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RESUMO

Analise comparativa de regides microssinténicas entre Passiflora edulis e as

Malpighiales Populus trichocarpa e Manihot esculenta

A familia Passifloraceae pertence a ordem Malpighiales com ~ 700 espécies e 16
géneros. O género Passiflora, compreende a espécie comercial Passiflora edulis (2n =
18), o maracuja-azedo, que ocupa cerca de 95% dos pomares cultivados no Brasil. A
producdo é destinada a elaboracdo de sucos e ao consumo da fruta in natura. Embora a
espécie tenha relevancia econdbmica para o pais, ha caréncia de estudos genéticos e
gendmicos. Por esse motivo, e com o desenvolvimento de dados gendémicos pelo nosso
grupo de pesquisa, analises de microsintenia foram aqui conduzidas a partir de sequéncias
ricas em genes de P. edulis comparativamente as sequéncias das Malpighiales, Populus
trichocarpa (2n = 38) e Manihot esculenta (2n = 36). Neste estudo, foram selecionados
35 insertos BACs de P. edulis, ricos em genes e realizados os alinhamentos (BLASTN)
das sequéncias, considerando um e-value de 10~1° e uma cobertura maior do 50%. Por
comparag0es par a par, regides com sintenia, colinearidade e com quatro ou mais pares
de genes ortdlogos foram tratadas como regides microssinténicas. Para a identificacao
dos elementos transponiveis nos espagamentos intergénicos, foi utilizado o pipeline
REPET. No total, 32 insertos BACs de P. edulis mostraram microssintenia, 28 deles com
P. trichocarpa e 25 com M. esculenta. Em ambas as comparacdes, a ordem dos genes foi
conservada, e poucos rearranjos foram observados (inversdes e translocacées), sendo as
inversdes mais comuns. Maximamente, foram identificadas nove e cinco cdpias de genes
duplicados nas comparagdes com P. trichocarpa e M. esculenta, respectivamente. O
maior grau de sintenia foi encontrado entre o inserto Pel73B16 de P. edulis e o
cromossomo 9 de P. trichocarpa (29 ortélogos) e entre o inserto Pe185D11 de P. edulis
e 0 cromossomo 12 de M. esculenta (27 ortdlogos). Interessantemente, regibes de P.
edulis mostraram microssintenia com segmentos distintos no mesmo cromossomo de P.
trichocarpa ou M. esculenta. Além disso, regides microssinténicas de P. edulis
mostraram orientacdo em direcdo oposta. A busca de elementos transponiveis resultou
em um total de 517 elementos, dentre os quais 248 em M. esculenta, 244 em P.
trichocarpa e apenas 25 em P. edulis distribuidos em 17 regiGes microssinténicas. Os
retrotransposons (classe 1) foram a classe predominante nas trés espécies, destacando-se
aordem LTR. A ordem TIR de transposons de DNA (classe 1) foi mais frequente em P.
trichocarpa (52), seguindo-se M. esculenta (42) e P. edulis (2). Em sintese, tem-se um
maior grau de microssintenia entre P. edulis e P. trichocarpa do que entre P. edulis e M.
esculenta, corroborando a filogenia estabelecida. Comparativamente, a compactacdo dos
genes é maior em P. edulis devido ao maior nimero de elementos repetitivos nos
espacamentos intergénicos em P. trichocarpa e M. esculenta, embora ambas apresentem
genomas menores. Sugere-se que o maior tamanho do genoma de P. edulis esteja
associado a abundancia de sequéncias repetitivas em regides pobres em genes. Destaca-
se que 0 método aqui usado visando a identificacdo de regides microssinténicas representa
uma importante ferramenta em analises comparativas, principalmente quando ndo se
dispde de genomas sequenciados, como é o caso de P. edulis.

Palavras-chave: Gendmica comparativa; Microssintenia; Malpighiales; Passiflora edulis;
Populus trichocarpa; Manihot esculenta.



ABSTRACT
Comparative analysis of microsyntenic regions between Passiflora edulis and the

Malpighiales P. trichocarpa and M. esculenta

The Passifloraceae family belongs to the order Malpighiales with ~ 700 species
and 16 genera. The genus Passiflora includes the commercial species P. edulis (2n = 18),
the sour passion fruit, which occupies approximately 95% of all orchards grown in Brazil.
The production is destined for preparing juices and in natura fruit consumption. Although
the species has economic relevance for the country, there is a lack of genetic and genomic
studies. For this reason, and with the genomic data developed by our research group,
microsyntenic analyzes were conducted herein using gene-rich sequences of P. edulis in
comparison to those of the Malpighiales, P. trichocarpa (2n = 38) and M. esculenta (2n
= 36). In this study, 35 gene-rich BACs fom P. edulis were selected and the alignments
(BLASTN) of the sequences were performed, considering an e-value of 1071° and
coverage higher than 50%. By pairwise comparisons, regions with synteny, collinearity
and four or more pairs of orthologous genes were treated as microsyntenic regions. For
the identification of the transposable elements in the intergenic spaces, the REPET
pipeline was used. In total, 32 BAC inserts showed microsynteny, 28 of them with P.
trichocarpa and 25 with M. esculenta. In both comparisons, the gene order was conserved
and few rearrangements were observed (inversions and translocations), being inversions
more common. Maximally, nine and five copies of duplicate genes were found in the
comparisons with P. trichocarpa and M. esculenta, respectively. The highest degree of
sinteny was found between P. edulis insert Pe173B16 and P. trichocarpa chromosome 9
(29 orthologs) and between P. edulis insert Pe185D11 and M. esculenta chromosome 12
(27 orthologs). Interestingly, regions of P. edulis showed microsynteny with distinct
segments on the same chromosome of P. trichocarpa or M. esculenta. In addition,
microsyntenic regions of P. edulis showed orientation into opposite direction. The search
for transposable elements resulted in a total of 517 elements, out of them 248 in M.
esculenta, 244 in P. trichocarapa and only 25 in P. edulis distributed in 17 microsyntenic
regions. The retrotransposons (class 1) were the predominant class in the three species,
specifically from LTR order. The TIR order of DNA transposons (class 11) was more
frequent in P. trichocarpa (52), followed by M. esculenta (42) and P. edulis (2). In
synthesis, the degree of microsynteny between P. edulis and P. trichocarpa is higher than
that between P. edulis and M. esculenta, corroborating the established phylogeny.
Comparatively, the gene compaction is denser in P. edulis due to the greater number of
repetitive elements in the intergenic spaces in P. trichocarpa and M. esculenta, although
both have smaller genomes. It is suggested that the larger size of P. edulis genome is
associated with the abundance of repetitive sequences in gene poor regions. Remarkable,
the method used here to identify microsyntenic regions represents an important tool in
comparative analyzes, mainly when sequenced genomes are not available, as is the case
of P. edulis.

Keywords: Comparative genomics; Microsynteny; Malpighiales; Passiflora edulis;
Populus trichocarpa; Manihot esculenta



1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae pertence a ordem Malpighiales e é membro do clado
das Rosideas [1]. As passifloras ocorrem principalmente nas florestas tropicais e
subtropicais dos Neotrdpicos [2] e se caracterizam por serem trepadeiras ou lianas, além
de arbustos e arvores [3]. A familia possui cerca de 700 espécies e 16 géneros [4], sendo
0 género Passiflora o mais rico, com cerca de 520 espécies descritas [2]. Dentre estas,
147 sdo de ocorréncia no Brasil, sendo 85 exclusivas, 0 que coloca ao pais em uma
posicdo privilegiada em relacdo aos recursos genéticos do género [3].

Entre as passifloras, Passiflora edulis, comumente conhecida como maracuja
azedo ou amarelo, é uma fruteira tropical, diploide (2n = 18), autoincompativel e,
portanto, dependente da polinizacdo cruzada, com flores muito atrativas a os
polinizadores. O Brasil € considerado o maior produtor de maracujas [5, 6], com ~95%
dos pomares cultivados com P. edulis [veja 7]. Basicamente, a producdo brasileira tem
razoavel demanda no mercado nacional e esta destinada, principalmente, para a
elaboracao de sucos e 0 consumo da fruta in natura. Por outro lado, uma parte reduzida
da producéo ¢ direcionada para a exportacéo, sob a forma de suco concentrado, sendo 0s
paises europeus os principais importadores [veja 8]. No ano de 2017, a producgédo de
maracuja azedo alcangou 554.598 toneladas, distinguindo-se a regido nordeste como uma
das principais produtoras [9].

Mesmo sendo uma planta usada para diversos fins industriais, producéo de suco,
fitoterapicos e cosméticos, é pouco estudada do ponto de vista genético e genémico,
aspectos que podem auxiliar em pesquisas cujos objetivos sao aumentar o rendimento e
a qualidade dos frutos [10]. Em visto disso, nosso grupo tem gerado diversas informacoes
cientificas acerca do maracuja azedo [11, 12]. Os primeiros mapas genéticos de P. edulis
foram estabelecidos com base em marcadores RAPD [13] e AFLP [14], o qual serviu para
localizar locos quantitativos relacionados a resisténcia a Xanthomonas axonopodis (Xap).
Posteriormente, Oliveira e colaboradores obtiveram um mapa integrado, mais
informativo, utilizando marcadores AFLP e SSR [15]. Alem disso, foram identificados
genes expressos em resposta a inoculacao por Xap, destacando-se o gene da lipoxygenase
2 que atua na defesa da planta [16]. Mais recentemente, Costa e colaboradores exploraram
um conjunto de transcritos da biblioteca gerada por Munhoz et al. [16] e desenvolveram
marcadores funcionais (SSRs e SNPs), os quais podem ser utilizados em estudos futuros
[17].



Por outro lado, com o surgimento da Gendmica como ciéncia, as tecnologias de
sequenciamento do DNA tornaram-se ferramentas indispenséveis e, ainda, devido a
necessidade de se obter uma maior cobertura gendmica e em tempos mais curtos, certas
estratégias para otimizar estas tecnologias foram desenvolvidas [18, 19]. Assim, ao longo
dos anos, as plataformas de sequenciamento tornaram-se cada vez mais eficientes e
accessiveis aos pesquisadores, por conta da melhoria na qualidade dos dados, aumento na
velocidade de obtencdo, e reducdo dos custos [20, 21]. No caso das plantas, até meados
do 2019, foram depositadas no banco de dados Phytozome (v12.1.6) sequéncias
gendmicas de 93 espécies vegetais (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). A

disponibilidade de dados gendmicos possibilitou o surgimento da Gendmica comparativa
que visa comparar dois ou mais genomas e estudar as semelhangas e diferencas
relacionadas ao tamanho, presenca de elementos transponiveis, nimero e organizagdo dos
genes, entre outros aspectos [22-25].

Estudos gendmicos comparativos constituem uma abordagem importante para
analisar informag6es biologicas relacionadas a organizacdo, funcdo e evolucdo dos
genomas. Permitem também localizar regibes codificadores de proteinas e identificar
segmentos conservados, possibilitando o estudo dos padrdes evolutivos de espécies
relacionadas [22, 26-29]. Pesquisas em gendmica comparativa foram reportadas em
diversas especies vegetais, por exemplo, as realizadas entre Brassica oleracea e
Arabidopsis thaliana [30], Zea mays e A. thaliana [31], Fragaria e outras espécies do
clado das Rosideas [32], Solanum lycopersicum e S. tuberosum [33], Oryza sativa e
Ananas comosus [34], Glycine soja e outras 9 espécies de Glicine [35], Saccharum
officinarum e S. spontaneum [36], entre outras.

Um aspecto importante da genémica comparativa € a identificacdo de genes
homoblogos, que compartilham uma sequéncia de nucleotideos ancestral comum. Esses
sdo categorizados como ortologos e paralogos [37-39]. Os genes ort6logos sdo separados
por eventos de especiacdo [40]. Entretanto, a condicdo para serem considerados ortdlogos
€ que as espécies comparadas compartilhem um gene ancestral. Além disso, uma
particularidade dos ort6logos é que desempenham funcbes semelhantes nos genomas
comparados, embora possam surgir varia¢es na funcédo do gene [41].

Genes parélogos séo originados por eventos de duplicagdo no mesmo genoma,
sendo que algumas delas s&o originadas nos primeiros estagios da evolucdo. A copia do

gene duplicado frequentemente adquire uma nova funcéo [40].


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

A identificacdo de ort6logos e pardlogos é essencial em analises evolutivas. A
comparacdo de sequéncias possibilita conhecer a historia evolutiva de uma familia de
genes ou do genoma de uma espécie [41, 42]. De igual forma, os termos sintenia e
colinearidade séo pontos chaves nas comparacdes de genomas aparentados. O conceito
de sintenia refere-se a presenca de genes ortélogos em cromossomos correspondentes nas
espécies analisadas, enquanto a colinearidade refere-se a ordem conservada dos genes em
uma determinada regido cromossdmica, sendo que ambos conceitos permitem uma
melhor compreensédo dos padrdes evolutivos nos genomas analisados [43-45].

Outra estratégia usada pela genémica comparativa € 0 mapeamento gendémico
[46, 47] e consiste na identificacdo de genes homologos e de variagBes estruturais, as
quais sao frequentes em plantas e constituem achados relevantes para elucidar a evolucao
dos genomas comparados [25]. Estas variagcdes estruturais abrangem inversdes,
translocacgdes, duplicaces, insercOes e delecdes [25, 45, 48]. Estudos desenvolvidos em
espécies vegetais reportaram que variagcdes gendmicas estruturais podem ser decorrentes
de domesticacao, processos metabdlicos e catabdlicos, tempo de floragéo, resisténcia a
doencas, resisténcia ao estresse biodtico e abidtico e tolerancia a certos compostos [49].

Nas analises comparativas, um ponto frequentemente explorado € o estudo das
sequéncias repetitivas, muito frequentes nos genomas dos eucariotos [22, 50]. Nas
plantas, os elementos transponiveis (TES) representam uma por¢do significativa do
genoma [51-53]. Uma série de estudos indicam que hd uma relacéo entre o tamanho do
genoma e a quantidade de TEs [52]. Por exemplo, no milho, os TEs ocupam mais de 85%
do total do genoma [54].

Baseado no mecanismo de transposicao, os TEs sdo divididos em classe | ou
retrotransposons e classe Il ou transposons de DNA [52, 53, 55, 56]. Segundo a
classificacdo estabelecida por Wicker et al. (2007), a classe | estd dividida em cinco
ordens LTR (Long Terminal Repeat), DIRS (Dictyostelium Intermediate Repeat
Requence), PLE (Penelope-like Elements), LINE (Long Interspersed Nuclear element) e
SINE (Short Interspersed Nuclear Element) e a classe Il esta constituida por duas
subclasses, a subclasse 1, composta pelas ordens TIR (Terminal Inverted Repeat) e
Cripton e a subclasse 2 que é formada pelas ordens Helitron e Maverick [55].

Os retrotransposons sao os TEs mais frequentes nos genomas de plantas,
destacando-se a ordem LTR como a fragcdo mais abundante [55, 57, 58]. J& os transposons

de DNA abrangem pequenas fragdes nos genomas vegetais [55, 59]. Nos estudos



comparativos as anélises da dindmica dos TEs podem ajudar no entendimento das
mudangcas evolutivas nos genomas de plantas [52].

No contexto das pesquisas gendmicas, as bibliotecas inseridas em BACs
(Bacterial Artificial Chromosomes) se tornaram amplamente utilizadas devido a sua
eficiéncia em carregar grandes insertos de DNA (100 a 300 Kb) de forma estavel, com
baixo nivel de recombinacdo, além de permitir a facil manipulacéo e selecdo dos clones
[60-63]. Dessa forma, com o propdésito de gerar informacdes sobre 0 genoma de P. edulis,
nosso grupo de pesquisa construiu uma biblioteca gendmica em BACs denominada Ped-
B-Flav, a qual possui 82.944 clones (~108 kb/clone), com uma cobertura de ~6 vezes o
genoma da espécie (~1.230 Mb) [64]. Esta biblioteca se encontra depositada no Centro
Nacional de Recursos Gendmicos Vegetais (CNRGV) do INRA (Toulouse, Franga) [11].

Santos et al. (2014) realizaram o primeiro estudo a partir dos dados da biblioteca
(Ped-B-Flav) de P. edulis. Baseada na metodologia BAC-end sequences (BES), foram
sequenciados 5.058 insertos nas duas direcfes (forward e reverse) e 916 insertos apenas
em uma direcdo, gerando um total de 11.032 insertos sequenciados, e desses, foram
exploradas ~10.000 BES de alta qualidade. Em 19,6% das BES foram identificados
elementos repetitivos, além de repeticbes de sequéncias simples, sequéncias proteicas
(atribuindo-lhes termos ontoldgicos) e regides sinténicas com os genomas de Arabidopsis
thaliana, Populus trichocarpa e Vitis vinifera. A primeira espécie foi escolhida por ser o
genoma modelo em plantas e as duas ultimas por possuirem o maior nimero de top hits
apos efetuarem-se buscas em banco de dados. Os resultados de mapeamento comparativo,
revelaram que 106, 206, 367 regides de potencial sintenia foram encontradas entre as BES
de P. edulis e regibes do genoma de A. thaliana, V. vinifera e P. trichocarpa,
respectivamente [11].

Posteriormente, a partir da plataforma de sequenciamento PacBio (que produz
reads longas e de alta qualidade), foram sequenciados mais de 100 insertos dessa
biblioteca [12]. A selecdo desses insertos baseou-se inicialmente nos resultados do
mapeamento comparativo realizado por Santos e colaboradores [11]. O segundo grupo de
insertos foi selecionado a partir de screenings da biblioteca com sondas homol6gas aos
transcritos de P. edulis descritos por Munhoz e colaboradores [16]. Assim, no total, foram
selecionados para o sequenciamento 112 insertos de BACs. Em seguida, no momento da
montagem destas sequéncias, foram descobertos dois casos de sobreposi¢do, que
resultaram em segmentos Unicos. Além disso, trés insertos de BACs correspondiam a

DNA cloroplastidial, sendo que este achado fez com que Cauz-Santos e colaboradores



[65] obtivessem o genoma cloroplastidial de P. edulis. Sendo assim, esses cinco insertos
ndo foram incluidos, resultando em um conjunto de 107 insertos, que representam 10.4
Mb de dados (~1% do genoma). Com base nesse conjunto de dados, identificaram-se
~1.900 genes, elementos repetitivos e regides microssinténicas entre P. edulis e duas
espécies de Malpighiales [12].

Assim, a partir dos dados gerados por Munhoz et al. [12] e com o intuito de dar
continuidade aos estudos gendémicos comparativos, um conjunto de 35 insertos BACs de
P. edulis, rico em genes, foram comparados com as sequéncias de duas Malpighiales,
com evidéncias filogenéticas relativamente proximas, e cujos genomas estao disponiveis
e bem anotados: Populus trichocarpa (2n=38) e Manihot esculenta (2n=36). Dessa
forma, neste trabalho, pretende-se esclarecer a questdo de qual das duas espécies
comparadas possui maior grau de sintenia com P. edulis, além de estabelecer uma
metodologia para a identificacdo de regides microssinténicas que inclui a localizacédo de
genes ortologos e dos elementos transponiveis nos espagamentos intergénicos.
Finalmente, através das informacGes geradas, pretende-se abrir o caminho para que novos
estudos sejam realizados e facilitem o entendimento da evolucao de P. edulis e sua relagdo

com outras espécies filogeneticamente proximas.
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2. CONCLUSOES

O método aqui utilizado para a identificacdo de regibes de microssinténicas
representa um recurso importante € muito Util em andlises comparativas nos casos em que

ndo se dispde do genoma sequenciado de uma das espécies analisadas.

H& um maior grau de microssintenia entre Passiflora edulis e Populus
trichocarpa do que entre P. edulis e Manihot esculenta, havendo um maior nimero de

genes ort6logos na 12 comparacao.

Ha colinearidade dos genes ortélogos nos segmentos cromossdmicos das trés
espécies e poucos rearranjos, sendo a inversdo, o tipo de variagdo estrutural mais

frequente.

Os retrotransposons da ordem LTR sdo os mais abundantes nas trés espécies,
ressalvando que este resultado refere-se as fracfes analisadas, ricas em genes, ja que

elementos transponiveis tendem a ser eliminados dessas regioes.

A compactacdo dos genes é maior em P. edulis devido a maior quantidade de
elementos repetitivos em P. trichocarpa e M. esculenta, embora ambas apresentem
genomas menores. Sugere-se que o0 maior tamanho do genoma de P. edulis esteja
associado a abundancia de sequéncias repetitivas em regides pobres em genes.
Claramente, futuras pesquisas devem ser realizadas para elucidar a distribuicdo e

abundancia de DNA repetitivo no genoma de P. edulis.
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