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RESUMO

Eugenia uniflora (pitangueira) € uma espécie da familia Myrtaceae bastante
explorada economicamente devido a suas propriedades farmacoldgicas e, por este
motivo, sdo importantes os estudos a nivel molecular sobre esta espécie. Os SNPs
tem sido uma ferramenta amplamente utilizada na area de gendmica, assim como 0s
ESTs que também apresentam diversas vantagens devido sua presenca em
diversos bancos de dados. O objetivo deste estudo foi buscar SNPs em regides
génicas de E. uniflora em comparagdo com o banco de dados ESTs de Eucalyptus
grandis. Para a realizac&o deste trabalho foi feito o sequenciamento do DNA total de
uma amostra de pitangueira, que gerou uma cobertura de aproximadamente 25% do
genoma desta espécie, montados em torno de 2.600 contigs. Destes, selecionamos
150 para fazer a busca de regibes génicas hipotéticas por meio da comparacédo do
banco de dados de ESTs de E. grandis. Apés, foram selecionados somente o0s
contigs que continham cobertura minima de 80pb. Dos 150 contigs analisados, 35
obtiveram similaridade de ESTs entre as duas espécies. Apés a retirada dos introns,
alguns contigs mostraram alinhamentos fragmentados e outros mostraram uma
cobertura inferior a 80pb. Do total analisado, 8 contigs atenderam todas as
gualidades exigidas. O contig que mostrou uma menor frequéncia (SNPs/pb),
apresentou semelhanca com a sequéncia que expressa a proteina Etol, o contig
gue apresentou um valor intermediario em relacdo ao maximo e minimo da
frequéncia obteve semelhanca na proteina RPK, ja o contig que apresentou maior
frequéncia mostrou semelhangca com a proteina AGP. O numero de transi¢des foi
maior que o de tranversodes. Estes dados foram classificados como baixos, indicando
gue estas regibes génicas sao bem conservadas. A técnica utilizada € de facil
aplicacdo e muito util mesmo sendo pouco utilizada visando a identificacdo de SNPs

putativos entre espécies diferentes.

Palavras-chave: Pitanga; Eucalipto; BLAST; Single Nucleotide Polymorphism.



ABSTRACT

Eugenia uniflora (Surinam cherry), is a species of the Myrtaceae family, quite
economically exploited due to their pharmacological properties. Therefore, studies at
the molecular level on this species are important. SNPs have been a widely used tool
in the area of genomics, as well as ESTs also offer several advantages due to its
presence in various data banks. The aim of this study was to search for SNPs in
gene regions of E. uniflora compared to the ESTs database of E. grandis. For this
study, total DNA of E. uniflora was sequenced, generating a coveragem of about
25% of the species genome, in about 2,600 contigs. Out of these, 150 were selected
to search for hypothetical gene regions, by comparing to the EST database of
Eucalyptus grandis. Only contigs containing minimum coverage 80pb were selected.
Out of the 150 contigs analyzed, 35 ESTs were obtained with similarity between the
two species. After the removal of introns, some contigs showed fragmented
alignments and others showed a lower coverage 80pb. Of the total analyzed, 8
contigs met all the required qualities. The contig that showed a lower frequency
(SNPs / pb) showed similarity to the sequence that expresses the Etol protein. The
contig that presented a intermediary value regarding the maximum and minimum
frequency revealed similarity with the RPK protein, while the contig that presented
higher SNPs fregeuncy showed similarity with the AGP protein. The number of
transitions was higher than the tranversions. These data were classified as low, and
indicate that these gene regions are well conserved. The technique is easy to use

and very useful even if it is little used.

Keywords: Pitanga; Eucalyptus; BLAST; Single Nucleotide Polymorphism
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1 INTRODUCAO

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 100 géneros e 3.500
espécies distribuidas principalmente em regides tropicais e subtropicais do mundo,
com centros de diversidade na Ameérica tropical e Australia e poucas espécies
ocorrendo nas regides temperadas (BARROSO, et. a.l, 1984).

Esta é uma das familias mais importantes do Brasil (LANDRUM E KAWASAKI
1997) destacando-se, com mais de uma centena de espécies, 0s géneros Eugenia,
Myrcia e Calyptranthes, enquanto o restante dos géneros possui menos de 60
espécies brasileiras (LANDRUM E KAWASAKI 1997).

O perfil quimico da familia Myrtaceae é bem conhecido e caracteriza-se pela
presenca de taninos, flavonoides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e
caracteristicamente derivados do floroglucinol (CRUZ E KAPLAN, 2005).

Eugenia uniflora, popularmente conhecida no Brasil como pitangueira, € uma
espécie arbdrea da familia Myrtaceae, nativa da mata atlantica e com capacidade de
adaptacao a diversas condi¢cdes de solo e clima (ALMEIDA et al., 2012). Devido a
esta adaptabilidade, a pitangueira foi disseminada e é atualmente cultivada nas mais
variadas regides do globo (BEZERRA et al., 2000).

Ela também é considerada uma espécie pioneira, pois € uma das espécies
utilizadas em reflorestamentos heterogéneos destinados a recomposicdo e
recuperacao de areas degradadas (BAGETT]I, et. al., 2009).

Devido as propriedades benéficas a saude atribuidas as folhas,
pesquisadores comecaram a estudar mais profundamente esta espécie, pois existe
uma enorme utilizacdo na medicina popular para inUmeras desordens (ADEBAJO et
al., 1989). Dentre estes beneficios podemos ressaltar a atividade anti-inflamatoria,
diurética, hipotensora, inibidora do aumento da glicose e de triglicerideos séricos
(MATSUMURA et. al, 2000).

Nas ultimas décadas, esta espécie tem sido amplamente explorada pelas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmeética, devido ao seu grande potencial
econbmico e a tendéncia na atualidade é de um crescimento no cultivo e
exploracéo desta espécie (ALMEIDA et al., 2012). De modo geral, assim como do
ponto de vista econémico, a pitangueira é muito apreciada pela populagédo devido a

producao de saborosos frutos carnosos do tipo baga.



Com perspectivas futuras de uma exploragdo comercial em grande escala, é
importante um maior estudo e um maior conhecimento dos dados disponiveis até o
momento que acercam a espécie (ALMEIDA et al., 2012).

Nos ultimos anos, novos marcadores tem surgido como uma importante
ferramenta em gendmica, denominados Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
(TABASSUM e SUMAN, 2006), que sdo a mudanca de um unico nucleotideo numa
mesma posicdo de molécula de DNA entre individuos, diferindo de mudancas em
multiplas bases em posicdes aleatorias (VIDAL et al, 2007). Conceitualmente, SNPs
correspondem a posi¢cbes onde ocorrem duas bases alternativas em locais do
genoma que sado altamente conservados (SANTORO, 2010).

Os SNPs séo cada vez mais utilizados como marcadores moleculares para
diversas aplicagbes (TABASSUM E SUMAN, 2006), pois séo distribuidos por todo o
genoma. Além do mais, um SNP localizado na regido codificadora pode ter impacto
relevante na formacdo e na atividade de uma proteina. Um SNP intrénico pode
influenciar o splicing do mMRNA (KRAWEZAK et al., 1992), assim como, um SNP na
regido promotora pode influenciar a expressao génica (DRAZEN et al., 1999).

Os SNPs sdo menos mutaveis em comparagao com outros marcadores, Como
0s microssatélites. A baixa taxa de mutacdo recorrente os torna evolutivamente
estaveis, por este motivo eles sdo excelentes marcadores para o estudo de
caracteristicas genéticas complexas e para a melhor clareza da evolugdo genémica
(TABASSUM E SUMAN, 2006).

Estes SNPs podem ser responsaveis por importantes variacdes e
modificacBes nas caracteristicas fenotipicas entre individuos de uma mesma
espécie (EMAHAZION et al.,, 2001) ou na modificacgdo em locais altamente
conservados na estrutura dos genes em espécies semelhantes, como é o caso da
pitangueira e do Eucalyptus grandis, que tem uma grande proximidade evolutiva,
sendo que o Ultimo possui seu genoma totalmente sequenciado e é facilmente
encontrado em bancos de dados.

E importante salientar que a frequéncia de SNPs é heterogénea ao longo do
genoma, diferindo entre regides codificadoras e regides nao codificadoras. Em geral,
0s SNPs s@o menos frequentes em regides génicas que codificam alguma proteina
do que em outras regides (FLADUNG E BUSCHBOM, 2009).



Os SNPs podem ser classificados em dois tipos: as nao sindbnimas, que séo
aguelas que resultam na modificacdo de aminoacidos de uma proteina; ou
sinbnimas que n&o causam a mudang¢a de aminoacido (EMARA E KIM 2003). No
entanto, um SNP sindnimo pode modificar a estrutura e a estabilidade do RNA
mensageiro e, consequentemente, afetar a quantidade de proteina produzida
(GRIFFITHS et al., 2001).

A grande quantidade de SNPs encontradas no genoma vem estimulando a
sua utilizacdo em pesquisas e € aplicada em diferentes espécies, tanto animal como
vegetal. SNPs tém sido utilizados com sucesso, por exemplo, na construcdo de
mapas genéticos de alta densidade, caracterizados por uma ocorréncia no genoma
muito além da capacidade dos marcadores tradicionais (HYTEN et al., 2010)

Alguns métodos de deteccdo de SNPs buscam por diferencas individuais em
uma sequéncia através de andlises computacional (BUETOW et al., 1999;
PICOULT-NEWBERG et al., 1999).

Expressed Sequence Tags (ESTs) oferecem algumas vantagens, como a
deteccado de variacdo na porcao expressa do genoma. Assim, a utilizacdo de ESTs
disponiveis em bancos de dados implica na reducdo dos custos de geracdo de
novos dados (KANTETY et al., 2002), como é o caso de sua utilizacdo para busca
de regibes génicas putativas.

Nas areas de filogenética, a importancia do uso de novas sequéncias
nucleares complementares tem sido proposta como uma alternativa para melhorar a
resolucao das relacdes filogenéticas (Qiu et al, 1999; Soltis et al 1999; Small et al.,
2004). Além do que, os atributos como a elevada taxa de evolucdo sequencial, a
existéncia de multiplos locus independentes e a herancas de genes nucleares entre
parentes fazem desta uma alternativa muito interessante para estabelecer espécies
arbéreas (Small et al., 2004). Visando isto, uma investigacao filogenética com base
em genes nucleares € necessario comecar por selecionar genes para um estudo
preliminar (Small et al., 2004).

Visando identificar regibes ESTs com potencial filogenético dentro da familia
Myrtaceae, 0 objetivo deste trabalho foi mapear possiveis SNPs que ocorrem em
regides génicas putativas da pitangueira (E. uniflora) em comparagdo com o banco
de dados de ESTs de Eucalyptus grandis, testando a hipétese de que estas

mutac¢des tenham correlacdo com eventos evolutivos entre estas duas espécies.



2 METODOLOGIA

2.1 Obtencéao das sequéncias analisadas

As sequéncias analisadas neste estudo foram gentiimente cedidas pela
mestranda de PPGCB Deise Schrdoder Sarzi antes de sua submissdo ao GeneBank

(NCBI). A obtencéo das sequéncias € resumidamente descrita a seguir:

Primeiramente, foi coletada uma amostra de Eugenia uniflora de uma
populacdo natural, localizada no campus Sao Gabriel da Universidade Federal do
Pampa. O local foi devidamente marcado no GPS e o voucher depositado no
herbéario Bruno Edgar Irgang da mesma universidade, sob o nimero HBEI1150.

O DNA total do individuo amostrado foi extraido utilizando-se o kit DNAeasy
plant mini kit da Quiagen. Esta amostra entdo foi sequenciada através do
Sequenciador de nova Geracdo (NGS) lon Torrent™ Personal Genome Machine®
(PGM).

2.2 Montagem de contigs

Com o programa Velvet v. 1.2.10 (ZERBINO E BIRNEY, 2008), realizamos a
montagem dos reads (sequéncias curtas de aproximadamente 300 pares de base)
resultantes do sequenciamento, transformando-os em contigs, que sao clones de
sobreposicdo que formam um mapa fisico do genoma que € usado para guiar a
montagem do DNA. No total foram formados 2.600 contigs com cerca de 1.000 a

3.000 pares de bases cada um.
2.3 Comparacao com o banco de dados EST

Neste trabalho, foram analisados 150 contigs com o propdsito de busca de
regides génicas putativas. Estas buscas foram feitas através da comparacdo das
sequéncias com o banco de dados de ESTs (Expressed Sequence Tags) de
Eucalyptus grandis por meio da ferramenta de alinhamento local BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (ALTSHUL, 1997), no site da National Center for
Biotechnology Information (NCBI).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zerbino%20DR%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birney%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

ApOGs a comparacdo com o banco de dados, foram selecionados somente 0s
contigs que apresentavam cobertura minima de 80 bases idénticas. O namero
minimo de 80 pares de base é utilizado como padrdo minimo para regides génicas,
pois os Eucariotos em geral apresentam, normalmente, regides génicas de cerca de
90 a 120 pares de bases, regibes maiores e menores podem também ocorrer, porém

com menor frequéncia. (ZAHA, 2003)
2.4 Retirada de introns e busca de SNPs

Os contigs com as especificacdes ja citadas foram analisadas no site ORF
Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), onde pudemos fazer a retirada
dos introns destas sequéncias (regides ndo codificantes do DNA), deixando somente

0s éxons (regides codificantes do DNA e que sintetizam alguma proteina).

Tendo agora estas sequéncias diminuido de tamanho por possuirem somente
a porcdo codificante das mesmas, novos alinhamentos foram realizados com a
ferramenta BLAST, através do software MEGA7 (KUMAR E TAMURA, 2016), contra
0 banco de dados de todas as sequéncias de E. grandis, avaliados somente os
contigs com cobertura minima de 80 pares de bases (pb).

Posteriormente estas sequéncias foram alinhadas através da ferramenta
Muscle que também se encontra no software MEGA7. Esta, entdo alinhou a
sequéncia das duas espécies e evidenciou os SNPs presentes. Os parametros do
alinhamento foram modificados para que se igualassem aos do BLAST. Os
parametros modificados foram: Gap Open -400 e Gap Extend -100, assim em
comparacao com E. grandis pode se observar SNPs entre as duas espécies fazendo

a contagem e verificacdo das bases modificadas.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extracao de DNA e Sequenciamento

O sequenciamento gerou aproximadamente 7,0 milhdes de bases, que depois
da montagem e eliminacdo de regides redundantes, corresponde a cerca de 3,15
milhdes de bases, resultando em uma cobertura de cerca de 25% do genoma de E.

uniflora.

3.2. Busca por regides génicas putativas

Durante a busca de ESTs dos 150 contigs analisados, obteve-se somente 35
gue mostraram similaridade com a espécie Eucalyptus grandis, pois grande parte do
DNA é composto por sequéncias repetitivas, e embora seja tentador se referir a
estas sequéncias como DNA flixo”, a manutencdo estavel dessassequéncias
durante milhares de geracdes sugere que o DNA intergénico atribui algum valor

positivo (vantagem seletiva) ao organismo (WATSON, 2015)
3.3. Andlise dos SNPs em regides codificantes putativas

Dos 35 contigs analisados 18 mostraram baixa cobertura (abaixo de 80 pb) e
identidade menor que 70% quando comparadas com o banco de dados de E.
grandis e outras nove apresentaram alinhamento muito fragmentado, resultando em
um total de oito amostras que continham um minimo de 80 pares de bases, assim

estas foram enumeradas de 1 a 8.

Dos 8 contigs analisados, a maior frequéncia de SNPs putativos se encontra
no contig correspondente ao numero 7 onde a frequéncia foi de um a cada 7,53
pares de bases, a mais alta frequéncia dentre os contigs analisados. Ja o contig 1
demonstrou a frequéncia mais baixa em relagdo aos demais. O contig 5 apresentou

uma frequéncia intermediaria entre os contigs analisados (TABELA 1).



Tabela 1. Frequéncias de SNPs por pares de bases na comparacéo de ESTs de
Eugenia uniflora e Eucalyptus grandis.

N° do Frequéncia dos Proteinas

contig N° total de pb N° total de SNPs SNPs putativas
1 313 13 1 a cada 24,08 pb ETO 1
2 204 19 1acada 10,78 pb  Remorin-like
3 93 9 1 acada 10,33 pb Ubiquitina
4 365 44 1 a cada 8,29 pb IQ Domain
5 277 22 1 a cada 12,60 pb LRR-RPK
6 123 14 1 acada 8,78 pb Inositol
7 433 56 1 acada 7,53 pb AGP

Adenosina

8 49 5 1 a cada 9,80 pb guinase

O contig 8 mostrou uma cobertura abaixo de 80pb, porém demonstrou uma

identidade de 90%, sendo assim foi incluido nas analises.

Realizamos uma busca mais aprofundada em relagdo as possiveis proteinas

codificadas para cada contig.

O contig 1 apresentou semelhanca na sequéncia que pode expressar a
proteina putativa ETO1 like. Esta € uma proteina que regula negativamente as
atividades do gene ACS e a producédo de etileno. Esta proteina interage diretamente
com a inibicdo e a atividade da enzima ACS5, da enzima, resultando numa
acumulacéao significativa de proteina ACS5 e etileno (WANG et al., 2004). A super

expressdo de ETO1 inibe a inducdo da producdo de acetato no regulador de



citicinina e assim no crescimento da planta, e promove a degradacdo ACS5. Assim
ela demostra um mecanismo duplo, inibindo a atividade da enzima ACS
encaminhando para a degradacéo de proteinas. Isto permite a rapida modulacdo da
concentracgéo do etileno.

O contig 2 apresentou a proteinas Remorin, elas ndo contém dominios
transmembranares, até agora tém sido detectados quase que exclusivamente em
fracbes insollaveis em detergente membrana (comumente chamadas balsas
lipidicas) (LEFEBVREA et al., 2009). Plantas exigem circuitos regulatorios altamente
eficientes para modular cascatas de transducdo de sinal celular. Planta com
proteinas especificas remorin, podem atuar como suportes moleculares regulando a
transducdo de sinal, foram descritos como sendo altamente fosforilada e para
associar com compartimentos de sinalizacdo na membrana plasméatica. Estas

proteinas evoluiram em todas as plantas (MARIN et al., 2012).

O Contig 3 foi encontrada a proteina Ubiquitina que em células eucarioticas é
utiizada na degradagdo da maioria das proteinas indesejadas (por exemplo
proteinas mal-dobradas) utilizando o sistema ubiquitina proteassoma (GOLDBERG,
2003). Além da funcéo proteolitica, a ubiquitinagdo tem sido associada a Varios
processos celulares como endocitose, transducdo de sinal, controle da transcricao
génica, reparo do DNA e replicacdo do DNA (HAGLUND e DIKIC, 2005). Nas
plantas, ha relatos de transcritos de genes pertencentes a via ubiquitina acumulados
durante a senescéncia foliar e durante o ataque de patégenos (BUCHANAN-
WOLLASTON, 1997; DEVOTO et al., 2003).

O contig 4 encontrou o Dominio 1Q, as funcdes deste dominio em proteinas
vegetais ndo foram investigados em detalhe, apesar da sua presenca conter, por
exemplo, em miosinas. O dominio de QI (IQD) possui ativadores de transcricdo de
ligacdo a came (CAMTAS) e canais de nucleédtidos ciclicos fechados (CNGCs )
(Bahler et al., 2002, Abel et al., 2005).

O contig 5 mostrou um SNP a cada 12,60, ou seja seria um meio termo em
relacdo ao maximo e minimo da frequéncia de SNPs por pb. Este demostrou a
proteina receptor LRR serina / treonina-proteina-quinase. Receptor protein kinases

(RPK), ou seja, Proteina Receptora Quinases, ativam um complexo conjunto de vias



de sinalizacdo intracelular em resposta ao ambiente extracelular (VAN DER GEER
ET Al, 1994;. PADGETT, 1999). RPK sdo proteinas transmembranares de
passagem unica, que contém uma sequéncia de sinal amino terminal, os dominios

Unicos extracelulares para cada receptor, e um dominio citoplasmatico da quinase.

Os LRRs formam um solvente exposto que cria uma superficie que faz a
mediacdo de interacdes proteina-proteina em outros sistemas (KOBE E
DEISENHOFER, 1995). Em plantas LRR-RLKs estdo envolvidos em Vvarios
processos, incluindo regulacdo do desenvolvimento, resisténcia a doencas, e
sinalizacdo de horménios esteroides (TORII et al., 1996). Mutac¢des em qualquer um
dos LRRs ou os dominios de quinase leva a perda de funcéo, confirmando a
importancia destes dominios para a funcdo (TORII et al.,, 1996). Os SNPs
encontrados nessa regiao representam mutacées mantidas, portanto, com valor

filogenético/adaptativo.

O contig 6 demonstrou a proteina Inositol que € um importante metabdlito
celular, necessério para o crescimento e desenvolvimento de vegetais (Valluru e
Ende, 2011). Em plantas, ele desempenha um papel de destaque no metabolismo
do inositol, fornecendo inositol e inositideos envolvidos em processos metabdlicos e

em estruturas vegetativas (Goya et al., 2011).

O contig que mostrou maior frequéncia foi o 7 que possui um SNP a cada
7,53 pb, neste foi encontrada a proteina arabinogalactanicas (AGPs), altamente
glicosiladas e encontradas em abundancia a superficie das células vegetais,
localizando-se na membrana celular, espaco periplasmico, parede celular e
secrecoes (SHOWALTER et al., 2010; ELLIS et al., 2010). E mais precisamente a
subclasse desta proteina fasciclina que € composta por aproximadamente de 110 a
150 aminoacidos de comprimento e tém baixa similaridade de sequéncia. Esta
semelhanca de sequéncias baixas pode explicar a falta de uma Unica sequéncia de
consenso para dominios de fasciclina. Contudo, todos os dominios fasciclina contém
duas regides altamente conservadas (H1 e H2) de aproximadamente 10
aminoéacidos cada (KAWAMOTO et al., 1998).

O contig 8 mostrou a proteina Adenosina quinase que possui atividade de

diversas proteinas em um organismo é regulada por fosforilacdo e desfosforilacao,



através de quinases e fosfatases, respectivamente. Por isso, as quinases sao
consideradas proteinas regulatorias e utilizam a fosforilac&o proteica no controle das
vias de sinalizac&o celular, podendo propagar ou regular um sinal através da adicao
de um grupo fosfato ao substrato (BARTELS e SUNKAR, 2005). A enzima
adenosina quinase é tipicamente constitutiva e catalisa, em eucariotos, a fosforilagdo
da adenosina em adenosina monofosfato (AMP) (MOFFATT et al., 2000; PARK &
GUPTA, 2008).

A estimativa do numero de SNPs observados entre espécies
dependem, naturalmente, das amostras utilizadas na analise. Se as amostras
apresentam grande diversidade genética, a tendéncia é se observar maior nimero

de SNPs por par de bases (pb) analisado.

Regides codificantes sdo importantes para a manutencao das caracteristicas
essenciais a vida dos organismos. Portanto, mutacbes ocorrem em uma taxa
relativamente baixa e esta taxa varia de regido génica para regido génica. A posi¢cao
de um SNP dentro da regiéo codificadora pode ser importante, pois pode ocorrer em
um local altamente conservado ou no centro ativo de uma enzima. Assim, mesmo
gue a frequéncia SNP/pb seja apenas uma medida conceitual, ela serve como

referéncia ao nUmero de mutacdes que ocorre entre espécies diferentes.

Além dos estudos de diversidade de DNA, a grande ocorréncia de SNPs no
genoma, teoricamente aumentaria a possibilidade de que estas mutacdes fossem
proximas a genes de interesse agrondmico. Assim, estes seriam utilizados para
identificacdo de variantes alélicas em regifes codificadoras levando a associagéo
entre 0 genaétipo observado e o fendtipo, o que facilitaria a selecdo assistida para

caracteristicas complexas.

A frequéncia de SNPs encontrados neste trabalho foi classificada como baixa,
porém aceitavel quando comparada ao que pode ser visto em algumas espécies de
angiospermas, onde a frequéncia pode chegar a até 60 SNP/Kb, como € o exemplo
de Populus tremula (SEBASTIANI et al., 2004). Além da baixa frequéncia de SNPs
no genoma das plantas e principalmente nas regibes expressas pode indicar uma
elevada conservacdo dos genes. Por outro lado, pode-se levantar a hipétese de que

0s genomas das duas espécies aqui avaliadas resistem a possiveis modificacoes,



consequentemente a baixa frequéncia de mutacfes pode ser reflexo desta
estabilidade e a relacéo das frequéncias de SNP/kb podem atuar como um indicador

para esta situacao.

Como pode ser observado na Tabela 2, as frequéncias de transicfes sao
relativamente maiores do que as transversdes em todos 0s contigs, com excec¢ao do
contig 8, o que é corroborado pelo trabalho de BROOKES (1999), que citou que as
mutacdes mais recorrentes sdo as do tipo transicdo, em que ha troca de purina por
outra purina (A <-> G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C <-> T). O namero
de transicbes é geralmente maior que o de transversdes, pois a substituicdo de
bases nitrogenadas de mesma estrutura molecular € um evento mutacional muito
mais provavel de ocorrer do que uma substituicdo de uma base purica por uma
pirimidica e vice-versa (KLABUNDE 2016).

Tabela 2: Distribuicdo dos SNPs putativos por tipo de mutagéo.

Contig 1 Contig 2 Contig 3 Contig 4 Contig 5 Contig 6 Contig7  Contig 8

Transigdes N % N° % N° % N % N % N % N % N°

%

AeG 5 3846 4 21,05 4 4444 17 4146 5 2272 4 30,76 17 3035 1 20
CoT 4 3076 6 3157 0 O 12 2926 10 4545 4 30,76 20 3571 1 20
Transversdes

AT 2 1538 2 1052 2 2222 7 1707 1 454 0 O 1 178 0 0
GoT 1 77 0 0 0 o 1 243 0 0 1 77 3 53 1 20
CoG 1 77 6 3157 1 11,11 2 487 4 1818 2 1539 10 178 0 O
AeC 0 0 1 526 2 2222 2 487 2 909 2 1539 4 714 2 40
Total 13 100 19 100 9 100 41 100 22 100 13 100 55 100 5 100




4 CONCLUSOES

As frequéncias dos SNPs encontrados foram consideradas baixas em
comparacao a outras espécies e por isso enfatizam a hipétese de que estas seriam

regibes com um alto grau de conservacado entre as duas espécies.

A busca de regifes génicas putativas através do banco de dados ESTs € uma
técnica pouco explorada, mas se mostrou muito eficiente e pratica para a realizacéao

de trabalhos nesta area.

5 PERSPECTIVAS

Os dados gerados neste trabalho abrem uma porta para novos estudos com
aplicacdes destas ferramentas que demonstraram praticidade e expressaram um
grande numero de informacdes. A partir disso € possivel realizar maiores estudos

nas areas de filogenia e diversidade genética da espécie Eugenia uniflora.

7

Outra perspectiva, € explorar a viabilidade do uso da proteina LRR como

ferramenta de andlise evolutiva e filogenética da familia mirtacea.
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ANEXOS

Contig 1
Range 1: 2473 to 2785 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
507 bits(274) Je-142 300/313(95%) 0/313(0%) Flus/Plus
Query 31 CAGO T AN CAATCTTOO ARG TATCTATAT TEACTOTGOCAAGC TAGAATTGGCAGCT 9@
Mo )y Tl i
Query 91 GATTGCTATATTAACGCTCT CAAAATCAGECACACAAGAGCCCATCAAGEECTTGCTCGA 158
oy i o O
Query 151  GTACATTTTCTGAAAAATGACAAAGCTOCAGCATACAATGACATOTCACAACTGATAGAG 218
oy iy i
Query 211  AAGGCGAGGAATAATGCGTCTGCATATGAGAAGAGGTCAGAATATTCTGATCGTGAACTE 278
oy 1130y o i i
Query 271  GCTATGGCCOACCTCOAGATOGTTACCAGATTAGACCCACTTCGTATCTATCCATACAGA 338
e s SRR 2,
Query 331  TACCGGECTGCAG 343
soce 2773 ALLSLEHS 275

Translated Protein Sequences
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Contig 2
Score Expect Identities Gaps Strand
272 bits(147) Be-72 185/204(91%) 0/204({0%) Flus/Plus
Query 1 CAGGAAAAACTO0REE282 80 ARG G0AATATGCAGAGACAATOAAGAACAAGATTGCT o8
coiet 15 SMUA TR TSI o
Query Bl TCOATCCACAARC TCOCTEAAGARALGARGECGATTOTOGAAGCCALGAALAGIGOAAGAT 128
soiee cas Wi IAMMCCLAEC O LOY
Query 121 GTCTACAAGGCAGAGGOAGATOGCTOCTAAGTACTOCGCAACTORATATGTTCCARAGAAG 188
OOl 1111 Y EE TRV 1081 TpRA N i1 B 1
Query 181 CTCCTTGQTCTGCTTTGRAGGCTGA 284
Sbjct 724 CTGETEC'!’(li'l'Ilﬁl:l_ 1|51|5f!'|l|51|5f|2'l'(|3.ﬁ|1 747
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Contig 3

Score Expect Identities Gaps Strand

122 bits(56) Je-27 84/93(90%) 0,/93(0%) Flus/Plus

Query & AT CEALGAACAGEACACCATOCATGATATTGCT TGAT TCACTGCACATGOCTAACCC 65

e 5o WNCHES TSR S oE 2

Query &6 TAAGAGACTOOAACCTOACATAAGAAAGTATGT 28

M i1 e
Translated Protein Sequences
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Contig 4
Score Expect Identities Caps Strand
427 bits(231) 2e-118 321/365(88%) 3/365(0%) Flus/Plus
Query 5 TAATCCA-CAGETGEAGEECCAGCTCTTACACCAATGOTETGAAGAATATTGAGCTTGEA 63
M1 o i i g
Query 64 GCAAGTTGOGETTEOAGC TOGATOGAGCGATORATCGCTOCTCGCCCATGOGA/AAGT 123
ol ot il
Query 124 COAGTACCCGTTCAGACCATTAGCCCGAAGAAACCACTTAACAAGCAGGOAAGCIAATGTE 183
o 1 A AT
Query 184  GCTALAAGCT TGAACCAGCAAACACCAAARGCCOTATCTTCACCOARACCTCCTCTGTCL 243
e oo ST AR o
Query 244 TCCAACGGGAAGGCGACTTCGAAGECGAGEAGACTOTCTTACCCAGCAGICGAAALAGICA 303
soct 1067 HOMTEbAASAAAl M A HHH A U cblrdolidalls 1126
Query 384 GCCOGTCAGCTCTCAGAAAGTAAATCTGAGEAAGT, CTALGAAAGAATCOACAGTT 363
e 117 A
Query 364  GCTTA 368
Sbjct 1187 '(lil:l:'l"l'.l'-!'. 1191
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Contig 5

Score Expect Identities Gaps Strand
290 hits(211) Ze-107 255/277(92%) 0/277(0%) Plus/Plus
Query 1 GCGACCGACAATTTCAGCTCCAAGAACATACTCGECACCGRAGGCTTCGRRAACGTGTAL &8
. [IT1] |||||||||||| ||||||||||||| CE L TTEEE THEEE BE_ 1] D1
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Sbjct 1426 CACATGTCCAATGGTAGTETTGCT
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Contig 6
Score Expect Identities Gaps Strand
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Contig 7

Score Expect Identities Gaps Strand
526 bits(582) 2e-148 377/4332(87%) 1/433(09%) Plus/Plus
Query 1 CAAGCTCOGETAGGGGC TCCGACGGCTTCCGCCAGDCOCACCAACGTTACCTCAATCCTC @
sorce 222 Chhberctbheckebbtttbsbllee UL ML LR ey
Qquery &l GAGARGECGEETCAGT TCACTATCTTCATTAGGC TGCTCAAGAGCACTTTGETGGGIGAL 128
et = DL CT T AR
Query 121 CAACTCAGCTCTCAGT ToAGEGACCAGAAGTCGAACCAGGCCTTCACTATATTOGEGCCG  1EG
(A OO A0 AN 1
Query 181 ACGGACAATGCCTTCGCTAGCCTCAAGTCGRGCACACTGAACGTEGLTCTCCGATCAGCAG 248
1A o i A o
Qquery 241 AAGATCCAGCTGGTGCAGTTCCACGTCATCCCTTOGETCATCTCGITCTCGCAGTTCCAG 308
(11 o A i
Qquery 381 ACCOTCAGCAACCCACTACGRACCCAAGCTEOCAACAGTGACARTGOCCAGTTTCCGCTC 368
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Contig 8
Score Expect Identities Gaps Strand
£6.2 bits(72) 2e-10 44/49(90%) 0/49(0%) Plus/Plus
Query &3 GTATGATGAAATGLRLTAGCAACTACAGTGTCGATTACATTGCGEGLGGGT 131
11111 |||||||||| ||||||||||| TN ||||||
Shbict 226 GTATGACCAAATECLTAAASACTACAG AGATTACATTGCTGEREG 274
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