes extremos e sob crescente ameacga, devido a pressao antropica. Esta dissertacao teve
como objetivo a caracterizagdo genética de D. ibiramensis, incluindo a andalise parcial do
genoma nuclear e total do genoma plastidial, bem como o desenvolvimento e validacdo de
marcadores microssatélites. A dissertacao foi organizada em dois capitulos, cada um abordando
diferentes aspectos da biologia da espécie. No primeiro capitulo, realizou-se o sequenciamento
parcial do genoma e a caracterizacdo gendémica de D. ibiramensis utilizando a tecnologia de
sequenciamento de nova geragdo MinlON Oxford Nanopore. A montagem parcial do genoma
nuclear resultou na identificacdo de 3.734 genes, com um conteido de GC de 45,71%. O
plastoma foi completamente montado, demonstrando uma estrutura quadripartite tipica,
composta por 125 genes. A analise dos elementos repetitivos mostrou que os retroelementos
LTR s3o os mais prevalentes, representando 14,74% do genoma parcial. Estes achados
fornecem uma base gendmica para entender a biologia e a ecologia de D. ibiramensis, além de
oferecer subsidios importantes para estratégias de conservagdo da espécie. O segundo capitulo
focou no desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir dos dados gendmicos obtidos.
Foram identificados 33.112 loci de microssatélites, dos quais 10 foram selecionados e validados
em 30 amostras representativas de subpopulagdes naturais de D. ibiramensis. A validagdo
desses marcadores demonstrou uma alta variabilidade genética entre os loci, com 93% da
variagdo genética concentrada dentro dos individuos. Este resultado sugere uma elevada
diversidade genética intraindividual, fundamental para a sobrevivéncia da espécie em
ambientes extremos. Adicionalmente, foram encontradas evidéncias de gargalos populacionais,
possivelmente associados a antigos eventos climaticos extremos, destacando a vulnerabilidade
da espécie e a necessidade urgente de medidas conservacionistas. Como conclusdo, os
resultados obtidos nesta dissertacdo indicam que D. ibiramensis possui uma diversidade
genética significativa, especialmente dentro dos individuos, o que pode ser relevante para sua
sobrevivéncia em ambientes adversos. No entanto, a continua pressdo antropica coloca a
espécie em risco, levando a necessidade de intervencdes de conservacdo imediatas. Os
marcadores microssatélites desenvolvidos ndo apenas fornecem ferramentas para futuros
estudos de diversidade genética, mas também poderdo ser utilizados para monitorar e manejar
as populagdes de D. ibiramensis, contribuindo para a conservacao de espécies endémicas
ameacadas.

Palavras-chave: Conservagdo genética; genoma plastidial; gendmica; marcadores SSR;

selecdo de marcadores; variabilidade genética.



GENERAL ABSTRACT

Dyckia ibiramensis is an endemic and critically endangered species from southern Brazil,
adapted to extreme environments and increasingly threatened by anthropogenic pressures. This
dissertation aimed at sequencing the partial genome and provide a comprehensive genetic
characterization of D. ibiramensis, including the analysis of its partial nuclear genome and the
whole plastidial genome, as well as the development and validation of microsatellite markers.
The dissertation is organized into two chapters, each addressing different aspects of the species'
biology. In the first chapter, the sequencing and the genomic characterization of D. ibiramensis
was performed using Oxford Nanopore's MinlON next-generation sequencing technology. The
partial assembly of the nuclear genome resulted in the identification of 3,734 genes, with a GC
content 0f45.71%. The plastome was fully assembled, showing a typical quadripartite structure,
comprising 125 genes. The analysis of repetitive elements revealed that LTR retroelements are
the most prevalent, representing 14.74% of the partial genome. These findings provide a
genomic basis for understanding the biology and ecology of D. ibiramensis, as well as offering
important insights for the species' conservation strategies. The second chapter focused on the
development of microsatellite markers from the genomic data obtained. A total of 33,112
microsatellite loci were identified, from which 10 were selected and validated in 30
representative samples of natural subpopulations of D. ibiramensis. The validation of these
markers demonstrated high genetic variability among loci, with 93% of the genetic variation
concentrated within individuals. This result suggests a high level of intraindividual genetic
diversity, which is crucial for the species' survival in extreme environments. Additionally,
evidence of population bottlenecks was found, possibly associated with ancient extreme
climatic events, highlighting the species' vulnerability and the urgent need for conservation
measures. In conclusion, the results obtained in this dissertation indicate that D. ibiramensis
possesses significant genetic diversity, especially within individuals, which may be relevant for
its survival in adverse environments. However, the continuous anthropic pressure leads the
species at risk, requiring immediate conservation interventions. The microsatellite markers
developed not only provide tools for future studies on genetic diversity but may also be used to
monitor and manage populations of D. ibiramensis, contributing to the conservation of
endangered endemic species.

Keywords: Genetic conservation; genetic variability; genomics; marker selection; plastid

genome; SSR markers.
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1. INTRODUCAO

Os Neotropicos, ou América Tropical, sdo reconhecidos como um "centro de
biodiversidade", abrigando a maior floresta tropical € uma vasta quantidade de espécies da flora
mundial (ANTONELLI, 2022). Apesar dos esfor¢os significativos, as informagdes sobre a
distribuicdo e diversidade de plantas ainda s3o escassas em comparacdo aos animais,
especialmente no que se refere a espécies nao arboreas (ZIZKA et al., 2020). Essas lacunas sao
ainda mais evidentes em estudos que buscam compreender a macroecologia e macroevolugao
nos Neotrdpicos.

O género Dyckia Schult. & Schult. f. pertence a familia Bromeliaceae e é encontrado
principalmente na América do Sul, compreendendo cerca de 220 espécies conhecidas,
pertencentes a subfamilia Pitcairnioideae (ANTAR et al., 2021). As espécies de Dyckia estdo
distribuidas em vegetacdes xerofitas ao longo da América do Sul, desde o norte da Argentina
até o nordeste do Brasil, destacando-se pela diversidade nos biomas Cerrado e Caatinga
(ANTAR etal., 2021). Esse género apresenta um nivel significativo de endemismo, com muitas
espécies restritas a localidades especificas, como montanhas ou formagdes rochosas (GOMES-
DA-SILVA; SANTOS-SILVA; FORZZA, 2019a).

A bromélia Dyckia ibiramensis ¢ rara e endémica do sul do Brasil, encontrada no
municipio de Ibirama, Santa Catarina, ocupando uma area de aproximadamente 2 km ao longo
do Rio Itajai-acu. Esta espécie € caracterizada como rupicola, helidfita e reofita, apresentando
crescimento clonal vegetativo (HMELJEVSKI et al., 2011a; ROGALSKI et al., 2021). Em
2022, as listas do Ministério do Meio Ambiente (MMA) de espécies ameacadas e o CNCFlora
classificaram D. ibiramensis como "Em Perigo (EN)", enquanto na lista do Conselho Estadual
de Meio Ambiente de Santa Catarina (CONSEMA) a classifica como “Criticamente Ameagada
(CR)”.

As espécies de Dyckia sdo notaveis por sua capacidade de adaptacdo a ambientes
extremos, incluindo altas temperaturas, secas prolongadas e inundagdes periddicas (KRAPP;
EGGLI, 2020a). Essa adaptabilidade torna D. ibiramensis um modelo ideal para estudos sobre
resisténcia a estresses ambientais e processos evolutivos que permitem a sobrevivéncia em
condi¢des adversas (FLOOD; HANCOCK, 2017). Estudos gendmicos tém sido amplamente
utilizados para caracterizar genes e rotas metabolicas de interesse biotecnologico, farmacéutico
e agrondomico em espécies silvestres (STEFENON; SARZI; ROESCH, 2019), além de
desenvolver marcadores moleculares (PETRY et al., 2019; SARZI et al., 2019).

Entre as rotas metabdlicas de interesse, destaca-se aquelas relacionadas a respostas a

estresses abioticos, principalmente devido ao avangco das mudangas climaticas (PANDE;
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ARORA, 2017). O desenvolvimento de marcadores moleculares ¢ uma importante ferramenta
para a caracterizagdo da diversidade e estrutura genética de populagdes silvestres, contribuindo
para a conservacao dessas espécies (PETRY et al., 2019; SARZI et al., 2019; STEFENON;
SARZI; ROESCH, 2019).

Considerando o risco elevado de extingdo que Dyckia ibiramensis enfrenta, conforme
indicado nas listas de classifica¢do de espécies ameagadas, juntamente com a crescente pressao
antropica nas areas onde suas populagdes ocorrem ¢ a escassez de dados genéticos e gendmicos
disponiveis, torna-se indispensavel o desenvolvimento de estudos focados nesse contexto.
Informagdes genéticas fornecem dados sobre diversidade genética, sistema reprodutivo e fluxo
génico, enquanto dados gendmicos permitem desenvolver marcadores moleculares e
caracterizar genes relacionados a caracteristicas evolutivas e adaptativas.

O avango das tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS) possibilitou um
aumento significativo no nimero de estudos capazes de mapear variagdes genéticas adaptativas,
identificar genes e rotas metabodlicas de importancia biotecnoldgica, agrondmica e farmacéutica
em plantas ndo cultivadas (STEFENON; SARZI; ROESCH, 2019). Esses dados gendmicos
fornecem informagdes valiosas sobre evolucao adaptativa, respostas a estresses ambientais e
estratégias de conservagdo para espécies ameacadas (SORK, 2018).

Além das analises gendmicas nucleares, o estudo do genoma do cloroplasto ¢ de
particular importancia para a compreensdo da biologia de D. ibiramensis. O genoma
cloroplastidial ¢ uma molécula de DNA circular quadripartida, altamente conservada ao longo
da evolucdo, sendo uma ferramenta valiosa em estudos evolutivos e filogenéticos (GAO et al.,
2019; SABLOK et al., 2016). A montagem e anotagao do genoma plastidial de D. ibiramensis
sdo essenciais para fornecer informagdes sobre a fotossintese e outras fungdes metabolicas
(SANDOVAL-PADILLA et al., 2019; YANG; LI; ZHAO, 2019).

Os elementos repetitivos, incluindo retrotransposons e transposons, desempenham um
papel significativo na estrutura e organizacdo do genoma (RIBEIRO et al., 2020). Esses
elementos sdo essenciais para a regulacdo génica e integridade do genoma, além de serem uteis
para o desenvolvimento de marcadores moleculares para estudos de diversidade genética e
conservagao (PETRY et al., 2019).

Marcadores moleculares, como os microssatélites, sdo ferramentas poderosas para
analises de variabilidade genética, estrutura populacional e desenvolvimento de estratégias de
conservacdo. Eles sdo altamente polimoérficos, codominantes e especificos de loci, permitindo
analises detalhadas de variabilidade genética e estrutura populacional (SRIVASTAVA et al.,

2019). Esses marcadores sdo particularmente Tteis para espécies raras e ameagadas, como D.
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ibiramensis, fornecendo dados essenciais para estratégias de conservacdo (LEMOS et al.,
2018).

Em resumo, este estudo visou a ndo apenas ampliar o conhecimento genético e
genomico de D. ibiramensis, mas também contribuir para a conservacao desta espécie endémica
e ameacada. A integracdo de analises gendmicas com abordagens de conservagao pode fornecer
informacdes detalhadas para a protecdo de D. ibiramensis e de outras espécies semelhantes,

promovendo a biodiversidade e a resiliéncia dos ecossistemas onde elas ocorrem.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar a base genética de Dyckia ibiramensis por meio do sequenciamento parcial e
da anotagdo de seu genoma total e plastidial, além do desenvolvimento de marcadores
microssatélites, visando ampliar o conhecimento gendmico e contribuir para a conservagao

desta espécie endémica e ameagada.

2.2 Objetivos Especificos

Gerar recursos gendmicos para D. ibiramensis, por meio do sequenciamento parcial do
seu genoma total, identificando genes e proteinas que possam estar relacionados com sua
adaptabilidade ao ambiente, além de montar e anotar o genoma plastidial da espécie.

Por meio do sequenciamento parcial de baixa cobertura do genoma de D. ibiramensis,
caracterizar o conteido de elementos repetitivos presentes no genoma e desenvolver

marcadores microssatélites para a espécie.
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4. CAPITULO 1. SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTACAO DO GENOMA
NUCLEAR PARCIAL E DO PLASTOMA COMPLETO DE Dyckia ibiramensis REITZ

Resumo

O presente estudo teve como focos o sequenciamento parcial, montagem e anotagao do genoma
nuclear de Dyckia ibiramensis Reitz, bem como a montagem e anotagdo do plastoma e estudos
de relagdes evolutivas e filogenéticas dessa espécie endémica e criticamente ameacada do sul
do Brasil. Com o objetivo de investigar a base genética de sua adaptabilidade e sobrevivéncia
em um ambiente extremo, utilizou-se tecnologias de sequenciamento de nova geragdo para
analisar tanto o genoma nuclear quanto o plastidial da espécie. Os métodos incluiram
isolamento de DNA, sequenciamento usando a plataforma Oxford Nanopore, e analises
subsequentes de montagem e anotacdo gendmica. Os resultados sugerem uma alta
complexidade genética de D. ibiramensis com a predicao de 3.734 genes. O conteudo de GC
foi de 45,71%, e a montagem do plastoma revelou estruturas conservadas e genes essenciais
para a resposta ao estresse e fotossintese. Este estudo expande o entendimento da genética de
D. ibiramensis, destacando a importancia de estratégias gendmicas para a conservacao de
espécies ameacadas, oferecendo perspectivas para a exploragdo biotecnologica de suas
caracteristicas Unicas de adaptabilidade.

Palavras-chave: Adaptabilidade genética, Andlise de plastoma, Conservagcdo de espécies,

Metabolismo e fotossintese, Sequenciamento de nova geracao, Tolerancia ao estresse.

SEQUENCING, ASSEMBLY, AND ANNOTATION OF THE PARTIAL NUCLEAR
GENOME AND WHOLE PLASTOME OF Dyckia ibiramensis REITZ

Abstract

This study focused on the partial sequencing, assembly, and annotation of the nuclear genome
of Dyckia ibiramensis Reitz, as well as the assembly and annotation of its plastome and studies
of evolutionary and phylogenetic relationships of this critically endangered endemic species
from southern Brazil. Aiming to investigate the genetic basis of its adaptability and survival in
an extreme environment, next-generation sequencing technologies were employed to analyze
both the nuclear and plastid genomes of the species. The methods included DNA isolation,
sequencing using the Oxford Nanopore platform, and subsequent genomic assembly and
annotation analyses. The results suggest a high genetic complexity of D. ibiramensis with the

prediction of 3,734 genes. The GC content was 45.71%, and the plastome assembly revealed
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conserved structures and essential genes for stress response and photosynthesis. This study
expands the understanding of the genetics of D. ibiramensis, highlighting the importance of
genomic strategies for the conservation of endangered species and offering perspectives for the
biotechnological exploration of its unique adaptability traits.

Keywords: Genetic adaptability, Plastome analysis, Species conservation, Metabolism and

photosynthesis, Next-generation sequencing, Stress tolerance.

4.1 Introducao

O género Dyckia Schult. & Schult.f pertence a familia Bromeliaceae ¢ a subfamilia
Pitcairnioideae, com cerca de 172 espécies conhecidas (GOMES-DA-SILVA; SANTOS-
SILVA; FORZZA, 2019b). E constituido tipicamente de espécies xerofitas de vegetagdo
rochosa, distribuido majoritariamente na América do Sul, em uma regido que se estende do
norte da Argentina ao nordeste do Brasil (ANTAR et al., 2021), sendo os Campos Rupestres
brasileiros considerados como centro de biodiversidade deste género, especificamente os
estados de Minas Gerais e Bahia (KRAPP; EGGLI, 2020b). E um género que possui
microendemismo e espécies restritas a certas localidades, como cordilheiras ou bancos
rochosos. Devido a distribuicao restrita de algumas espécies, essas sdo sujeitas a certo grau de
ameaca, principalmente por causas antropicas (PINANGE et al., 2017a).

Dyckia ibiramensis Reitz ¢ endémica do sul do Brasil, com distribui¢ao restrita a dois
quildometros em bancos rochosos as margens do rio Itajai do Norte no municipio de Ibirama no
estado de Santa Catarina. E considerada uma espécie rupicola e reéfita, podendo chegar a um
metro de comprimento. Sua alta adaptagdo as variagdes extremas do ambiente chama atengao,
por viver em periodos de enchentes e vazantes (REITZ, 1983) — sobretudo, causada pelas
barragens locais (ROGALSKI et al., 2021) — e periodos de estiagem.

A década de 1980 foi marcada por sucessivas inundacdes na regido de Ibirama, que
impactaram a espécie, levando-a a ser classificada como Criticamente Ameacgada, pela Lista
Oficial das Espécies Ameacgadas da Flora Brasileira (HMELJEVSKI et al., 2011b), e atualmente
esta classificada como Em Perigo (MMA, 2022). Além disso, trés populacdes dessa espécie
foram extintas, em 2004, devido ao alagamento, provocado pela constru¢do de uma pequena
central hidrelétrica (Ibirama energética S.A) no rio Itajai do Norte, a montante da area de
ocorréncia de D. ibiramensis (HMELJEVSKI et al., 2011b). Por mais, as fortes chuvas e
alagamentos ocorridos no final do ano de 2023 causaram um novo impacto negativo sobre as

populagdes dessa espécie, restando menos duas mil rosetas em toda sua area de ocorréncia.
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O avanco de novas tecnologias gendmicas possibilitou um aumento no nimero de
estudos capazes de mapear variagdes genéticas adaptativas, identificacdo de genes e rotas
metabolicas (SORK, 2018), com possivel importancia biotecnoldgica, agrondmica e até
farmacéutica em plantas ndo cultivadas (STEFENON et al., 2019). Essas informagdes
gendmicas enriquecem os estudos, pois fornecem dados mais aprimorados, por exemplo, sobre
evolucdo adaptativa, respostas a estresses ambientais e meios de gerenciamento das estratégias
de conservacao de espécies ameacgadas ou em risco (SORK, 2018). Muitas dessas analises sao
possibilitadas, devido as tecnologias de sequenciamento de nova geragao (NGS), que permite
a obtencao de sequenciamentos parciais do genoma total (nuclear e organelar), gerando grandes
oportunidades de integrar dados sobre espécies ndo-modelo ou ndo cultivadas (FLANAGAN et
al., 2018; SARZI et al., 2019).

A analise desses dados gendmicos ¢ enriquecida com estudos dos cloroplastos. O
genoma cloroplastidial se apresenta como uma molécula circular de DNA quadripartite, sendo
uma regido grande de cdpia tnica (LSC), uma pequena de copia unica (SSC) e duas regides de
repeti¢do invertida (IRa e IRb). Os cloroplastos sdo amplamente aceitos como tendo origem
endossimbidtica a partir de cianobactérias. No entanto, estudos recentes sugerem que embora
os componentes primarios da fotossintese e a expressdo génica dessas organelas tenham uma
origem comum com as cianobactérias, outras vias Biosintéticas e enzimaticas parecem ter uma
origem diferente. Isso sugere uma possivel origem quimérica dos cloroplastos, dado o alto grau
de fluxo génico encontrado em filogenias (SATO, 2020, 2021). Essa ¢ uma estrutura com uma
notavel conservacao ao longo da evolugao, sendo uma ferramenta em estudos evolutivos (GAO
et al.,, 2019; SABLOK et al., 2016) e de filogenia (SANDOVAL-PADILLA et al., 2019;
YANG; LI; ZHAO, 2019).

A realizagdo de um estudo gendmico sobre a D. ibiramensis ¢ de extrema relevancia,
visto que hd importante escassez dessas informagdes. Com esses dados mais detalhados torna-
se possivel a obten¢do de informacdes sobre a estrutura genética da espécie, diversidade,
evolugdo e adaptagdao ao ambiente. Além disso, a gendmica também pode revelar genes e vias
metabolicas relacionados as caracteristicas de tolerancia a estresses. Em base disso, o principal
objetivo deste trabalho foi gerar recursos genoOmicos para D. ibiramensis, por meio do
sequenciamento parcial do seu genoma nuclear, identificando genes e proteinas que possam
estar relacionados com sua adaptabilidade ao ambiente, além de montar e anotar o genoma

plastidial da espécie.
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4.2. Material e Métodos
4.2.1 Coleta de material

Foram coletadas amostras foliares de uma planta adulta em uma populagdo natural em
Ibirama-SC (27°02°20°°S, 49°33°46°W ~224m) (Figura 1). A regido apresenta clima
subtropical imido, com verdes quentes, temperatura média anual entre 18 e 20°C e umidade
relativa do ar média entre 82 e 84%, tendendo nos meses de inverno a umidade ser mais baixa
(WREGE et al., 2012). Uma exsicata da espécie foi depositada no herbario Flor, da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob o nimero de tombo FLOR 79881.

Yoo

Figura 1. Registro fotografico de Dyckia ibiramensis em seu habitat natural, Ibirama, Santa

Catarina, Brasil.

4.2.2 Isolamento do DNA e sequenciamento

O DNA total foi isolado de folhas saudaveis, através do método CTAB (DOYLE &
DOYLE, 1987). A quantidade e a qualidade do DNA isolado foram verificadas através do
espectrofotdmetro NanoDrop 1000®, em relagio a concentragio e razdes de absorbancia
260/280 e 260/230 e do fluorémetro Qubit®. A integridade (auséncia de degradacdo) das

amostras de DNA foi verificada em eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed



25

e visualizado sob luz ultravioleta. Para o sequenciamento do genoma da espécie, a preparagao
da biblioteca gendmica foi realizada utilizando o Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109 e
SQK-LSK112. O sequenciamento utilizou o sistema Oxford Nanopore Technologies MinlON
Mk1B em flowcells R9.1 para o kit SQK-LSK109 ¢ R10.1 para o kit SQK-LSK112. O
basecalling foi realizado através do software Guppy, o programa PORECHOP foi utilizado
para a limpeza das sequéncias ¢ a montagem dos contigs foram realizadas com o software
FLYE. O software REDUNDANS foi utilizado para remover contigs repetidos, devido a
heterozigosidade. Tanto os dados brutos quanto os contigs foram depositados no BioProject
PRINAS72198, BioSample SAMN30448151, no banco de dados do GenBank/NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=Dyckiat+ibiramensis).

4.2.3 Caracterizacdo da montagem e predicdo de genes

A qualidade da montagem foi avaliada utilizando o software Quast, e a predicdo de
genes foi realizada com o Augustus (STANKE; MORGENSTERN, 2005), usando Zea mays
como modelo de referéncia. Ambas andlises foram conduzidas na plataforma Galaxy (THE
GALAXY COMMUNITY, 2022). Adicionalmente, o pacote OmicsBox (GOTZ et al., 2008)
foi utilizado para as andlises de proteinas, via InterProScan e para as analises de Ontologia

Génica (GO).

4.2.4 Montagem do plastoma e anotagao

O genoma plastidial de D. ibiramensis foi montado utilizando uma abordagem guiada
por referéncia com o genoma plastidial de Ananas comosus cultivar MD2 (ID GenBank
KR336549) como referéncia, no software CLC Genomics Workbench. A anotacdo do genoma
plastidial foi realizada usando o GeSeq (TILLICH et al., 2017) na plataforma Chlorobox
(https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html). Corre¢des foram manualmente efetuadas
por meio da verificagdo cruzada da sequéncia de consenso do plastoma de D. ibiramensis, da
sequéncia de referéncia e das leituras fastQ. Para o GeSeq, a anotacdo iniciou a partir de duas
anotacdes de cloroplastos de referéncia, das espécies Ananas comosus € Puya ferruginea. Os
softwares tRNAscan (CHAN; LOWE, 2019) e Aragorn (LASLETT; CANBACK, 2004) foram
utilizados para a busca dos tRNAs, enquanto o mapa circular fisico do genoma plastidial foi

construido usando o software Organellar Genome DRAW (LOHSE et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=Dyckia+ibiramensis
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4.2.5 Caracterizagdo do genoma plastidial e andlises evolutivas

As andlises de alinhamento de sequéncias, avaliagdes de DOT PLOT e estudos
filogenéticos foram realizadas com 0 auxilio do MAFFT
(https://maftt.cbrc.jp/alignment/server/index.html). A busca por Sequéncias Simples Repetidas
(SSRs) foi conduzida por meio do MISA (https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa/). O DNAsp
(ROZAS et al., 2017) foi utilizado para anélises de uso de codon (Codon Usage) e variagdo
genética, aplicando o método de Janela Deslizante (Sliding Window). O software PREPACT v3
(https://www.prepact.de/prepact-main.php) foi usado na analise de sitios de edi¢ao de RNA,
enquanto a organizagdo estrutural do plastoma, incluindo andlises de blocos colineares, foi
examinada por meio do MAUVE (DARLING et al., 2004). Para a representacao grafica do
genoma plastidial, destacando regides com SSRs, foi utilizado o CPGAVAS2
(http://47.96.249.172:16019/analyzer/annotate).

Para as andlises filogenéticas e de DOT PLOT, foram utilizados plastomas de uma
ampla gama de espécies referéncia dentro da familia Bromeliaceae e outras, incluindo Dyckia
brevifolia (ID), Ananas comosus (NC_026220.1), Puya hutchisonii (NC 062152.1), Puya
macropoda (NC_062153), Puya ferruginea (NC_062151.1), Puya raimondii (NC_062148.1),
Puya nitida (NC _062146.1), Puya goudotiana (NC 062150.1), Tillandsia purpurea
(MW442083.1), Hechtia rosea (NC _080302.1), Hechtia mooreana (NC 080298.1),
Alcanterea odorata (NC_065162.1), Bakerantha purpusii (NC_080288.1), Barfussia laxissima
(NC _065163.1), Catopsis sessiliflora (NC_065164.1), Lameltonia narthcioides (ON398134.1),
Lutheria splendens (NC_065168.1), Mesoamerantha malvernii (NC_080306.1), Pitcairnia
breedlovei (NC _080307.1), Pseudalcantarea macropetala (NC 080307.1), Vriesea sucrei
(NC 065193.1), Wallisia cyanea (NC 065194.1), Werauhia vanhyningii (NC 065195.1),
Zizkaea tuerckheimii (ON398163.1). Como grupo externo, foram utilizados Zea mays
(NC _001666.2), Oryza sativa cultivar Shuhui498 (CP018170.1) e Arabidopsis thaliana
(NC_000932.1).

4.3 Resultados

4.3.1 Caracteristicas do sequenciamento gendmico e montagem de D. ibiramensis
Os resultados do sequenciamento e montagem do genoma de D. ibiramensis revelaram

um total de bases sequenciadas de 1,42 bilhdo, proporcionando uma cobertura estimada de 12,7

vezes, tendo por base um genoma haploide de 329,699,231 pb (LIU et al., 2021) A qualidade

média por leitura, avaliada pelo Phred score, superou o valor de 20, indicando uma alta

qualidade das sequéncias obtidas. A montagem do genoma parcial totalizou 4.647.909 bases
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em 660 contigs, com um N50 de contigs de 3.998 pares de bases (pb). O N50 de scaffolds foi
consideravelmente maior, alcangando 20.887 pb, o que sugere uma eficiente integracdo dos
contiguos em estruturas maiores. O maior contiguo identificado possui 326.912 bases,
destacando-se pela sua extensdo significativa. Por meio da utilizacdo do software Augustus
utilizando o milho como uma planta referéncia, foram preditos 3.734 genes, o que contribui
para o entendimento da complexidade genética e biologica da espécie. O conteudo de GC foi

calculado em 45,71%, estando dentro do esperado para espécies vegetais (Tabela 1).

Tabela 1. Dados de sequenciamento ¢ montagem de Dyckia ibiramensis.

Characteristic Value
Total sequenced bases 1.42 billion bases
Estimated coverage 12.7x
Average quality per read (Phred score) >20
Number of contigs 32,113
Contig N50 3,998
Scaffold N50 20,887
Largest contig 326912
Gene prediction (Augustus) 3,734

GC content (%) 45.71

4.3.2 Caracterizagdo gendmica de Dyckia ibiramensis

A analise dos dados genomicos de D. ibiramensis demosntrou caracteristicas distintivas
que sdo consistentes com a sua capacidade de sobrevivéncia e adaptacdo a um ambiente
dindmico e frequentemente adverso (Figuras 2, 3, 4 e 5). Por meio da anélise de Ontologia
Génica (GO), identificou-se uma série de processos bioldgicos, funcdes moleculares e
componentes celulares que indicam desempenhar um papel fundamental na resposta adaptativa
desta espécie (Figuras 2, 3,4 ¢ 5).

Observa-se na rede de processos bioldgicos sequéncias associadas com respostas a
estimulos (GO: 0050896), que pode conter genes relacionados a adaptacdo da espécie ao
ambiente (Figura 2). Os nds centrais, que representam a maioria das sequéncias (i.e GO:
0006807, GO: 0071704, GO: 0044238, GO: 0008152) podem sugerir uma sinalizagdo interativa
e uma possivel co-regulacao entre vias que contribuem para a plasticidade fenotipica observada
em D. ibiramensis. Além disso, o processo metabolico de compostos contendo nucleobases
(GO:0006139) ¢ um componente relevante na rede de processos bioldgicos, que pode
representar a necessidade de manter a integridade genomica e a homeostase celular em

detrimento ao estresse que essa espécie enfrenta (Figura 2). As sequéncias associadas a estes
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processos reforcam que a espécie dispde de um repertdrio génico amplo que facilita sua

resiliéncia a perturbagdes ambientais.

s

Figura 2. Rede de processos biologicos em Dyckia ibiramensis. Box verde: Representa a GO
de Processos Biologicos, indicando a categoria principal desta rede. As GO's sdo representadas
em tons de laranja, onde: tons mais claros, indicam GO's com menor nimero de sequéncias,
enquanto tons mais escuros, indicam GO's com maior nimero de sequéncias. Clique aqui para

visualizar uma versao em alta resolu¢do da Figura.

Na rede de fungdes moleculares a maioria das sequéncias genéticas de D. ibiramensis
estdo envolvidas em ligacdes (GO:0005488), conforme indicado pelo elevado niimero de
sequéncias categorizadas sob o termo, que representa a funcao de ligagdo de moléculas diversas
(Figura 3). Além disso, um grande conjunto de sequéncias estd associado a atividade catalitica
(GO:0003824), ressaltando a presenga elevada de enzimas que desempenham fungdes centrais
em reagdes metabolicas (Figura 3). Dentro das atividades cataliticas, as fungdes de hidrolase
(GO:0016787) e transferase (GO:0016740) foram proeminentemente representadas, indicando
a importancia dessas enzimas nas rotas metabolicas da planta (Figura 3). A liga¢do a acidos
nucleicos (GO:0003676) € outro aspecto destacado pela analise, com um numero substancial
de sequéncias, sugerindo um papel ativo na regula¢do génica e na manutencdo da integridade

do genoma (Figura 3). A afinidade para pequenas moléculas (GO:0036094) e compostos


https://drive.google.com/file/d/1Pite_5ug6w4VtdtOnmLaC7ZyC3d6oS9Z/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Pite_5ug6w4VtdtOnmLaC7ZyC3d6oS9Z/view?usp=sharing
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organicos ciclicos (GO:0097159) também ¢ evidenciada pelas sequéncias categorizadas, o que

pode refletir uma adaptacdo molecular a variacdo ambiental e estresse (Figura 3).
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Figura 3. Rede de fungdes moleculares em Dyckia ibiramensis. Box azul: Representa a GO de

funcdes moleculares, indicando a categoria principal desta rede. As GO's sdo representadas em

tons de laranja, onde: tons mais claros, indicam GO's com menor nimero de sequéncias,

enquanto tons mais escuros, indicam GO's com maior nimero de sequéncias.

A andlise de componentes celulares por GO identificou uma predominancia de

sequéncias associadas a caracteristicas anatomicas celulares (GO:0110165), cobrindo 94.49%

das sequéncias analisadas, o que enfatiza a complexidade estrutural da célula (Figura 4). Foi

constatado nos termos relacionados a organelas (G0O:0043226 e GO:0043229), que constituem

quase metade das sequéncias, destacando a relevancia de estruturas subcelulares na organizacao

e funcao celular (Figura 4). Organelas delimitadas por membrana tanto no contexto intracelular

quanto em geral (GO:0043227 e GO:0043231) foram verificadas pela analise, refletindo a

importancia da compartimentalizacdo na fisiologia celular (Figura 4). Além disso, componentes

intracelulares como o citoplasma (GO:0005737) e o nacleo (GO:0005634) foram também
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relevantes, refor¢gando seu papel na manutencdo de processos celulares vitais (Figura 4). Ha

presenga de sequéncias associadas a plastideos (GO:0009536) (Figura 4).
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sequéncias, enquanto tons mais escuros, indicam GO's com maior nimero de sequéncias.

A andlise integrativa dos dados de GO para D. ibiramensis revelou amplo envolvimento
em processos bioldgicos, destacando-se o metabolismo de substancias organicas e processos
metabolicos celulares, o que significa uma intensa atividade metabdlica essencial a manutengao
das fungdes bioldgicas da planta (Figura 5a). A funcionalidade molecular ¢ marcada por uma
predominancia de atividades de ligacdo e enzimaticas, incluindo a ligagdo a compostos
heterociclicos e a atividade de hidrolases, que sdo importantes para a catalizagdo de reagdes

metabolicas e interagdes moleculares, além de uma presenca marcante de fatores de transcri¢ao



31

ligantes de DNA (Figura 5b). A distribuicdo de sequéncias genéticas nos componentes celulares
evidencia um papel relevante da membrana, do citoplasma, do nucleoplasma e, de forma
notavel, do citosol, sugerindo que este ultimo ¢ um centro vital para processos metabodlicos

variados (Figura 5c¢).
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Figura 5. Distribui¢do de sequéncias genéticas por categoria de Ontologia Génica de Dyckia
ibiramensis. a) Processos biologicos (BP); b) Funcdo molecular (MF); e c) Componentes

celulares (CC).

A distribuigdo das familias proteicas em D. ibiramensis revela uma predominancia das
sequéncias ligadas a superfamily DNA/RNA polymerase (IPR043502), seguida pela
Ribonuclease H-like superfamily (IPR012337) e pela Tetratricopeptide-like helical domain
superfamily (IPR019990), com significante presenga. Destaca-se também a Protein kinase-like
domain superfamily (IPRO11009) e, em menor grau, a Cytochrome P450 superfamily
(IPR036396), essenciais para a resposta ao estresse. Importantes para a regulacao da expressao
génica, as sequéncias da Zinc finger, CCHC-type superfamily (IPR036875), juntamente com a
Aspartic peptidase domain superfamily (IPR021109), envolvida em processos proteoliticos € a
respostas a estresses abioticos e bidticos, sdo igualmente notdveis. Superfamilias como
Armadillo-like helical (IPR011989) e NAD(P)-binding domain (IPR036291), apresentam-se
em menor escala, indicando uma ampla gama de potenciais interagdes proteicas e adaptacdes
metabolicas (Figura 6A).

A distribuicao dos sitios de proteinas detalhada na Figura 6B, destaca o sitio ativo da
Serine/threonine-protein kinase (IPR008271) como o mais prevalente, com um total superior a
30 sequéncias. Esta abundancia demonstra a relevancia desses sitios nas atividades de

sinaliza¢do celular mediadas por proteinas quinases. Em paralelo, o dominio de ligacao a
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nucleotideos da subunidade alfa/beta da ATPase (IPR020003) ¢ também notavel, ambos com
cerca de 13 sequéncias, enfatizando seu papel no metabolismo energético e na fotossintese. Os
sitios conservados do Cytochrome P450 (IPR0O17972) demonstra uma presenca intermediaria,
implicando seu envolvimento na captura de luz e processos de detoxificagdo. A presenga de
sitios como WD40 repeat (IPR017975) e Zinc finger, RING-type (IPR017907), em frequéncias
consideraveis, sugere importancia nas interacdes proteicas e na regulacdo génica.
Adicionalmente, identificam-se sitios mitocondriais de AMP-binding (IPR020845) e ATPase

AAA-type (IPR003960), com um nimero menor de sequéncias, mas que ainda assim indicam

a participacao desses dominios em processos vitais de ligacao e hidrolise de ATP na célula de

D. ibiramensis (Figura 6B).
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Figura 6. Perfil de distribuicdo de superfamilias proteicas (A) e sitios ativos (B) em Dyckia

ibiramensis.

4.3.3 Plastoma
O genoma cloroplastidial de D. ibiramensis (ID GenBank OR832762.1) possui o

comprimento de 159,176pb e possui a estrutura quadripartite tipica, sendo a Regido de Copia
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Unica (LSC) com o comprimento de 70947pb e a Pequena de Copia Unica (SSC) com 18608pb
e duas regides de Repeticao Invertida (IRs) compostas por 26170pb cada. Foram preditos 125
genes no plastoma, incluindo 38 genes codificadores de tRNA (RNA de transferéncia) e 08 de

rRNA (RNA ribossomico) (Figura 7).
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Figura 7. Mapa fisico do plastoma de Dyckia ibiramensis

Na andlise comparativa dos plastomas selecionados, observou-se que D. ibiramensis
compartilha tamanho e regides conservadas, com Ananas comosus (subfamilia Bromelioideae)
e Puya raimondii (subfamilia Pitcairnioideae). Por outro lado, uma notavel disparidade ¢
identificada entre os plastomas de Hechtia rosea e Pticairnia breedlovei (ambas da subfamilia
Pitcairnioideae), principalmente em termos de organizacdo gendémica (Figura 8). Essas
observagdes sugerem que, enquanto certas caracteristicas do plastoma sdo conservadas entre
essas espécies, outras refletem adaptagdes evolutivas distintas, possivelmente em resposta a

exigéncias ecologicas especificas ou distintas linhagens evolutivas.
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Figura 8. Andlise comparativa de sequencias do plastoma de Dyckia ibiramensis contra outras

sequencias de plastomas de espécies de Bromeliaceae usando Dot Plots do MAFFT. A

inclinacdo vermelha positiva significa que o par de sequéncias comparadas ¢ na mesma

orientacdo. A inclina¢do azul negativa denota que o par de sequéncias comparadas podem ser

alinhadas, mas sua orientagdo ¢ oposta. Nos graficos (c) e (d) destacam-se lacunas e diferencas

de posi¢do entre os genomas de D. ibiramensis, Hechtia rosea € Pticairnia breedlovei.
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Uma analise detalhada de blocos colineares foi realizada para complementar as relagdes
evolutivas dentro dos genomas plastidiais de Bromeliaceae (Figura 9). constatou-se que os
alinhamentos dos plastomas de espécies selecionadas possuem um conjunto de segmentos de
DNA conservados, evidenciados por blocos de cores alinhados verticalmente entre as linhas
que representam cada genoma. Estes blocos destacam regides de homologia, denotando uma

colinearidade genética que se estende por diversas espécies dentro da familia.

T T

= —
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Figura 9. Alinhamento de blocos colineares do software MAUVE de plastomas de espécies da
familia Bromeliaceae: D. ibiramensis; D. brevifolia; P. breedlovei; Puya ferruginea, P.
raimondii; Tillandsia purpurea; A. comosus, Zizkaea tuerckheimii; Alcantarea odorata;
Bakerantha purpusi,; Barfussia laxissima,; Catopsis sessiliflora; Goudaea ospinae; Lameltonia
narthecioides, Lutheria splendes; Mesoamerantha malvernii; Pseudoalcanterea macropetala;
Viridantha ignesiae; Vriesea sucrei; Wallisia cyanea; Werauhia vanhyningii; H. mooreana e

H. rosea. Clique aqui para visualizar uma versao em alta resolugdo da Figura.


https://drive.google.com/file/d/1Pt8KE2-G_TIld56Bq90jdglKulOOCNlr/view?usp=sharing
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A preservacao de blocos colineares na mesma ordem no plastoma demonstra uma
conservagdo evolutiva notavel, enquanto as discrepancias na ordem e presenga de blocos
indicam rearranjos gendmicos, tais como inversdes ¢ transloca¢des, marcando episddios de
mudangas evolutivas que possivelmente moldaram a configuragdo dos plastomas.
Particularmente, as diferencas nos padrdes de colinearidade entre D. ibiramensis e espécies
como H. rosea; H. mooreana e P. breedlovei sugerem uma evolucdo divergente dentro da
subfamilia Pitcairnioideae (Figura 9).

Por meio da analise de filogenia entre as espécies aqui ja citadas, € possivel observar as
similaridades que colocam essas espécies na familia Bromeliaceae (Figura 10). Também ¢
possivel constatar a formagao de um cluster entre D. ibiramensis, D. brevifolia e P. breedlovei,
sendo esta Ultima mais distante das duas primeiras espécies. Todas as espécies de Puya sp.
foram mantidas agrupadas; as espécies de Hechtia sp. ndo foram agrupadas com as Dyckias e
Pticairnia; A. comosus (Bromelioideae) ficou localizada entre as Puyoideae ¢ Hechtioideae,

demonstrando ser irma das Puyoideae.
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Figura 10. Arvore de relagdo filogenética entre membros da familia Bromeliaceae, revelada por
Neighbor-Joining (NJ) através do MAFFT; Zea Mays, Oryza Sativa e Arabidopsis thaliana

foram utilizadas como grupo externo.

Para a andlise de janela deslizante (Figura 11) foram selecionadas apenas as
Bromeliaceae, em base dos resultados do dot plot e alinhamento do MAFFT e foram utilizados
os plastomas completos. A diversidade de nucleotideo () entre todos os plastomas foi de

0,00735; com 3759 sitios de polimorfismos. A regido codificante com maior variabilidade foi
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do gene ndhE (m > 0,1) seguido do gene pafll (1 > 0,1); também teve uma diversidade

consideravel o gene ccsA4 (m > 0,08).

palll ndhE

pi

Nucleotide Position

Figura 11. Andlise de janela deslizante realizada com o software DNAsp. O eixo X representa
a posi¢ao nucleotidica ao longo do plastoma e o eixo Y denota a diversidade nucleotidica ().
A linha tracejada indica o limiar de alto polimorfismo, definido como sete vezes o valor médio

de m. A analise foi conduzida com uma janela de 100 pares de bases (pb) e um passo de 25 pb.

Observa-se na Figura 12 a andlise de uso relativo de cddons sindnimos (RSCU). O
Cddon AGA que codifica a Arginina teve a maior expressao no plastoma (RSCU = 1,95), em
contraste, 0 codon CGC que também codifica Arginina foi o de menor expressdao (RSCU = 0.,4).
Com auséncia de viés em uso de codons (i.e RSCU = 1,0), como esperado os codons da

Metionina (AUG) e Triptofano (UGG).
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Figura 12. Perfil de uso de cddons no plastoma de Dyckia ibiramensis. Os valores de RSCU
acima de 1,5 (T) indicam preferéncia pelo uso do cédon correspondente, enquanto valores
abaixo de 0,5 (¥) sugerem subutilizagdo. Valores RSCU = 1,0 significa auséncia de viés em

uso de codon.

Foram realizadas predi¢des de sitios de edigdo em RNA utilizando o software
PREPACT, com base em comparagdes com as espécies Cocos nucifera, A. thaliana, Nicotiana
tabacum, O. sativa ¢ Z. mays. Foram identificados 445 sitios de edi¢do, distribuidos em 39
genes. O gene ndhB apresentou o maior namero de sitios, com um total de 72, enquanto o gene
psbZ teve o menor numero, tendo apenas dois sitios de edicao.

Foram identificadas 87 regides de Sequéncia Simples Repetidas (ou microssatélites) —
SSRs no plastoma, distribuidas em 42 na regidao LSC, cinco na regido SSC e quatro em cada
regido IR (Figura 13). Foram selecionados 37 SSRs entre mondmeros, dimeros e trimeros

(Tabela 2) excluindo-se microssatélites compostos desta selecdo.
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SSC

Figura 13. Mapa circular das regides de Sequéncia Simples Repetidas (SSRs) ao longo do

plastoma de D. ibiramensis.

Tabela 2. Caracterizagdo das Sequéncias Simples Repetidas (SSRs) identificadas no genoma

plastidial de Dyckia ibiramensis.

ID SSR nr. SSR size start End
Dyckia ibiramensis 1 (A)11 11 4477 4487
Dyckia ibiramensis 2 (A)15 15 6302 6316
Dyckia ibiramensis 3 (T12 12 6736 6747
Dyckia ibiramensis 4 (A)12 12 8247 8258
Dyckia ibiramensis 5 (12 12 9360 9371
Dyckia ibiramensis 6 (10 10 10078 10087
Dyckia ibiramensis 7 (TA)6 12 15284 15295
Dyckia ibiramensis 8 (TA)6 12 15297 15308
Dyckia ibiramensis 9 (12 12 15594 15605
Dyckia ibiramensis 10 (T12 12 23834 23845
Dyckia ibiramensis 11 (A)14 14 30031 30044
Dyckia ibiramensis 12 (A1l 11 31285 31295
Dyckia ibiramensis 13 (A)10 10 31463 31472
Dyckia ibiramensis 14 (D11 11 33777 33787
Dyckia ibiramensis 15 (A)10 10 34915 34924
Dyckia ibiramensis 16 (D10 10 44556 44565
Dyckia ibiramensis 17 (TA)9 18 48306 48323
Dyckia ibiramensis 18 (A)10 10 48723 48732
Dyckia ibiramensis 19 (ATA)6 18 48734 48751
Dyckia ibiramensis 20 (10 10 56966 56975
Dyckia ibiramensis 21 (10 10 61797 61806

Dyckia ibiramensis 22 (AT)9 18 67954 67971
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Continuacdo da Tabela 2..

ID SSR nr. SSR size start End
Dyckia ibiramensis 23 (TH)10 10 69470 69479
Dyckia ibiramensis 24 (A)11 11 69828 69838
Dyckia ibiramensis 25 (A)13 13 72232 72244
Dyckia ibiramensis 26 (A)10 10 74282 74291
Dyckia ibiramensis 27 (TH)10 10 74322 74331
Dyckia ibiramensis 28 (A)10 10 74407 74416
Dyckia ibiramensis 29 (A)10 10 78488 78497
Dyckia ibiramensis 30 (A)11 11 78514 78524
Dyckia ibiramensis 31 (M1 11 83734 83744
Dyckia ibiramensis 32 (11 11 85579 85589
Dyckia ibiramensis 33 (11 11 85893 85903
Dyckia ibiramensis 34 (AT)6 12 116932 116943
Dyckia ibiramensis 35 (T)10 10 122912 122921
Dyckia ibiramensis 36 (A)14 14 123039 123052
Dyckia ibiramensis 37 (A)11 11 127261 127271

4.4 Discussao

O objetivo principal deste estudo foi investigar a complexidade genOmica e sua
potencial relagdo com as estratégias adaptativas de Dyckia ibiramensis, ameagada de extingao.
Motivados pela urgente necessidade de compreender melhor os mecanismos que permitem a
sobrevivéncia desta espécie as condi¢des variaveis em seu habitat e pela aplicagdo potencial
deste conhecimento na conservacdo da espécie, realizamos o sequenciamento parcial de seu
genoma nuclear, bem como a montagem completa do genoma plastidial. Esta pesquisa visou
nao apenas contribuir para a biologia da conservacao de D. ibiramensis, mas também explorar
as bases genéticas de sua resiliéncia a estressores.

Compreender e conservar a biodiversidade vegetal e animal ¢ importante para o bem-
estar humano. Isto ¢ particularmente importante em regides ricas em espécies Unicas, como os
ecossistemas proximos de rios, que sdo pontos criticos para a conservacao das plantas
(DAVIES, 2010). Dyckia ibiramensis com sua limitada distribui¢do as margens do rio Itajai do
Norte ¢ adaptada a condicdes, tais como: flutuacdes da dgua e vazantes, alta luminosidade em
periodos de seca, as quais estdo sublinhadas com sua importincia ecologica e sua
vulnerabilidade (HMELJEVSKI et al., 2011b). A espécie monstra um sistema reprodutivo
misto, com destaque para sua propagagao clonal, permitindo sua manuten¢ao e potencialidade
de expandir sua populagdo diante um ambiente estressante (ROGALSKI et al., 2021). No
entanto, a conservacao da biodiversidade nestas regides ¢ muitas vezes negligenciada, apesar
do seu elevado endemismo vegetal (COX; UNDERWOOD, 2011; JOLY; METZGER;
TABARELLI 2014).
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O sequenciamento e a montagem do genoma de D. ibiramensis, destacam sua
complexidade e adaptabilidade. A obtencdo de 1,42 bilhdes de bases sequenciadas com uma
cobertura de 12,7x do genoma, a montagem de 32.113 contigs ¢ a identificacao de 3.734 genes
(Tabela 1), permite comparar a complexidade gendmica de D. ibiramensis com outras espécies
vegetais, incluindo aquelas com genomas extensivamente mapeados (LIU et al., 2021). Apesar
de termos montado somente uma pequena por¢ao do genoma nuclear total da espécie, a
identificacdo de 3.734 genes e um conteudo de GC de 45,71% reforca a riqueza funcional e
adaptativa de D. ibiramensis, alinhando-se com o esperado para espécies vegetais e
demonstrando a importancia desta pesquisa para a conservagao ¢ compreensao da espécie. Por
meio da analise dos resultados gendmicos de D. ibiramensis, ressaltamos a alta qualidade das
sequéncias, evidenciada por um Phred score superior a 20. A montagem do genoma, com um
N50 de contigs de 3.998 pb e um N50 de scaffolds de 20.887 pb, demonstra uma alta qualidade
e integridade, importantes para um mapeamento genético preciso. O destaque para o maior
contig, com 326.912 bases, enfatiza a capacidade de reconstruir regides gendomicas extensas,
importantes para compreender a complexidade biologica da espécie.

A andlise de Ontologia Génica revelou a presenca de processos bioldgicos, fungdes
moleculares e componentes celulares criticos para a sobrevivéncia e adaptacdo de D.
ibiramensis (Figuras 2, 3, 4). Este estudo corrobora pesquisas anteriores, enfatizando a
essencialidade dos mecanismos regulatérios e da tolerancia cruzada em permitir que plantas se
adaptem a ambientes adversos (MITTLER, 2006; ZIESCHANK; MUOLA; JUNKER, 2023).
Os mecanismos identificados no presente trabalho envolvem redes complexas de sinalizacdo e
regulacdo génica que otimizam a resposta da planta e promovem a resiliéncia em detrimento de
desafios ambientais. As complexas redes de sinalizacdo e regulacdo genética nas plantas que
estdo relacionadas a alteragdes climaticas e stress abidtico, geralmente estdo atreladas a
aspectos genéticos e bioquimicos associados a sensores de estresse, memoria de estresse €
tolerancia adquirida ao estresse (BIGOT et al., 2018).

A adaptabilidade de D. ibiramensis ao seu habitat ¢ destacada pela identificacdo de
sequéncias associadas a resposta a estimulos ambientais (GO: 0050896), que promovem
plasticidade fenotipica (YEAMAN et al., 2014). A rede de processos biologicos, evidenciada
na Figura 2, mostra nos centrais como GO: 0006807, GO: 0071704, GO: 0044238, e GO:
0008152, indicando um mecanismo de sinalizagdo interativa e potencial co-regulagdo entre
diferentes vias. Esse arranjo promove a capacidade necessaria para a sobrevivéncia em
ambientes com alto estresse. A ligagdo desses nds com processos metabolicos (GO:0008152)

sugere ajustes que podem conferir vantagens adaptativas a D. ibiramensis em seu ambiente,
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enquanto a participacdo no metabolismo de compostos contendo nucleobases (GO:0006139)
ressalta a importancia da manutencdo da integridade genomica e da homeostase celular em
situacoes de estresse.

Analisando as fung¢des moleculares, a maioria das sequéncias genéticas demonstra
envolvimento em atividades de ligagdo (GO:0005488) e cataliticas (G0O:0003824),
especialmente nas fungdes de hidrolases (GO:0016787) e transferases (GO:0016740). Esses
achados, detalhados na Figura 3, evidenciam um papel ativo dessas enzimas nas vias
metabolicas, fundamentais para a adaptagdao da planta as variacdes ambientais e estresses
(HAYES; PULFORD, 1995; RAUWERDINK; KAZLAUSKAS, 2015).

A estrutura celular de D. ibiramensis, conforme apresentado na analise de componentes
celulares (Figura 4), destaca a predomindncia de sequéncias relacionadas a organelas
(GO:0043226 e GO:0043229) e a componentes intracelulares essenciais como o citoplasma
(GO:0005737) e o nucleo (GO:0005634). A presenca de sequéncias associadas a plastideos
(GO:0009536) reforga a importancia dessas organelas para a adaptabilidade e sobrevivéncia da
espécie. Este entendimento ¢ relevante ao considerarmos que organelas como mitocondrias e
plastideos sdo primordiais para as fung¢des celulares, com os plastideos desempenhando um
papel importante na adaptabilidade e sobrevivéncia das espécies devido ao seu envolvimento
em processos metabolicos. Além disso, a integracdo dos processos do citoplasma e dos
cloroplastos ¢ importante para o funcionamento eficiente do metabolismo celular. Esta
integracdo envolve uma troca de metabolitos e informacgdes entre o citoplasma e os plastideos
(ROLLAND et al., 2012). E bem provavel que as adaptacdes evolutivas otimizaram essas
interacdes para a sobrevivéncia da espécie, demonstrando a complexidade dos sistemas de
regulacdo e sinalizagdo que permitem a D. ibiramensis sobreviver até entdo em um habitat com
mudancas climaticas ¢ hidricas constantes.

A andlise integrativa dos dados de GO reforca a compreensdo dos mecanismos
subjacentes da D. ibiramensis (Figura 5). O destaque para o metabolismo de substincias
organicas e processos metabolicos celulares (Figura 5a), que demonstra uma intensa atividade
metabodlica que € essencial para a manutencao das fung¢des biologicas vitais da planta. Essa
intensidade metabolica evidencia a dinamica bioquimica interna de D. ibiramensis, preparando-
a para enfrentar e se adaptar a variados desafios ambientais. No nivel molecular (Figura 5b), a
predominancia de atividades de ligagdo e enzimaticas esclarece as fung¢des da ligacdo a
compostos heterociclicos e da atividade das hidrolases. Estas enzimas catalisam reagdes
metabolicas e medeiam interagdes moleculares, sustentando as vias bioquimicas que sustentam

a planta. Além disso, a presenca de fatores de transcri¢ao de ligacdo ao DNA sugere uma
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complexa rede reguladora genética para facilitar a adaptacdo de D. ibiramensis ao seu ambiente.
Esses fatores de transcri¢do, sdo fundamentais na interpretacdo de sinais ambientais e na
modulagdo do metabolismo celular e da expressao génica, preparando para as adaptacdes
responsivas da planta (REHMAN; MAHMOOD, 2015; YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2006).

A distribui¢ao de sequéncias genéticas nos componentes celulares evidencia um papel
relevante da membrana, do citoplasma, do nucleoplasma e, de forma notavel, do citosol,
sugerindo que este ultimo ¢ um centro vital para processos metabolicos variados (Figura 5¢). O
citosol ¢ relevante para varios processos metabolicos, reforcando a nogdo de que a interagdo e
a transferéncia eficiente de informagdes e metabolitos entre compartimentos celulares sao
indispensaveis para a adaptabilidade e sobrevivéncia, ajustando-se a planta a mudancas
ambientais e sinais internos (IGAMBERDIEV; BYKOVA, 2018).

No presente trabalho destaca-se quanto as familias proteicas a predomindncia das
sequéncias ligadas a superfamilia DNA/RNA polimerase (IPR043502). Essas sdo essenciais
para a replicagdo, reparo do DNA e transcrigdo do RNA (SAUGUET, 2019), processos
fundamentais para a conservagdo da integridade genética e adaptacdo as mudancas ambientais.
Igualmente, as superfamilias Ribonuclease H-like (IPR012337) e Tetratricopeptide-like helical
domain (IPR019990) enfatizam as caracteristicas dos sistemas celulares de sinalizacdo e
regulacdo, destacando a importincia do processamento do RNA e do reconhecimento de
proteinas especificas em D. ibiramensis. As sequéncias da Protein kinase-like domain
superfamily (IPR011009) e da Cytochrome P450 (IPR036396) ressaltam fun¢des na resposta
ao estresse, com as quinases de proteina essenciais na transducdo de sinal e as enzimas
Cytochrome P450 envolvidas na biossintese de compostos fitoquimicos e na detoxificagao.
Além disso, as superfamilias Zinc finger, tipo CCHC (IPR036875), e dominio peptidase
aspartica (IPR021109) destacam-se pela regulacdo da expressdo génica e processos
proteoliticos, provavelmente relacionados a capacidade da planta de se ajustar rapidamente a
diversas condi¢des ambientais (BOGAMUWA; JANG, 2014).

Complementando a discussdo sobre as familias proteicas em D. ibiramensis, 0s
resultados da analise dos sitios ativos e dominios proteicos demonstram ainda mais as
caracteristicas bioquimicas que sustentam a eficiéncia energética e adaptabilidade da espécie.
O sitio ativo da Serina/treonina-proteina quinase (IPR008271), que se destaca pela sua
prevaléncia, juntamente com o papel fundamental do sitio ativo da unidade maior da Rubisco
(IPR020878) e do dominio de liga¢ao a nucleotideos da ATPase (IPR020003), no metabolismo

energético e na fotossintese, ressalta a capacidade excepcional da planta de otimizar a producao



44

e uso de energia. Além disso, os sitios conservados do Fotossistema I ¢ do Cytochrome P450,
em combinagdo com dominios como a repeticdio WD40 e o Zinc finger, tipo RING, revelam
uma intrincada rede de processos bioquimicos. Estes processos estao envolvidos na captagao
de luz, detoxificagdo, interagdes proteicas e regulacdo génica, evidenciando uma grandeza
molecular que prepara a planta para enfrentar estresses ambientais variados (CIFTCI-YILMAZ;
MITTLER, 2008; MACKEH et al., 2018). Como em seu ciclo anual D. ibiramensis intercala
periodos de alta incidéncia de luz solar e periodos submersos, em que ocorre difracao da luz
que chega as suas folhas, essas interagdes sao essenciais para sua sobrevivéncia.

A montagem e analise do plastoma de D. ibiramensis oferecem visdes abrangentes sobre
a dinamica estrutural e funcional dos genomas dos cloroplastos nesta espécie endémica (Figura
7). A montagem do plastoma revelou a extensdo de 159.171 pares de bases, que demonstra sua
conservagdo estrutural. Esse aspecto reforca também a ideia de que estas organelas sdo
fundamentais para a manutencao de fungdes criticas (SONG et al., 2021; YANG; LI; ZHAO,
2019).

A presencga de genes essenciais para o fotosistema II (psbA, psbB, psbC, psbD) na regido
LSC, juntamente com genes para o fotosistema I (psaA, psaB), o complexo desidrogenase
NAD(P)H (ndhA, ndhB, ndhC, ndhD), o complexo citocromo b6f (petA, petB) e ATP sintase
(atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpl) em todo o plastoma, ressalta a fung¢do central dos
cloroplastos na captura e conversao de energia luminosa em energia quimica. Esta capacidade
¢ fundamental para a fotossintese, permitindo que D. ibiramensis, uma espécie que habita em
rochas e ambientes reofiticos, maximize a eficiéncia fotossintética em seu habitat extremo, onde
a exposicao a luz e as condigdes de estresse podem variar significativamente (XU; WANG,
2019; ZHANG et al., 2020). Além disso, a anotacdo de multiplos genes de tRNA reforca a
autonomia funcional dos cloroplastos, possibilitando a sintese in sifu de proteinas essenciais.
Este aspecto ¢ particularmente relevante para a adaptagdo e sobrevivéncia de D. ibiramensis,
pois facilita respostas rapidas as mudancas ambientais, ajustando a maquinaria fotossintética e
outras vias metabdlicas essenciais. O gene rubisco (rbcL), por exemplo, desempenha um papel
critico na fixacdo de carbono, um processo chave na eficiéncia fotossintética e,
consequentemente, na adaptabilidade da planta a diferentes niveis de CO; e intensidades de luz
(BAYLY et al., 2013; DOBROGOJSKI; ADAMIEC; LUCINSKI, 2020).

A similaridade no tamanho dos plastomas e a manutencdo de regides gendmicas entre
D. ibiramensis, Ananas comosus € Puya raimondii (Figura 8) indicam a possibilidade de
eventos evolutivos compartilhados ou pressdes seletivas comuns a estas subfamilias. Por outro

lado, as diferencas observadas nos plastomas de Hechtia rosea e Pticairnia breedlovei,
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especialmente em relagdo a organizacdo gendmica, podem ser indicativos de adaptacdes
especificas ao nicho ecologico ou de divergéncias evolutivas que ocorreram apds a especiagao
destas linhagens (Figuras 8 € 9). A arvore filogenética (Figura 10) resultou em um alinhamento
com as mais recentes classificagdes das subfamilias de Bromeliaceae, em especial a
Pitcairnioideae (GIVNISH et al., 2007, 2011). Os resultados reforcam a monofilia das espécies
de Dyckia e sugerem uma relacdo de grupo irmdo entre as subfamilias Bromelioideae e
Puyoideae, todos suportados por altos valores de Bootstrap, corroborando os estudos anteriores
(SCHUTZ et al., 2016).

Em comparagdo com plastomas das espécies de Bromeliaceae, na analise de janela
deslizante foi observado que a D. ibiramensis possui os genes ndhE e pafll com maior valor pi,
sendo o primeiro com maior destaque. Alto valor pi em andlises de janela deslizante demonstra
grande variabilidade dentro dessa regido, podendo indicar pressao seletiva, alta taxa de mutagao
ou recombinagdo genética (SHEIKH-ASSADI et al., 2022). O fato desses picos serem
observados demonstra que essas regides sao hotspots para variagdo genética, sugerindo que
estao envolvidas na evolugao adaptativa da espécie.

Entretanto, informacgdes que permitam a compreensao das relagdes entre as espécies do
género Dyckia Schult. & Schult.f, bem como os mecanismos de especiacdo sdo limitadas e
desafiadoras. Essa escassez de informagdes pode ser atribuidas a natureza endémica e a raridade
de muitas dessas espécies, ao fato de serem conhecidas apenas por sua localidade-tipo, € um
outro problema ¢ a alta plasticidade morfologica intraespecifica (KRAPP et al., 2012).
Caracteristicas morfologicas no género Dyckia evoluiram vérias vezes na histéria, o que
contribui para a hipotese desse género ser de origem recente (KRAPP et al., 2014; PINANGE
et al., 2017a). Além disso, as espécies de Dyckia podem ndo ser apenas morfologicamente
distintas, mas também geneticamente distintas (KRAPP et al., 2014).

No presente estudo, observamos uma prevaléncia do cédon AGA, que codifica arginina,
o que pode indicar adaptagdes especificas no mecanismo de traducao de D. ibiramensis. Este
uso preferencial pode refletir uma eficiéncia traducional otimizada, onde a disponibilidade de
tRNAs correspondentes ou a velocidade de reconhecimento pelo ribossomo sdo maximizadas,
facilitando uma rapida sintese proteica em resposta a condi¢des ambientais especificas. Tal
padrao ¢ suportado por estudos que associam variagdes no uso de cddons com respostas
adaptativas a estresses ambientais (TYAGI et al., 2023). Este achado destaca a complexidade
daregulagdo génica em D. ibiramensis e sugere que alteragdes no uso de cddons podem oferecer
vantagens adaptativas, influenciando a eficiéncia da expressdo génica e, potencialmente, a

funcionalidade das proteinas.
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Destacamos ainda, a presenca de sitios de edi¢do de RNA no gene ndhB do plastoma,
evidenciando uma complexa regulacdo pos-transcricional essencial para a funcionalidade do
complexo NADH dehidrogenase. Essas modificagdes pds-transcricionais nos nucleotideos do
mRNA sdo relevantes para garantir a expressao correta das proteinas de ndhB, adaptando a
atividade fotossintética da planta as extremas variagdes ambientais tipicas de seu habitat
rochoso e exposto. Este achado corrobora evidéncias de estudos em outras espécies, como A.
thaliana, onde a edicdo de RNA no ndhB desempenha um papel vital na manutengao da
eficiéncia fotossintética sob condigdes de estresse (FU et al., 2022). Portanto, os sitios de edi¢ao
de RNA observados ndo apenas reforcam a importancia desta regulacdo para a adaptacao
ambiental de Dyckia ibiramensis, mas também sugerem uma complexidade adicional na
regulacdo génica crucial para a otimiza¢do da funcdo cloroplastidica e sobrevivéncia em
ambientes desafiadores.

A identificagdo de regides SSR no plastoma de D. ibiramensis destaca sua utilidade
como marcadores moleculares para futuros estudos sobre a variabilidade genética dentro do
género Dyckia, a conserva¢do de D. ibiramensis e a diversidade genética da familia
Bromeliaceae. A analise do plastoma complementa a compreensdo da complexidade gendmica
e adaptativa de D. ibiramensis, ilustrando como a estrutura e¢ funcdo dos cloroplastos
contribuem para a resiliéncia desta espécie a condi¢cdes ambientais adversas. Além disso, a
integragdo de dados gendmicos nucleares e de cloroplastos abre novas vias para estudos futuros
sobre a evolugdo, adaptacdo e conservagdo desta e de outras espécies de plantas endémicas em
habitats similares. Adicionalmente, apesar da grande utilidade de estudos filogenomicos e
evolutivos baseados em sequéncias completas de cloroplastos, o plastoma apresentado neste

trabalho € o primeiro depositado no Genbank (ID OR832762) para espécies do género Dyckia.

4.5 Conclusoes

Este estudo demonstrou aspectos fundamentais sobre a complexidade genética e as
capacidades adaptativas de Dyckia ibiramensis, uma espécie endémica e ameacada do sul do
Brasil. O sequenciamento parcial de seu genoma e a montagem do seu plastoma permitiram
identificar genes importantes para a fotossintese, metabolismo e adaptacdo ao estresse
ambiental, ressaltando a complexidade genética e funcional de D. ibiramensis.

Os resultados revelaram uma cobertura genomica de 12,7x e a identificagdo de 3.734
genes, evidenciando a diversidade funcional e a notavel capacidade de resiliéncia da espécie. A
montagem do plastoma mostrou-se essencial para a eficiéncia fotossintética e adaptabilidade,

contendo genes importantes para os fotossistemas e a fixagdo de carbono. Este estudo ndo
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apenas amplia nosso conhecimento sobre a biologia de D. ibiramensis, mas também sublinha a
importancia da gendmica na conservagao de espécies ameagadas.

Este trabalho abre novas possibilidades para a utilizacdo biotecnologica das
caracteristicas adaptativas de D. ibiramensis, com potenciais aplicagdes na conservagao € no
manejo de ambientes extremos. Além disso, os dados fornecidos enriquecem o banco de dados
gendmicos globais, oferecendo recursos valiosos para futuras pesquisas em genética de
conservagao, evolucao de plantas e biologia de sistemas.

Recomenda-se que pesquisas futuras incluam o sequenciamento de mais individuos e
outras espécies dentro do género Dyckia, para explorar a variabilidade genética e compreender
melhor as forgas evolutivas que influenciam a especiagdo e os mecanismos de diferenciacao
morfoldgicas e genéticas intraespecificas. Investigagdes mais detalhadas sobre a expressdao
génica e funcionalidade proteica em D. ibiramensis poderiam elucidar como as adaptacdes sao
reguladas em nivel molecular em resposta a estresses ambientais especificos.

Este estudo contribui para a ciéncia da conservagao, estabelecendo bases para a protecao
de uma espécie e destacando a relevincia da pesquisa gendmica para a compreensio €

preservacao da biodiversidade global.
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5. CAPITULO II. MARCADORES MOLECULARES E ELEMENTOS REPETITIVOS
EM DYCKIA IBIRAMENSIS, UMA ESPECIE ENDEMICA

Resumo

Dyckia ibiramensis ¢ uma espécie endémica do sul do Brasil, no estado de Santa Catarina,
conhecida por sua capacidade de adaptacdo a variagdes ambientais extremas. Objetivou-se com
este estudo caracterizar os elementos repetitivos presentes no genoma de D. ibiramensis e
desenvolver marcadores microssatélites especificos para a espécie. A andlise do genoma
revelou uma predominancia de retroelementos LTR, representando 14,74% do genoma parcial.
Foram identificados 33.112 loci microssatélites, dos quais 10 foram selecionados e validados
para a genotipagem de 30 individuos das populag¢des naturais, mostrando alta variabilidade
genética. A andlise de variancia molecular indicou que 93% da variacdo genética estd presente
dentro dos individuos. A andlise de gargalos populacionais sugeriu que as populagdes de D.
ibiramensis passaram por gargalos genéticos no passado. Os resultados deste estudo fornecem
uma base para futuras pesquisas e estratégias de conservagdo da espécie.

Palavras-chave: Diversidade genética, Retroelementos LTR, Microssatélites, Conservagao

genética, Variabilidade genomica.

MOLECULAR MARKERS AND REPETITIVE ELEMENTS IN DYCKIA
IBIRAMENSIS, AN ENDEMIC SPECIES

Abstract

Dyckia ibiramensis is an endemic species from southern Brazil, in the state of Santa Catarina,
known for its ability to adapt to extreme environmental variations. This study aimed to
characterize the repetitive elements present in the genome of D. ibiramensis and to develop
species-specific microsatellite markers. Genome analysis revealed a predominance of LTR
retroelements, representing 14.74% of the partial genome. A total of 33,112 microsatellite loci
were identified, of which 10 were selected and validated for genotyping 30 individuals from
natural populations, showing high genetic variability. Molecular variance analysis indicated
that 93% of the genetic variation is present within individuals. The population bottleneck
analysis suggested that D. ibiramensis populations have experienced ancient genetic
bottlenecks. The results of this study provide a basis for future research and conservation
strategies for the species.

Keywords: Genetic diversity, LTR retroelements, Microsatellites, Genetic conservation,

Genomic variability.
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5.1 Introducio

Dyckia Ibiramensis Reitz ¢ uma espécie endémica do sul do Brasil, no estado de Santa
Catarina (REITZ, 1983), com distribuigao restrita a dois quildémetros, ao longo do rio Itajai do
Norte, no municipio de Ibirama. Assim como outras espécies do género, possui uma alta
adaptacdo as variacdes extremas do ambiente, podendo superar periodos de enchentes e
estiagens (KRAPP; EGGLI, 2020a; PINANGE et al., 2017b).

Populagdes naturais de Dyckia ibiramensis estdo expostas a uma série de pressoes
edafoclimaticas e biologicas, incluindo neste Ultimo principalmente fatores antropicos. As
plantas dessa espécie podem representar um 6timo modelo de estudo para adaptacdo e
tolerancia a diversos estresses (FLOOD; HANCOCK, 2017). Estas adaptagdes, por sua vez,
tém carater genético e a genomica desempenha um papel fundamental na compreensdo das
complexas caracteristicas das espécies, permitindo uma exploragdo mais aprofundada e
detalhada do genoma (WAMBUGU; NDJIONDJOP; HENRY, 2018). E por meio da gendmica
que se torna possivel analisar caracteristicas especificas, investigar diversidade genética intra e
interpopulacional, levando a compreender inclusive, processos evolutivos que marcam a
trajetoria das espécies (GOSSMANN et al., 2010).

Apesar de suas caracteristicas peculiares, endemismo e risco de extingdo, a literatura
cientifica contém apenas um estudo genético sobre D. ibiramensis (HMELJEVSKI et al.,
2011b). Esse estudo avalia a diversidade e deriva genética da populacdo utilizando marcadores
isoenzimaticos. Por outro lado, os avangos dos métodos moleculares e desenvolvimento de
técnicas de ultima geracdo, permitiram o aperfeicoamento de pesquisas em areas como
taxonomia, filogenia, ecologia e genética e melhoramento de plantas (ADHIKARI et al., 2017).
A obtencdo de dados gendmicos avangam rapidamente ao passo que as tecnologias de
sequenciamento melhoram e os custos reduzem (FLOOD; HANCOCK, 2017). Por meio de
sequenciamento de nova geracao (NGS) e novas tecnologias computacionais € possivel realizar
andlises rapidas e econdmicas de genomas nucleares e organelares, permitindo explorar
detalhadamente os recursos gendmicos de uma espécie, € aplicar esses recursos em espécies
nao-modelo (HARRISSON et al., 2014; NAGEL et al., 2020, 2023). Isso favorece estudos e
analises como a caracterizagao de familias génicas, elementos repetitivos (PETRY et al., 2019),
gendmica populacional e funcional (FLOOD; HANCOCK, 2017), além de colaborar no
desenvolvimento de marcadores moleculares (ADHIKARI et al., 2017).

Os elementos repetitivos sdo sequéncias de DNA que aparecem em multiplas copias no

genoma de uma espécie, variam em tamanho e composicao, podendo ser encontradas em 90%
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do genoma de uma planta (SHCHERBAN, 2015). Os elementos transponiveis (TEs) e DNAs
satélite desempenham um papel significativo no tamanho e organizagao do genoma (RIBEIRO
etal., 2020; ZHANG et al., 2023). Tais elementos sdo altamente diversos quanto a suas fungoes,
podendo participar na regulagao génica e integridade do genoma (KRASILEVA, 2019), e sendo
uteis para o desenvolvimento de marcadores moleculares para estudos de diversidade genética
e conservagao (PETRY et al., 2019).

Retrotransposons e transposons sdo elementos capazes de se mover pelo genoma. Eles
empregam um mecanismo de “recortar e colar”, no caso dos transposons, para se deslocar,
enquanto os retrotransposons usam o ‘“‘copiar ¢ colar” para aumentar o nimero de copias
proprias no genoma (STEFENON; SARZI; ROESCH, 2019). E importante para as plantas
possuir um genoma altamente dindmico, pois os elementos transponiveis podem ser ativados
por fatores externos, como estresses abidticos (OROZCO-ARIAS; ISAZA; GUYOT, 2019). A
ativacdo de genes relacionados a resposta a estresses ambientais sdo por vezes desencadeados
por transposons, principalmente se estiverem proximos a regioes regulatorias (SAHEBI et al.,
2018). E embora seja conhecida essa funcdo, em certos casos a resposta a estresses, mediada
por retrotransposons por exemplo, pode ser genotipo-especifico (OROZCO-ARIAS; ISAZA;
GUYOT, 2019). Devido a grande ocorréncia dos elementos repetitivos no genoma ¢ possivel a
utilizacdo dessas sequéncias como marcadores moleculares, tanto os elementos moveis
(OLIVEIRA DE OLIVEIRA et al., 2021) como os DNAs satélites (PETRY et al., 2019).

Marcadores moleculares desempenham um papel importante para as estimativas e
avaliacdes de variabilidade genética, relagdes filogenéticas, diversidade e deriva genética. Esse
conjunto de marcadores podem atuar com precisdo no mapeamento de diferentes genes ligados
a caracteristicas de interesse biotecnologico ou agrondmico, como tolerancia a estresses
abidtico e bidtico, desenvolvimento fisioldgico e adaptabilidade (YOUNIS et al., 2020).
Diferentemente dos marcadores bioquimicos, os moleculares sdo mais ambientalmente
estaveis, com alto polimorfismo e permitem anélise em qualquer estagio de desenvolvimento
da planta (DAR; MAHAJAN; SHARMA, 2019).

Cada classe de marcadores moleculares difere entre si em termos de custos, grau de
polimorfismo e precisdo (GROVER; SHARMA, 2016). Os marcadores moleculares
microssatélites (ou Simple Sequence Repeats — SSR) sdo unidades curtas de uma a cinco bases
repetidas em Tandem (SRIVASTAVA et al., 2019). Sdo locus-especificos, co-dominantes e
altamente polimorficos, tornando-se assim uma valiosa ferramenta para estudos, como,

genética de populagdo (Stefenon et al., 2007), fluxo génico (Nagel et al., 2015), conservagao e
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melhoramento de espécies nao-modelo (LEMOS et al., 2018) ou ndo-cultivadas (PETRY et al.,
2019).

Os marcadores microssatélites podem ser encontrados em regides expressas € nao
expressas do genoma de uma espécie, podendo ser utilizados para melhoramento ou analise de
genes de interesse, como os relacionados a resisténcia a estresses e adaptacdo, e estudo de
genética de populagdes, estrutura e variagdo genética, respectivamente (LEMOS et al., 2018).
Devido a caracteristica de serem altamente informativos, marcadores microssatélites sdo
amplamente usados para analises de diversidade e estrutura genética de Bromeliaceae
(ZANELLA et al., 2012). Contudo, esses marcadores sdo espécie-especificos e apesar de seu
uso entre espécies taxonomicamente proximas ser possivel, essa estratégia geralmente acarreta
redugdo do polimorfismo. Assim, o desenvolvimento de marcadores microssatélites especificos
para D. ibiramensis, possibilitard o desenvolvimento de andlises genéticas mais precisas e
proposicdo de estratégias para a conservagdo desta espécie. Nesse contexto, por meio do
sequenciamento parcial de baixa cobertura do genoma de D. ibiramensis, este trabalho teve por
objetivo caracterizar o contetido de elementos repetitivos presentes no genoma e desenvolver

marcadores microssatélites para a espécie.

5.2. Material e Métodos
5.2.1 Amostras vegetais

Amostras foliares de uma planta de D. ibiramensis proveniente de uma populagao
natural e cultivada no Bromeliario do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC, foram coletadas
para isolamento de DNA e sequenciamento parcial de baixa cobertura do genoma total da
espécie. Uma exsicata foi depositada no herbario Flor da Universidade Federal de Santa
Catarina sob o nimero de tombo FLOR 79881.

Além disso, amostras foliares de individuos adultos de D. ibiramensis foram coletadas
em subpopulagdes naturais dessa espécie, no rio Itajai do Norte, no municipio de Ibirama —
Santa Catarina, Brasil (27°02°20°’S, 49°33°46’°W ~224m) para a valida¢do dos marcadores
microssatélites desenvolvidos. As subpopulagdes naturais de D. ibiramensis sao pequenas e
aglomeradas em rochas, com algumas rosetas originadas de propagagdo vegetativa (clonal).
Portanto, para evitar a coleta de clones, foram selecionados individuos mais distantes dentro
das subpopulagdes, resultando em uma amostragem reduzida. No total, foram coletados 30
individuos, provenientes de trés subpopulagdes (10 amostras de cada populacdo). A extracao

do DNA total foi realizada de acordo com o protocolo CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987). A
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qualidade do DNA extraido foi avaliada por meio do espectrofotometro Nanodrop 1000® e pelo

fluorémetro Qubit.

5.2.2 Sequenciamento parcial do genoma total

A biblioteca gendmica foi preparada com os Ligation Sequencing Kit SQK-LSK109 e
SQK-LSK112 e o sequenciamento foi executado em uma plataforma Oxford Nanopore
Technologies MinlON Mk1B utilizando flowcells R9.4 e R10.4, respectivamente. Utilizando
os programas Guppy e Porechop foi realizado o basecalling e a limpeza das sequéncias,
respectivamente. A montagem dos contigs que compdem o genoma parcial de D. ibiramensis
foi realizado por meio do software Flye. O software REDUNDANS foi utilizado para remover
contigs repetidos, devido a heterozigosidade. Todos os dados referentes ao genoma de D.
ibiramensis estdo depositados no banco de dados do Genbank/NCBI (BioProject

PRINAS&72198, BioSample SAMN30448151).

5.2.3 Caracterizacao dos elementos repetitivos

Elementos repetitivos gendmicos dentro do genoma parcial de D. ibiramensis foram
identificados usando o algoritmo de alinhamento Smith-Waterman, conforme implementado no
programa RepeatMasker v.4.1.5. Uma base de dados, com sequéncias repetitivas de 77 espécies
de monocotiledoneas, provenientes do Plant Repeat Database (http://www.plantrep.cn/) foi
utilizada como referéncia. O RepeatMasker identifica elementos repetitivos dentro do genoma
avaliado, alinhando cada uma das sequéncias de consulta com cada uma das sequéncias de

consenso repetidas no arquivo da biblioteca de repeticao.

5.2.4 Marcadores microssatélites
5.2.4.1 Prospecgdo e caracteriza¢do

A prospecgao das regides microssatélites foi realizada utilizando o software GMata
v2.3 (WANG; WANG, 2016), definido para identificar sequéncias com um minimo de 10
repeticdes para mondmeros, seis para dimeros, e cinco para trimeros, tetrameros e pentameros.
Os primers para os loci SSR identificados foram desenhados visando a obten¢do de alelos com
tamanho variando de 200 a 400pb, utilizando o software Primer3 (UNTERGASSER et al.,
2012)
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5.2.4.2 Validacdo

Primeiramente foi conduzida uma valida¢ao in silico dos marcadores, realizando PCR
e eletroforese virtuais, utilizando o software SIMGEL, incluido no pacote SPCR (CAO et al.,
2005). O principal critério para avaliagdo dos primers foi a auséncia de produtos de
amplificagcdo sobrepostos. Apos selecionar os loci potencialmente informativos, sua origem
gendmica (nuclear neutro, nuclear ligado a gene, plastidial ou mitocondrial) foi caracterizada
através da técnica de BLAST contra o banco de dados do GenBank, utilizando o genoma de
Ananas comosus (RefSeq GCF _001540865.1) como referéncia.

Para os marcadores selecionados, primers foram sintetizados e inicialmente validados,
em cinco amostras aleatorias para verificar sua funcionalidade e eficiéncia. Apos a confirmagao
dos testes, os marcadores foram aplicados nas 30 amostras, coletadas de subpopulacdes
naturais. Foi realizada a amplificagdo via PCR, utilizando aproximadamente 30 ng de DNA;
1X tampao de PCR; 0,2 uL. de BSA; 0,5 uM MgCl,; 1U Taq DNA polimerase; 0,05 uM de
dNTPs; 0,125 uM de cada primer e 0,125 pM de um primer M-13 (5°-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) marcado com fluorescéncia, em um volume final de 15 pL.
Nessa metodologia, os primers forward de todos os marcadores possuem a sequéncia M-13 (5°-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) na posicao 3’, na qual se liga o primer M-13 fluorescente
(SCHUELKE, 2000)

O ciclo de PCR foi composto por uma etapa inicial de desnaturagao a 94°C por 5 min,
seguido de 30 ciclos com temperatura de desnaturagao a 94°C por 30s, anelamento a 56°C por
45s, extensdo a 72°C por 45s, mais oito ciclos de desnaturagdao a 94°C por 30s, anelamento a
53°C por 45s, uma extensao a 72°C por 45s, € uma extensao final a 72°C por 10 minutos. Apds
a amplificagdo, os alelos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corados
com GelRed e visualizados sob luz UV para verificagdo do sucesso da amplificagdo. Para
aqueles loci que geraram produtos viaveis na amplificacdo e eletroforese, a validagdo
prosseguiu com a analise das 30 amostras coletadas e os alelos separados por eletroforese
capilar em um equipamento ABI 3500xL Genetic Analyzer.

A genotipagem foi realizada automaticamente utilizando o software GeneMapper e
realizou-se uma conferéncia manual dos picos de luminescéncia nos eletroferogramas, de modo
a corrigir eventuais erros. Os alelos de cada individuo para cada locus foram registrados em

uma planilha do Excel, de acordo com o tamanho (em pb) dos fragmentos.
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5.2.3.3 Analise de diversidade genética

Os indices de diversidade genética basica foram estimados a partir dos alelos
amplificados e resolvidos via eletroforese. Os indices incluiram o nimero total de alelos (4), o
numero efetivo de alelos (4. = 1/3 pi”2), a heterozigosidade observada (H,), a heterozigosidade
esperada ndo viesada (uHe = 2N/2N-1-He), o indice de fixagdo (f = (H. - H,)/H.), além do
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e o desequilibrio de ligagdo entre loci. A
capacidade informativa dos marcadores microssatélites foi determinada pela estimativa da
Probabilidade de Identidade (PI). Esta analise determina a probabilidade de que dois individuos
coletados aleatoriamente dentro da amostra possuam o mesmo gendtipo somente ao acaso. Os
loci sao adicionados um a um a analise e a PI ¢ estimada a cada nova adi¢ao de locus. Quanto
menor for a probabilidade estimada, mais informativo ¢ o conjunto de marcadores utilizado. A
estrutura genética entre as subpopulagdes foi estimada através da analise de variancia molecular
(AMOVA), conforme metodologia descrita por Excoffier et al. (1992). A andlise permite
particionar a diferenciacdo genética em trés componentes: (1) entre populagdes, (2) entre
individuos dentro das populagdes e (3) dentro dos individuos entre alelos em cada locus. As
estimativas foram realizadas utilizando o programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2006)

O programa GenePop on the web (ROUSSET, 2008), foi utilizado para calcular o
desequilibrio de ligagdo entre loci. A presenca de alelos nulos e erros de genotipagem dos loci
microssatélite nucleares foi verificada, com auxilio do programa Micro-Checker 2.2.4 (VAN
OOSTERHOUT et al., 2004). Adicionalmente, foi realizada uma analise para detectar redugao
do tamanho das populagdes amostradas, utilizando o software Bottleneck (PIRY; LUIKART;
CORNUET, 1999) para as analises de excesso de heterozigotos e desvio da frequéncia alélica,
e o software Arlequin (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) para andlise M-ratio (GARZA;
WILLIAMSON, 2001). Os graficos das analises foram gerados utilizando a linguagem de
programacao Python, empregando a biblioteca Pandas (MCKINNEY, 2010) para a
manipulacdo dos dados e Matplotlib (HUNTER, 2007) para a visualizagdo grafica.

5.3 Resultados
5.3.1 Elementos repetitivos

A montagem do genoma de D. ibiramensis resultou em um total de 4.647.909 bases
distribuidas em 660 contigs. Na analise dos elementos repetitivos, os retroelementos LTR foram
os mais abundantes, com 1.249 elementos ocupando 655.086 bases, correspondendo a 14,74%
do genoma parcial. Entre estes, os retrotransposons da classe ERV_classl foram notdveis, com

26 elementos totalizando 4.063 bases. As repeti¢cdes simples também foram amplamente
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representadas, com 987 elementos cobrindo 52.213 bases, ou 1,17% do genoma parcial.
Adicionalmente, os elementos de DNA compreendem 743 elementos, que abrangem 268.975
bases, representando 6,05% do genoma. Os elementos ndo classificados constituiram a maior
categoria, com 1.214 elementos totalizando 520.727 bases, representando 11,72% do genoma
parcial. Pequenos RNAs e satélites foram menos representados, com 42 e 47 elementos,
ocupando 38.846 e 7.044 bases, respectivamente. A categoria de sequéncias de baixa
complexidade somou 199 elementos, totalizando 13.348 bases, ou 0,30% do genoma parcial.
Os SINEs, embora em menor numero, representam 16.153 bases ao total de sequéncias

repetitivas.

Tabela 1. Dados dos elementos repetitivos caracterizados no genoma total de Dyckia

ibiramensis.
Elementos repetitivos Niamero de Tamanho (pb) Porcentagem
elementos das sequéncias
SINEs 34 16153 0,36
ALUs 0 0 0
MIRs 0 0 0
LINEs 165 50175 1,13
LINE1 121 44974 1,01
LINE2 9 577 0,01
L3/CR1 0 0 0
LTR elements 1249 655086 14,74
ERVL 1 55 0
ERVL-MaLRs 0 0 0
ERV classl 26 4063 0,09
ERV _classll 7 1857 0,04
DNA elements 743 268975 6,05
hAT-Charlie 11 4056 0,09
TcMar-Tigger 0 0 0
Unclassified 1214 520727 11,72
Small RNA 42 38846 0,87
Satellites 47 7044 0,16
Simple repeats 987 52213 1,17
Low complexity 199 13348 0,3
Total interspersed repeats - 1511116 34

5.3.2 caracterizacao e validacao dos loci microssatélites
Foram identificados 33.112 loci microssatélites em todo o genoma. Apos a
caracterizacao e validagao in silico, 10 marcadores foram selecionados para a genotipagem dos

30 individuos das subpopulagdes naturais (Tabela 2). Esses marcadores indicaram alto
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polimorfismo, com exce¢do do marcador 276 na populacio 4, que indicou ser monomorfico
(Tabela 3). Todos os 10 marcadores microssatélite selecionados sdo nucleares neutros.

Nos indices de diversidade genética para a populagao 7, os marcadores apresentaram
um numero de alelos (4) variando de 2 a 11, com uma média de 5,8. Dessa populacao, o nimero
efetivo de alelos (4.) variou de 1,471 a 8,696; a heterozigosidade observada (H,) variou de
0,000 a 1,000; a heterozigosidade esperada (H.) variou de 0,320 a 0,885; e o indice de fixagao
(f) variou de -0,818 a 1,000. Na populagao 6, os marcadores apresentaram um nimero de alelos
variando de 2 a 11, com uma média de 5,8. Para essa populagdo, o numero efetivo de alelos
variou de 1,105 a 8,000, a Ho de 0,100 a 1,000; a He de 0,095 a 0,875; e o f variou de -1,000 a
0,866. Para a populagdo 4, os marcadores apresentaram um numero de alelos variando de 1 a
11, com uma média de 6,2; o numero efetivo de alelos variou de 1,000 a 8,000, a Ho de 0,000
a 1,000, a He de 0,000 a 0,875 e o f'de -1,000 a 0,829 (Tabela 3). Aproximadamente metade
dos marcadores mostrou significancia estatistica no equilibrio de Hardy-Weinberg (HWS),

indicando desvios do equilibrio esperado nas trés populagdes.

Tabela 2. Caracteristicas dos marcadores microssatélites (SSRs) desenvolvidos para Dyckia

ibiramensis.
Tamanho do alelo
Marcador Sequéncia do Primer Motivo sequenciado (bp) Ta (°C)
mk142 F: TCAAAGGGGTGGATCTAACG (TA)o 311 60

R: GGGGTCCACATAATCCTAACC

F: CCCACCCCAATTACCTCTTT
mk249 R: AGTGTGTGTGTGTGTGGAGTTG (TA) 356 60

F: TTCCTCTCACGTGCCTTTCT
mk263 R: TTTGGAGCCAATGACGAGAT (TA)is 257 60

F: AGCGCTTCCCTTCTTTTCAT
mk270 R: GGAAGGGTGCACTCAGAAAG (ATT) 228 60

F: CCGGTGAGTTCTGATTCGTT
mk276 R: CGAATCCAATGTGGACTTTT (TA)u 252 60

F: AGGGTGCGTGTTCCAATAGT
mk295 R: CTCCGCTGGATGAACTACCT (GA)2 360 60

F: GCAACCATGTGTGGCATATT
mk302 R: GCCTACGCGACCTTTTCTCT (TO)r2 365 60

F: TCGAGCACAGCATGAAGTTT
mk315 R: CCAAATAATTGCCCAACCAG (TA)3 377 60

F: CAGGTTGAGCATCTCTCTCTCTC
mk320 R: ACTCTTCCGCCGTTTCTTTT (TC)ss 281 60

F: TTGGTGCTGCATAGCTCAAC
mk343 R: TTCGAATCCTTGTCGCATTA (AG)s 366 60

Ta: Temperatura de anelamento
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Tabela 3. Caracterizagdo genética dos dez loci microssatélites desenvolvidos para Dyckia

ibiramensis.

Pop Locus N A Ae 1 Ho He uHe f HWS
Pop7 mk295 9 7,000 3,447 1,519 0,889 0,710 0,752 -0,252 0,253"™
mk343 10 7,000 4,167 1,653 1,000 0,760 0,800 -0,316 0,045
mk249 10 11,000 8,696 2,276 0,900 0,885 0,932 -0,017 0,043
mk320 10 2,000 1,980 0,688 0,900 0,495 0,521 -0,818 0,010™
mk276 10 2,000 1,471 0,500 0,000 0,320 0,337 1,000 0,002
mk302 10 4,000 3,333 1,280 0,000 0,700 0,737 1,000 0,000
mk263 10 9,000 6,061 1983 0,800 0,835 0,879 0,042 0,149
mk315 10 7,000 3,774 1,608 1,000 0,735 0,774 -0,361 0,814
mk270 9 4,000 3,176 1,228 0,778 0,685 0,725 -0,135 0,006
mk142 9 5,000 3,767 1,456 0,556 0,735 0,778 0,244 0,353"™
Mean 9,700 5,800 3,987 1419 0,682 0,686 0,723 0,039 -
Pop6 mk295 10 10,000 4,545 1,887 0,600 0,780 0,821 0,231 0,206™
mk343 10 5,000 3,390 1,383 1,000 0,705 0,742 -0,418 0,206
mk249 10 11,000 8,000 2,233 0,700 0,875 0,921 0,200 0,084™
mk320 9 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,529 -1,000 0,003
mk276 10 2,000 1,105 0,199 0,100 0,095 0,100 -0,053 0,868
mk302 10 6,000 3,922 1,554 0,100 0,745 0,784 0,866 0,000
mk263 10 9,000 6,250 1,987 0,900 0,840 0,884 -0,071 0,940
mk315 10 4,000 2941 1,221 1,000 0,660 0,695 -0,515 0,125™
mk270 10 6,000 4,545 1,639 1,000 0,780 0,821 -0,282 0,012
mk142 10 3,000 2,020 0,857 0,500 0,505 0,532 0,010 0,009
Mean 9,900 5,800 3,872 1,365 0,690 0,649 0,683 -0,103 -
Pop4 mk295 10 11,000 7,692 2,221 0,800 0,870 0,916 0,080 0,184™
mk343 10 8,000 4,651 1,774 1,000 0,785 0,826 -0,274 0,286
mk249 10 11,000 8,000 2,247 0,800 0,875 0,921 0,086 0,084™
mk320 9 2,000 2,000 0,693 1,000 0,500 0,529 -1,000 0,003
mk276 10 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 #N/D -
mk302 9 6,000 2,842 1,380 0,111 0,648 0,686 0,829 0,000
mk263 10 7,000 3,704 1,557 0,900 0,730 0,768 -0,233 0,444"
mk315 10 4,000 3,279 1,288 1,000 0,695 0,732 -0,439 0,244™
mk270 10 8,000 5,405 1,844 1,000 0,815 0,858 -0,227 0,326
mk142 9 4,000 2,746 1,132 0,333 0,636 0,673 0,476 0,100™
Mean 9,700 6,200 4,132 1,414 0,694 0,655 0,691 -0,078 -

N: numero de individuos genotipados; A: Numero de alelos; Ae: numero efetivo de alelos; I: indice de Shannon,;
Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada: uHe: heterozigosidade esperada ndo enviesada:
f: indice de fixagao; HWS: Probabilidade de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ns: Sem significancia, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

A andlise de probabilidade de identidade revelou uma diminui¢do com a adi¢do de
mais marcadores, independentemente da populagdo analisada. A probabilidade de Identidade
entre os individuos adultos (PIExc) e entre eventuais progénies (PIsibs) mostram uma tendéncia

decrescente similar na probabilidade de identidade a medida que o niimero de marcadores
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combinados aumenta. Inicialmente, com apenas um marcador, a probabilidade de identidade ¢
relativamente alta, proxima de 1E-01 para todas as populagdes. A medida que os loci sdo
combinados, essa probabilidade cai drasticamente. Com a combinagdo de trés marcadores
(1+2+3), a probabilidade de identidade ja estd em torno de 1E-04 para todas as populagdes
(Figura 2).

A medida que mais marcadores sdo adicionados, a probabilidade de identidade
continua a diminuir, alcangando aproximadamente 1E-08 com a combinagdo de todos os dez
marcadores (1+2+3+4+5+6+7+8+9+10) tanto para adultos quanto para progénies (PIExc e

Plsibs, respectivamente).
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Figura 2. Probabilidade de identidade para diferentes combinacdes de marcadores nas

populagdes de Dyckia ibiramensis

A andlise de variancia molecular (AMOVA) demonstrou que 1% da varia¢ao genética
foi atribuida a diferengas entre as populagdes (Among Pops), 6% a diferengas entre individuos
dentro das populagdes (Among Indiv) e 93% a variagdo dentro dos individuos (Within Indiv)

(Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de varidncia molecular usando os dez marcadores SSRs desenvolvidos para

Dyckia ibiramensis, em trés subpopulagdes.

Source df SS MS Est. Var. %

Among Pops 2 9,000 4,500 0,036 1%
Among Indiv 27 102,200 3,785 0,209 6%
Within Indiv 30 101,000 3,367 3,367 93%

Total 59 212,200 3,612 100%
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O indice de Shannon (Figura 1A) revelou que 13% da variacdo genética esta entre as
populagdes (Among Pops), enquanto 87% da variagdo genética estd dentro das populagdes
(Within Pops), indicando que a maior parte da variabilidade genética ¢ intra-populacional. A
escala de diversidade e sobreposicao (Figura 1B) mostrou que a diversidade (D') € maior dentro
das populacdes, com uma menor sobreposi¢ao (O'=1-D'") entre as populagdes. Esses resultados
destacam que a variabilidade genética em D. ibiramensis ¢ predominantemente encontrada

dentro das populacdes, com uma menor proporcao de variabilidade entre as populagdes.

a) Among Pops
Within Pops b)

Amang Pops Among Pops

eeeee
87.0%

Info

Within Pops mm Overlap (0'=1-D')

Within Pops

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Percent

Figura 1. Indice de Shannon(a), escala de diversidade e sobreposi¢io (b) entre as populagdes

na avaliagdo da diversidade genética em Dyckia ibiramensis.

A andlise com o software Micro-Checker sugeriu a presenca de alelos nulos nos
marcadores 276 e 302. Esses marcadores mostraram evidéncias de alelos nulos, conforme
indicado pelos diferentes testes aplicados. A estimativa de desequilibrio de ligagdo entre os
pares de marcadores nas populagdes de D. ibiramensis demonstrou varios pares em
desequilibrio de ligacdo. Foram observados p-values inferiores a 0.05 em diversas combinacdes
de loci nas populagdes analisadas, destacando pares como mk295-mk343, mk343-mk276,
mk343-mk302, mk276-mk302, mk295-mk270, mk302-mk270, mk343-mk249, mk315-mk270,
mk295-mk142, mk263-mk142 ¢ mk270-mk142 (Tabela 5). Para as estimativas em todas as
populagdes nenhum dos pares de marcadores apresentados possui p-value menor que 0.05,
indicando que ndo ha pares de marcadores fisicamente ligados e que a significancia para o
desequilibrio de ligagdo nas populacdes analisadas esta relacionada a sua dinamica evolutiva,

como déficit de heterozigotos ou endogamia.
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Tabela 5. Estimativa de desequilibrio de ligacdo entre os pares de marcadores desenvolvidos

para Dyckia ibiramensis.

Pares de Loci Populacio P-Value
mk295-mk343 pop7 0.014
mk343-mk276 pop7 0.005
mk343-mk302 pop7 0.009
mk276-mk302 pop7 0.003
mk295-mk270 popb6 0.004
mk302-mk270 pop6 0.004
mk343-mk249 pop4 0.022
mk343-mk302 pop4 0.012
mk302-mk315 pop4 0.009
mk315-mk270 pop4 0.003
mk295-mk142 pop4 0.012
mk263-mk142 pop4 0.008
mk270-mk142 pop4 0.008

A andlise de reducdo populacional foi realizada utilizando o programa Bottleneck,

considerando os modelos de mutagdo infinita (IAM) e passo a passo (SMM) (Tabela 6). O teste

de Wilcoxon para a populacdo 7 demonstrou que, sob o modelo IAM, houve significancia

estatistica (p = 0,01), com 8 loci apresentando excesso de heterozigotos, no entanto, sob o

modelo SMM, o valor de p foi 0,50. Para a populagdo 6, o teste de Wilcoxon ndo indicou

significancia estatistica em nenhum dos modelos (IAM, p = 0,18; SMM, p = 0,68), com 8 loci

apresentando excesso de heterozigotos. Da mesma forma, a populagdo 4 ndo apresentou

significancia estatistica sob ambos os modelos (IAM, p = 0,10; SMM, p = 0,87), com 6 loci

apresentando excesso de heterozigotos. A distribui¢do das frequéncias alélicas (Figura 3) nas

trés populacdes mostrou uma forma em "L", caracteristica de populacGes em equilibrio entre
9

deriva-mutacdo. Por outro lado, os valores de M-ratio para todas as popula¢des foram menores

que 0,68, indicando uma redugdo populacional (bottleneck) para as trés populacdes analisadas.
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Tabela 6. Indicadores de bottleneck em populagdes de Dyckia ibiramensis.

Wilcoxon test (p-

Populagdo  N(H.-H.,) value) M-ratio
IAM SMM
pop7 8 0.01 050 0363
pop6 8 0.18 068 0306
pop4 6 0.10 087 0332

O numero de loci com excesso de heterozigotos (N(H. > Hcq)) ¢ apresentado para cada populagdo, juntamente com
os valores de p obtidos no teste de Wilcoxon, aplicados aos modelos de mutagdo infinita (IAM) e de passo a passo
(SMM). Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos. Na andlise de M-ratio, valores abaixo de
0,68 foram considerados indicativos de gargalo genético.
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Figura 3. Padrdes de frequéncia alélica em populagdes de Dyckia ibiramensis, com indicios de

bottleneck.

5.4 Discussao

O objetivo deste estudo foi caracterizar os elementos repetitivos presentes no genoma
de D. ibiramensis e desenvolver marcadores microssatélites para avaliar a diversidade genética
das populagdes naturais. Os resultados obtidos fornecem informacdes sobre a estrutura
genOmica e a variabilidade genética da espécie, contribuindo para estratégias de conservagao.

A predominancia de retroelementos LTR (Tabela 1), que representam 14,74% do
genoma parcial, destaca a importancia desses elementos na estruturagao e evolu¢do do genoma
de D. ibiramensis. Retrotransposons, como os ERV_classl, sdo conhecidos por sua capacidade
de mobilidade, o que pode promover a diversidade genética e a adaptabilidade a condi¢des
ambientais extremas (HASSAN; MOKHTAR; EL ALLALI, 2024). A elevada proporgao
desses elementos sugere que eles desempenham um papel vital na resposta rapida a mudancgas

ambientais, conferindo uma vantagem adaptativa a espécie (MHIRI; BORGES;
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GRANDBASTIEN, 2022; OROZCO-ARIAS; ISAZA; GUYOT, 2019). As repeti¢des simples
(Tabela 1), que constituem 1,17% do genoma, e os elementos de DNA, que ocupam 6,05%, sdo
importantes para a regulagao génica e a estabilidade genomica (KRASILEVA, 2019; RIBEIRO
et al., 2020). Essas caracteristicas sdo consistentes com observagdes em outras espécies de
Bromeliaceae, onde elementos repetitivos contribuem para a regulagdo e adaptagcdo gendmica
(LIN; SHARMA; YU, 2021). A presenca de elementos ndo classificados em 11,72% do genoma
aponta para a complexidade genomica de D. ibiramensis (SHCHERBAN, 2015) e a necessidade
de estudos adicionais para compreender melhor essas sequéncias. Pequenos RNAs e satélites
desempenham papéis importantes na regulagao pos-transcricional e na estrutura cromossomica,
respectivamente (GARRIDO-RAMOS, 2021; Ll etal.,2017; ZHAN; MEYERS, 2023), embora
sejam menos representados no genoma de D. ibiramensis. Os SINEs, embora em menor
numero, influenciam a regulagdo génica e contribuem para a plasticidade gendmica (MAAGD;
WIEL; SCHOUTEN, 2020; MURAT; PEER; SALSE, 2012), o que ¢ particularmente relevante
para a adaptacdo e a sobrevivéncia de D. ibiramensis no ambiente variavel ao qual esté inserida.

Estudos em outras bromeliaceas, como o abacaxi (4dnanas comosus), indicam tanto
similaridades quanto diferengas na estrutura gendmica e na variabilidade genética. Em A.
comosus, foram identificados elementos repetitivos similares aos encontrados em D.
ibiramensis, como retrotransposons e microssatélites, demonstrando uma forte presenca desses
elementos no genoma (FANG et al., 2016; LIN; MING, 2018; LIU; GUYOT; MING, 2018).
Da mesma forma, em Puya, estudos indicam alta variabilidade genética e a alta presenca de
elementos repetitivos, destacando a complexidade genomica dessas plantas (HORNUNG-
LEONI et al., 2013; SCHULTE et al., 2010).

Os marcadores microssatélites desenvolvidos neste estudo demonstraram alta
variabilidade genética (Tabelas 2 e 3), essencial para a adaptabilidade da espécie. A
identificacdo de 33.112 loci microssatélites e a selecdo de 10 para genotipagem destacam o
potencial desses marcadores para estudos de diversidade genética e conservacao (Tabela 2).
Essa variabilidade ¢ fundamental para a resposta adaptativa da espécie a pressdes ambientais e
mudangas climaticas (FISCHER et al., 2017). Os indices de diversidade genética para as
populagdes naturais de D. ibiramensis foram elevados (Tabela 3), com um nimero médio de
alelos (A) variando entre 5,8 e 6,2, a heterozigosidade esperada (He) variando de 0,320 a 0,885
e heterozigosidade observada (Ho) foi, em média, 0,682 para a Pop7, 0,690 para a Pop6 e 0,694
para a Pop4. Esses indices refletem uma boa variabilidade genética nas populacdes, sugerindo
que as mesmas possuem uma base genética relativamente ampla para enfrentar pressdes

ambientais. No entanto, aproximadamente metade dos marcadores mostrou desvios
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significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (Tabela 3), indicando possiveis
pressdes seletivas, deriva genética e estruturagdo populacional. Esses desvios podem ser
atribuidos a selecdo natural, que favorece certos genotipos, ou a deriva genética em populacdes
pequenas e isoladas (GONZALEZ-ASTORGA et al., 2004; SHEU et al., 2017; SOARES et al.,
2018). A estruturacao populacional é evidente, ja que a espécie € endémica e suas populagdes
estdo geograficamente restritas (HMELJEVSKI et al., 2011b).

A média do indice de fixagao (f) (Tabela 3) foi de 0,039 para a Pop7, -0,103 para a
Pop6 e -0,078 para a Pop4. Esses valores indicam que, enquanto algumas populagdes
apresentam sinais de homozigose (f positivo), outras podem estar se beneficiando de um fluxo
génico mais diversificado (f' negativo). A Pop7, com um indice de fixacdo positivo, pode estar
experimentando maior homozigose, possivelmente devido a fragmentacdo do habitat e ao
isolamento geografico. Ja a Pop6 e a Pop4, com indices negativos, podem estar beneficiando-
se de um fluxo génico mais diversificado, possivelmente facilitado por eventos de dispersao.
Comparando com estudos anteriores, Hmeljevski et al. (2011) utilizaram marcadores
isoenzimaticos e revelaram um baixo nivel de diversidade genética (He =0,219) e elevado nivel
de fixacdo (f'= 0,642) em D. ibiramensis. A diversidade genética observada neste estudo com
microssatélites ¢ consideravelmente maior, o que pode ser atribuido a maior sensibilidade e
precisdo dos microssatélites em detectar variabilidade genética. Até o presente momento,
nenhum estudo gendmico para a espécie havia sido realizado. Este trabalho, portanto, preenche
uma lacuna no conhecimento genético da espécie, proporcionando dados fundamentais para
futuras pesquisas e esforcos de conservagao.

A elevada heterozigosidade observada nas populagdes naturais de D. ibiramensis
sugere que a espécie possui uma alta variabilidade genética (Tabela 3), importante para a
adaptacdo a pressdes ambientais e para a resiliéncia a eventos aleatérios (GOMES et al., 2020).
No entanto, os desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg indicam que fatores
como a deriva genética e a selecdo natural estdo influenciando a estrutura genética das
populagoes.

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) demonstrou que a maior parte da
variabilidade genética em D. ibiramensis esta presente dentro dos individuos (93%), com uma
menor propor¢ao entre populacdes (1%) e entre individuos dentro das populagdes (6%). Esse
padrao sugere que ha uma alta diversidade genética intra-individual, o que pode ser uma
estratégia adaptativa para a sobrevivéncia em ambientes oscilatorios e fragmentados (GODOY
et al., 2018). A predominancia da variagcdo genética dentro dos individuos de D. ibiramensis

pode ser atribuida a reproducdo sexuada e a alta taxa de mutacdes e recombinacdes genéticas
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que ocorrem dentro dos individuos (HMELJEVSKI et al., 2011b). Em outras Bromeliaceae,
como Dyckia e Puya, a variabilidade genética ¢ mantida principalmente pela reproducao
sexuada, que aumenta a diversidade genética intra-individual e intra-populacional (MOUGA et
al., 2017; ROGALSKI et al., 2021).

O Indice de Shannon revelou que a maior parte da diversidade genética esta dentro das
populagdes (87%), reforcando a necessidade de focar na conservacdo intra-populacional. A
diversidade genética dentro das populagdes ¢ fundamental para a adaptabilidade e resiliéncia
da espécie a pressdes ambientais (BOOY et al., 2000). Estudos sobre a diversidade genética em
Puya raimondii e Dyckia brevifolia destacam uma alta diversidade genética intra-populacional.
Em P. raimondii, anélises genéticas mostraram uma diversidade genética consideravel,
sugerindo um padrdo adaptativo importante para a sobrevivéncia em ambientes extremos
(HORNUNG-LEONTI et al., 2013). Similarmente, D. brevifolia apresentou alta diversidade
genética entre suas populacdes, indicando uma estrutura genética complexa e a importancia da
diversidade genética para a conservacao da espécie (ROGALSKI et al., 2017).

A reduzida probabilidade de identidade com a adi¢cdo de mais marcadores confirma a
eficacia dos microssatélites desenvolvidos neste estudo. Essa alta resolucdo genética € essencial
para distinguir entre individuos geneticamente semelhantes, proporcionando uma ferramenta
robusta para estudos de conservagdo genética. A aplicagdo de multiplos marcadores ¢
especialmente relevante em espécies com populacdes pequenas e fragmentadas, onde a precisao
na identificacdo genética pode orientar esforcos de conservagdo e manejo (YAO et al., 2007).
A presenca de alelos nulos e o desequilibrio de ligagao observados indicam possiveis limitagdes
nos marcadores desenvolvidos. No entanto, deve-se levar em consideragdo, também, outros
indices estimados para se determinar esses elementos. O tamanho relativamente reduzido das
subpopulagdes, as quais podem ainda incluir individuos endogamicos pode ser um fator
relevante na reducdo da heterozigosidade observada neste estudo. Este fator, por sua vez, pode
ter contribuido com a estimativa de presenga de alelos nulos, que se relaciona com a auséncia
de amplificacdo de um alelo no locus em questdo devido a uma mutagdo na regido de
anelamento do primer, apesar da presenca da regido microssatélite. Desta forma, gera-se um
geno6tipo homozigoto quando deveria ser expressa a heterozigosidade. Com relagdo a ligagado
entre os loci, representada pela anélise do desequilibrio de ligagdo, diferentes fatores como
endogamia e deriva genética (devido ao pequeno tamanho populacional) podem gerar uma falsa
ligagdo entre loci em algumas populagdes, mas ndo em outras. Este é o fato observado nesta
analise, em que alguns pares de loci apresentam em desequilibrio em uma populagdo, mas nao

em outras e nenhum par de loci apresenta desequilibrio na analise geral (todas as populagdes).
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Além disso, durante a caracterizagdo dos loci a serem utilizados no desenvolvimento dos
marcadores microssatélite, foram selecionados loci que estavam localizados em contigs
diferentes e que foram mapeados contra diferentes cromossomos no genoma referéncia de
abacaxi. Assim, a probabilidade de se ter selecionado /oci fisicamente ligados foi extremamente
reduzida nas etapas iniciais do desenvolvimento dos marcadores. Por outro lado, esses
resultados também destacam a complexidade genética de D. ibiramensis e a necessidade de um
monitoramento continuo para entender melhor a dinamica populacional e os fatores que
influenciam a variagdo genética.

A alta variabilidade genética observada dentro das populagdes e individuos sugere que
estratégias de conservacdo devem focar na conservagdo de habitats ¢ na manutengdo de
populagdes geneticamente diversas. A similaridade dos padrdes de variabilidade genética com
outras Bromeliaceae refor¢a a importancia de estratégias de conservagdo integradas para esse
grupo de plantas.

A andlise dos dados de reducao populacional (Tabela 6 e Figura 3), indicam que as
populagdes de D. ibiramensis passaram por gargalos genéticos. Os valores de M-ratio menores
que 0,68 (GARZA; WILLIAMSON, 2001) para todas as popula¢des analisadas sugerem que
as populagdes sofreram eventos de bottleneck no passado. Os métodos utilizados neste estudo
cobrem intervalos de tempo diferentes e complementares, medidos com geracdes em relagao
ao tamanho efetivo populacional (Ne). Assim, assinaturas de gargalo genético em um intervalo
de 0,2 N. a mais do que 4,0 N, geragdes sdo captadas nestas analises. Somente a analise da razao
M (que se baseia na propor¢do entre os alelos observados e o esperado caso a populacido ndo
tivesse sofrido o gargalo genético) apresentou evidéncia de ocorréncia de reducao populacional.
Contudo, a assinatura de reducao populacional capturada por esta analises se refere a eventos
ocorridos hd mais do que 4,0 N, geracdes (GARZA; WILLIAMSON, 2001). Esses gargalos
podem ter sido causados por eventos climaticos extremos ou pressao antrdpica, resultando em
uma redugdo temporaria no tamanho da populagdo, perda de variabilidade genética, perda de
alelos raros, redug¢do da heterozigosidade e aumento da homozigose, comprometendo a
integridade genética e a capacidade adaptativa das populagdes. Além dos eventos histdricos de
gargalo genético, recentemente, enchentes na regido de Ibirama-SC causaram a perda de um
numero significativo de individuos dessa espécie, exacerbando a redug¢do populacional e
elevando o risco de extingdo. Um estudo baseado na genotipagem de uma amostragem mais
ampla de subpopulacdes e individuos com esses marcadores microssatélites permitird estimar
o tamanho populacional efetivo de D. ibiramensis e determinar mais precisamente o tempo de

ocorréncia do gargalo genético evidenciado na presente analise.
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A espécie D. ibiramensis ¢ endémica de uma area muito restrita no sul do Brasil,
tornando-a particularmente vulnerdvel a eventos aleatorios e mudangas ambientais. Esse
endemismo, combinado com a fragmentacdo do habitat e a redu¢do do tamanho populacional,
coloca a espécie em um alto risco de extingdo. De acordo com o Centro Nacional de
Conservagao da Flora em 2013 e o Ministério do Meio Ambiente em 2022, a D. ibiramensis €
classificada como em perigo (EN), enquanto o Conselho Estadual de Meio Ambiente de Santa
Catarina em 2014 a classifica como Criticamente em Perigo (CR). A espécie ndo consta na lista
vermelha da International Union for Conservation of Nature and Natural Resources — TUCN.
A variabilidade genética ¢ um fator essencial para a sobrevivéncia a longo prazo, pois permite
que as populagdes se adaptem a novos desafios ambientais e resistam a pressoes seletivas.

Os resultados deste estudo tém importantes implicacdes para a conservagao de D.
ibiramensis. A caracterizacdo dos elementos repetitivos € dos marcadores microssatélites
oferece uma base solida para monitorar a diversidade genética ao longo do tempo, permitindo
a identificacdo de individuos geneticamente diversos que podem ser prioritarios em programas
de reproducdo e reintroducdo. A aplicagdo desses marcadores em outras espécies do género
Dyckia pode fornecer informagdes adicionais sobre a evolugdo e diversidade genética dessas
plantas, contribuindo para a formulagao de estratégias de conservagao mais abrangentes. Além
disso, estudos anteriores sobre D. ibiramensis sugeriram que a espécie passou por eventos de
gargalo genético, indicando possiveis redugdes populacionais e deriva genética
(HMELJEVSKI et al., 2011b). Nosso estudo aponta para a ocorréncia de gargalos genéticos,
embora uma analise mais abrangente e precisa das populacdes seja necessaria.

A coleta de amostras para este estudo enfrentou desafios, devido a estrutura das
populagdes de D. ibiramensis. Os individuos estdo frequentemente muito agrupados em uma
unica rocha e muitas vezes se propagam vegetativamente, o que aumenta o risco de coletar
clones. Para evitar isso, selecionamos amostras de individuos mais distantes, resultando em
uma amostragem reduzida. Embora essa estratégia tenha sido adequada para testar a
informatividade dos marcadores, uma amostragem maior e um estudo especifico de diversidade
e estrutura genética sdo necessarios para obter conclusdes mais detalhadas sobre o estado de

conservagao de D. ibiramensis.

5.5 Conclusao
A caracterizacdo dos elementos repetitivos no genoma de Dyckia ibiramensis € o
desenvolvimento de marcadores microssatélites especificos forneceram informagdes

detalhadas sobre a estrutura e variabilidade genética da espécie. A predominancia de
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retroelementos LTR destaca sua fun¢do na evolugdo gendmica, enquanto os marcadores
microssatélites identificados mostram alta variabilidade genética, essencial para a
adaptabilidade e tolerancia da espécie. A variabilidade genética dentro das populagdes e
individuos indica uma capacidade de adaptagdo e sobrevivéncia. Os desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg e os gargalos populacionais observados apontam para a necessidade de
estratégias de conservagdo que preservem a diversidade genética e os habitats naturais. Os
resultados deste estudo fornecem informacdes essenciais para futuras pesquisas, contribuindo
para o entendimento genomico de D. ibiramensis e estabelecendo bases para a conservacao da

espécie.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo proporcionou um avango no entendimento genético e gendomico de Dyckia
ibiramensis. A partir do sequenciamento parcial do genoma nuclear e da montagem completa
do plastoma, foi possivel explorar aspectos da biologia molecular desta planta, oferecendo
subsidios importantes para futuras estratégias de conservacdo e manejo. Os resultados deste
trabalho confirmaram a complexidade genética de D. ibiramensis, destacada pela identificacao
de milhares de genes e pela presenga de elementos repetitivos, como retrotransposons e
microssatélites. Esses elementos t€ém um papel essencial na regulagdo do genoma e na
adaptacdo da espécie a ambientes extremos, como as condi¢gdes de alta luminosidade e baixa
disponibilidade de dgua caracteristicas de seu habitat natural. A prevaléncia de retroelementos
LTR, em particular, sugere a existéncia de mecanismos genéticos robustos que permitem a
espécie se ajustar a essas condigdes adversas. Além disso, o desenvolvimento e a validagdo de
marcadores microssatélites especificos revelaram uma alta variabilidade genética entre as
populacdes estudadas, fator fundamental para a sobrevivéncia e resiliéncia da espécie a longo
prazo.

A analise do genoma também demonstrou a presenga de regides genéticas associadas a
fotossintese, metabolismo energético e resposta ao estresse ambiental, genes esses que sao
essenciais para a adaptacdo de D. ibiramensis ao seu ambiente especifico. A montagem do
plastoma, por sua vez, confirmou a estrutura genética conservada dos cloroplastos, ressaltando
a importancia da funcdo fotossintética na sobrevivéncia da espécie.

Os dados genomicos gerados por este estudo demonstram a importancia da conservacao
de D. ibiramensis, tanto do ponto de vista ecoldgico quanto biotecnologico. As informacgdes e
os novos marcadores moleculares desenvolvidos poderdo ser aplicados em estudos futuros
voltados para a genética da conservagdo, contribuindo para a formulagdo de estratégias de
manejo eficazes e para a conservacao das populagdes naturais dessa espécie. Embora a espécie
esteja restrita a uma area geografica limitada e seja considerada em risco de extingado, ela
mantém um consideravel potencial evolutivo que deve ser protegido.

Estudos futuros podem incluir uma maior cobertura do sequenciamento da espécie, bem
como de espécies relacionadas, para aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos
evolutivos e adaptativos que influenciam essa espécie e seu ecossistema. Além disso, estudos
voltados para a ecologia das populagdes de D. ibiramensis em diferentes micro-habitats podem
fornecer informagdes relevantes sobre a plasticidade fenotipica e a resposta a pressoes
ambientais variadas ao qual estd exposta. Por fim, este estudo se utilizou de estratégias

adequadas para testar a informatividade dos marcadores, uma amostragem maior € um estudo
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especifico de diversidade e estrutura genética sdo necessarios para obter conclusdes mais

detalhadas sobre o estado de conservagao de D. ibiramensis.
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