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Variacdo interespecifica de SNP em espécies do género Spondias
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Resumo:

O género Spondias, pertence a familia Anacardiaceae, possui espécies que apresentam grande
importancia econdmica e social, com algumas espécies sendo utilizadas na agroindustria. No Brasil, as
espécies de ocorréncia sao: S. tuberosa (umbu), S. venulosa (cajazinho), S. banhiensis (umbucaja), S.
purpurea (siriguela), S. dulcis (cajarana) e S. mombim (caja). Apesar da grande importancia, este género é
negligenciado quanto a estudos genéticos/gendmicos, ocasionando uma lacuna de informacdes cientificas
importantes para o esclarecimento das relacdes filogenéticas deste grupo e manejo de recursos genéticos.
Alguns estudos tém sido conduzidos com o desenvolvimento de marcadores moleculares microssatélites e
relagdo genética entre as espécies usando bandeamento cromossémico e filogenia usando DNA barcoding.
Essas espécies sdo negligenciadas no ambito académico, entretanto, sdo de elevada importancia econdémica e
social para a regido do Nordeste do Brasil, pelo fato de serem utilizadas tanto para consumo humano como
para a produgdo de produtos tipicos da regido Nordeste. O presente projeto tem como objetivo analisar
polimorfismo de Unico nucleotideo e desenvolver marcadores moleculares SNP para espécies do género
Spondias. Para isso, foram coletados individuos de umbu (S. tuberosa), umbucaja (S. banhiensis) e caja (S.
mombin) no estado de Alagoas, Brasil. A extracdo de DNA foi realizada em material vegetal vivo, usando o
método de extracdo CTAB. O sequenciamento foi realizado no Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LacTad) na Universidade Estadual de Campinas, Brasil. Para analise de
SNP, foram montados contigs utilizand softwar Ray. Os contigs foram utilizados para mapeamentos dos reads
utilizando o software Bowtie e os reads mapeados foram utilizados para detectar os SNPs. Para elevar a
acuracia das analises, quatro diferentes abordagens foram utilizadas: GATK (Genome Analysis Toolkit),
FreeBayes, VarScan e Samtools. O género Spondias apresenta uma taxonomia nao clara e muitas espécies
podem ter surgido por hibridizacdo. Analise detalhada utilizando seis contigs mostra que S. bahiensis possui
elevado nimero de SNPs e que os possiveis parentais possuem poucos SNP.
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Introducgéo:

O género Spondias € o mais importante género da familia Anacardiaceae, com diversas espécies com
potencial para exploracdo agroindustrial. O género contém 18 taxa, sendo 10 de ocorréncia em regides
Neotropical (Mitchel e Daly, 2015), entretanto, Machado et. al. (2015), descreve uma nova espécie (S.
banhiensis) conhecida como o hibrido umbucaja, sendo acrescentada como uma nova espécie. Entre as
espécies de ocorréncia no Brasil, algumas sao cultivadas, como S. mombin L (caja), S. tuberosa Arruda
Camara (umbu), S. purpurea que foi introduzida da América Central e S. bahiensis (umbucaja). Outras
espécies sdo encontradas no Nordeste do Brasil, cajarana (S. cytherea Sonner ou S. dulcis) e o cajazinho (S.
venulosa) (Almeida et al, 2007, Silva et. al, 2015, Mitchel e Daly, 2015). Recentes estudos, indicam que o grupo
possui uma filogenia contendo espécies muito proximas, mostrando que as espécies S. tuberosa e S. venulosa
sdo a mais derivadas no género, enquanto S. purpurea e S. dulcis se situam em um clado basal (Silva et.
al,2015; Machado et. al. 2015).

Entre as espécies do género, o umbuzeiro (S. tuberosa), € uma planta nativa do Nordeste do Brasil,
seus frutos sdo utilizados como alimento para o homem, animais domésticos e silvestres no semiarido
brasileiro. Sua importancia é elevada pelo fato de disponibilizar frutos na época falta de alimento, além disso,
segundo Cavalcanti et al. (2000) existem cerca de 48 produtos derivados do umbu, sendo os frutos o mais
importanteproduto, podendo ser consumido in natura, na forma de suco, geleia, doce, sorvete e na tradicional
umbuzada (polpa do fruto cozido com agucar e leite). Os frutos séo ricos em acido ascoérbico, potassio, calcio,
magnésio e fibra e possuem valor na medicinal popular no controle do colesterol, diabetes e congestao (Lins
Neto et al. 2010). Spondias tuberosa é conhecida por diversos nomes no Brasil, como imbu e umbu, ambu,
embu, imbu, ombu. Essa espécie ocorre do Norte de Minas gerais e se estende por todo o Nordeste do Brasil,
com excecdo do Estado do Maranhdo e estudos de filogeografia indicam que a espécie possui grupos
populacionais com uma distribuicao na regido central da Caatinga e que pequenas populacfes foram formadas
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em regibdes de instabilidades no bioma (dados em publicacdo). O umbucaja tem sido encontrado em ambiente
modificado pelo homem, geralmente perto de residéncias, ndo sendo observadas populacdes naturais. Essa
espécie foi inicialmente descrita como hibrido entre S. tuberosa e S. mombin, entretanto, analyses
citogenéticas (Almeida et al., 2007) e moleculares (Silva et al., 2015; Machado et al., 2015) refutam a hipétese
hibrida e sugerem ser uma nova espécie. Machado et al. (2015) descreveram o0 umbucaja como uma nova
espécie e denominada de S. bahiensis.

Metodologia:
Material vegetal, isolamento de DNA e sequenciamento de DNA

Foram coletados individuos de umbu (S. tuberosa), umbucaja (S. banhiensis) e caja (S. mombin) no
Estado de Alagoas, Brasil. A identificacdo de cada amostra foi validada usando DNA barcoding para o grupo,
usando as regides plastidiais rbcL, trnH-psbA e matK, seguindo as instru¢cdes do BOLD (Barcoding Database) e
conforme descrito em Silva et al. (2015). A extracdo de DNA foi realizada em material vegetal vivo, usando
aproximadamente 2 cm2 de folhas, usando o método de extracdo CTAB (SAGHAIMAROOF et al., 1984).

A analise do DNA extraido foi realizada por meio de visualizacdo em gel 1% e quantificacdo em
espectrofotdmetro. As amostras de DNA foram fragmentadas para obter fragmentos de aproximadamente 200
500 pares de base (pb) e construida as bibliotecas para sequenciamento. Os fragmentos foram ligados com
adaptadores usando lIllumina Nextera kit e sequenciados single reads com tamanho de 100nt usando a
plataforma lllumina HiSeg2500. O sequenciamento foi realizado no Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LacTad) na Universidade Estadual de Campinas, Brasil.

Montagem de novo e sele¢do de contigs com genes

Para analise de SNP foram montados contigs utilizando o softwar Ray (Boisvert et al., 2012), seguindo
0s parametros: tamanho minimo dos contigs de 100 nt e cobertura minima de 8x. Os resultados revelaram
aproximadamente 180 mil contigs para as espécies, entretanto, esses contigs incluem tanto sequéncias
codificadoras, como nao codificadoras (DNA repetitivo). Nesse contexto foi utilizado o softwar augustus para
predicdo de genes e identificacdo dos contigs que correspondem a genes. Para S. tuberosa foram detectados
41.647 mil genes correspondendo a gene, enquanto em S. bahiensis foram observados mais de 32.290 mil
genes. A partir disso procedeu-se a anéalise de SNP.

Analise de SNP

Os contigs foram utilizados para mapeamentos dos reads utilizando o software Bowtie e os reads
mapeados foram utilizados para detectar os SNPs. Para elevar a acuracia das anadlises, quatro diferentes
abordagens foram utilizadas: GATK (Genome Analysis Toolkit), FreeBayes, VarScan e Samtools. Os resultados
das analises no formato VCF foram utilizados no software Geneious para filtragem e o processamento das
imagens foi conduzido no software R packager. Para analisar a hipétese hibrida para a espécie S. bahiensis,
seis contigs de novo de S. tuberosa foram utilizados como referéncia para mapear reads das espécies S.
tuberosa, S. bahiensis e S. mombin usando software GATK (Van der Auwera et al., 2013)

Resultados e Discussao:

Os resultados mostraram de 90 mil a 113 mil SNPs nos genes de S. tuberosa, enquanto em S.
bahiensis o niumero de SNPs foi superior, com valores variando de 122 mil a 205 mil, conforme o método
utilizado. Usando o método GATK foi observado que S. tuberosa apresentou SNPs em apenas 51% dos genes,
enquanto S. bahiensis foram detectados SNPs em 93% dos genes. Possivelmente, esse elevado nimero de
genes com SNP em S. bahiensis é devido a origem hibrida discutida em diversos trabalhos de filogenia no
género (ALMEIDA et al., 2007; SILVA et al., 2015; MACHADO et al., 2015).

Entre os quatro métodos de analise de SNP, podemos observar a variagdo do polimorfismo entre os
métodos. Observando-se elevada quantidade de SNPs compartilhados em todos os métodos, indicando
consisténcias nos resultados e confirmam a elevada quantidade de SNPs dentro do género.

O género Spondias apresenta uma taxonomia ndo clara e muitas espécies podem ter surgido por
hibridizac&@o. Entre as espécies, S. bahiensis tem sido discutida como sendo um hibrido entre S. tuberosa e S.
mombin, e recentemente tem sido descrita como uma nova espécie. As evidéncias no presente trabalho
mostram que S. bahiensis apresenta uma elevada quantidade de SNPs em relacdo a S. tuberosa, sugerindo
gue esse elevado niumero de SNP pode ser devido a hibridacdo entre duas espécies. Analise detalhada
utilizando seis contigs mostra que S. bahiensis possui elevado nimero de SNPs e que 0s possiveis parentais
possuem poucos SNP.
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Conclusdes:

As espécies do género Spondias possui elevada quantidade de SNP em genes e que
a espécie S. bahiensis possui origem hibrida.
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