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RESUMO

SCHARDONG, I. B. Montagem e caracterizacdo preliminar de sequéncias gendémicas
de duas espécies de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart.). 2022.
80 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de
Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2022.1

O acaizeiro (Euterpe spp.) € uma palmeira originéria das regibes tropicais das
Ameéricas Central e do Sul e é amplamente utilizado, tanto para fins alimenticios (frutos e
palmito), quanto para fins artesanais (confeccéo de cestas, utensilios, acessorios etc.). Mais
de 200 mil toneladas de seus frutos, conhecidos como acai, foram produzidas no ano de
2019, de acordo com o IBGE. A maior parte destes frutos foi comercializada na regido norte
do pais, que tem o acai como item basico na sua alimentacao diaria. Ao acai sdo associadas
diferentes propriedades farmacologicas, incluindo: a¢do antioxidante, anti-inflamatoria e de
antienvelhecimento. Nos Gltimos anos, a utilizacdo de metodologias de sequenciamento de
DNA de nova geracdo permitiu um aumento significativo da geragéo de dados gendmicos,
ao mesmo tempo em que o custo destas analises diminuiu. Isso permitiu a caracterizacéo dos
genomas das mais variadas espécies, a maioria delas de importancia econémica. Os genomas
das espécies de acaizeiro (E. precatoria e E. oleracea), no entanto, ainda nao foram
caracterizados. Neste sentido, esse trabalho teve como objetivo a montagem e a
caracterizacdo preliminar de sequéncias de referéncia para 0os genomas destas duas especies.
Foram utilizados dados de sequenciamento Illumina provenientes de seis bibliotecas de
DNA genémico de um uanico individuo, de cada uma das duas espécies. Os dados de
sequenciamento das 12 bibliotecas foram inicialmente submetidos ao controle de qualidade.
Os reads obtidos foram alinhados as sequéncias de referéncia de genomas de outras espécies
da mesma familia (Arecaceae), a fim de se avaliar a proximidade com outros genomas ja
caracterizados. A montagem preliminar dos genomas das duas espécies foi realizada
utilizando-se diferentes estratégias de assembly de novo. As estatisticas de cada um dos
assemblies produzidos foram obtidas pelo uso do software QUAST. Os assemblies obtidos
foram entdo caracterizados em termos de abundancia de regides repetitivas e de
microssatélites. Sequéncias de primers foram desenhadas para um subconjunto dos
microssatélites identificados, com vistas a utilizacdo do polimorfismo destas regides como
marcadores moleculares SSR. A identificacdo e anotacdo preliminar de genes nas sequéncias
genbmicas mascaradas obtidas para as duas espécies foi realizada pelo programa Augustus.
A andlise de completitude das regides génicas putativas identificadas em ambos os genomas
foi realizada pelo programa BUSCO. Os draft assemblies das sequéncias gendmicas
nucleares de E. oleracea e E. precatoria possuem 1,4 Gb e 1,9 Gb, respectivamente. Regides
repetitivas foram preditas a compor 57,6% do genoma de E. oleracea e 58,7% do genoma
de E. precatoria. Um total de 83.792 fragmentos génicos foram preditos no genoma de E.
oleracea, com completitude estimada de 15%. Um total de 97.021 fragmentos génicos foram
preditos em E. precatoria, com completitude estimada de 11%. Os dados obtidos pelo
sequenciamento das bibliotecas construidas para E. precatoria foram ainda utilizados para a
montagem de uma sequéncia de referéncia para o genoma cloroplastidial da espécie. Esta
montagem foi realizada utilizando-se estratégia de novo, através do pipeline Fast-Plast. As
sequéncias génicas codificantes de proteinas, tRNAs e rRNAs foram anotadas utilizando-se
a interface web do GeSeq. Microssatélites foram identificados utilizando-se 0 MISA. A
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anélise comparativa dos genomas de cloroplastos de diferentes espécies do género Euterpe
foi realizada pelo software mVISTA. A relacéo filogenética entre o genoma cloroplastidial
de E. precatoria e aqueles de outras 13 espécies de palmeiras foi estimada. O tamanho da
sequéncia de referéncia obtida para o genoma cloroplastidial de E. precatoria foi de 159.282
pb. Conforme esperado, 0 genoma apresentou uma estrutura quadripartida. Um total de 113
genes foram anotados, sendo 95 de copia unica e 18 duplicados nas IR. Um total de 276
locos microssatélites foram identificados, a maioria composta por motivos
mononucleotidicos. A analise pelo mVISTA confirmou que as sequéncias dos genomas
cloroplastidiais avaliados sdo bastante conservadas. A arvore filogenética revelou uma maior
proximidade evolutiva entre E. precatoria e E. oleracea. O cpDNA de E. precatoria
apresenta 0 mesmo contetdo génico de outras espécies de Euterpe. Os resultados obtidos
sdo uma contribuicdo para futuros estudos evolutivos com a familia Arecaceae. Destaca-se
que os resultados aqui apresentados representam um primeiro passo rumo a caracterizacao
dos genomas das espécies de acaizeiro. Tendo em vista a complexidade destes genomas,
para a obtencdo de assemblies mais completos, sugere-se a incorporagdo de um maior
volume de dados de sequenciamento, bem como a utilizacdo concomitante de outras
tecnologias que permitem a geracgdo de reads longos (e.g. Oxford Nanopore e PacBio HiFi),
de modo a se viabilizar a etapa de scaffolding durante a montagem das sequéncias de
referéncia.

Palavras-chave: anotagdo, assembly de novo, Euterpe spp., genémica.



ABSTRACT

SCHARDONG, I. B. Draft assembly and characterization of genomic sequences of two
acai palm species (Euterpe oleracea Mart. and Euterpe precatoria Mart.). 2022. 80 f.
Dissertation (Master of Science in Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2022.*

Acai palm (Euterpe spp.) has its origins in Central and South America and is widely
used for food (fruits and hearts of palm) and crafting purposes (baskets, utensils, accessories
etc.). More than 200.000 tons of its fruits, known as agai, were produced in 2019, according
to IBGE. Most of it was sold in the northern region of Brazil, where agai is used as a basic
ingredient of the local population’s daily diet. Different pharmacological properties are
associated to acai, including antioxidant, anti-inflammatory, and anti-aging properties. In
recent years, the use of next generation DNA sequencing methods has allowed a significant
increase in the amount of generated genomic data, while, at the same time, costs of these
analyses have decreased. These developments have allowed the characterization of
genomes’ sequences of many different species, most of them of some economic value. The
genomes of agai palm trees (E. precatoria and E. oleracea), however, have not been
characterized. This study was carried out with the goal to initially assemble and characterize
the genomes of these two species. For each of the two species, genomic DNA from a single
individual was used to build six lllumina sequencing libraries. The sequencing data from the
12 libraries were initially submitted to quality control. The reads obtained were then aligned
to genome reference sequences of other Arecaceae species, in order to assess the proximity
with other genomes, already characterized. Preliminary assemblies of the genome sequences
of the two species were produced using different de novo strategies. The statistics of each
assembly were obtained using QUAST. The best obtained assemblies for each species were
then characterized in terms of abundance of repetitive regions and microsatellites. Primers
sequences were designed for a subset of the identified microsatellites, with the objective of
using the polymorphism of these regions as SSR molecular markers. Gene identification and
preliminary annotation in the masked genomic sequences of the two species was performed.
A completeness analysis of the identified putative gene regions was done. The draft
assemblies of E. oleracea and E. precatoria nuclear genomes have ~1.4 and 1.9 Gb,
respectively. Repetitive regions represent 57,6% of the E. oleracea genome and 58,7% of
the E. precatoria genome. A total of 83,792 putative gene fragments were obtained in E.
oleracea’s genome, with an estimated completeness of 15%. A total of 97,021 gene
fragments, with an estimated completeness of 11%, were predicted in E. precatoria genome.
The sequencing data obtained was also used to assemble and annotate E. precatoria’s
chloroplast genome using a de novo approach with Fast-Plast. Gene content, as well as tRNA
and rRNA sequences, were annotated using the GeSeq web interface. Microsatellite loci
were identified using MISA. The comparative analyses of the chloroplast genomes of
different species of Euterpe were carried out using mVISTA. The phylogenetic relationship
between the plastid genome of E. precatoria and those of other 13 species within Arecaceae
was also estimated. The cpDNA final assembly size was 159.282 bp. The chloroplast
genome presented the expected quadripartite structure. A total of 113 genes were annotated,
of which 95 were single-copy and 18 were duplicated in the inverted regions. A total of 276
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microsatellite loci were identified, the majority of which composed of mononucleotide
motifs. The mVISTA analyses confirmed that, within Euterpe, a major part of plastid
genomes is composed of very conserved sequences, especially in gene-coding regions. The
phylogenetic tree revealed a closer proximity between E. precatoria and E. oleracea. The
chloroplast genome sequence of E. precatoria presents the same gene content as those from
other Euterpe species. These results are a contribution to future evolutionary studies within
the Arecaceae family. It is noteworthy that the results here obtained represent a first step
towards the characterization of the genome sequences of acai palm species. Considering the
complexity of these genomes and to obtain better assemblies, we suggest the incorporation
of a greater volume of sequencing data, as well as the concomitant use of other technologies
that allow the generation of long reads (i.e., Oxford Nanopore and PacBio HiFi), in order to
improve the scaffolding step and the continuity of the genome reference sequences of these
species.

Keywords: annotation, de novo assembly, Euterpe spp., genomics.



1 INTRODUCAO

A familia das plantas conhecidas como palmeiras (Arecaceae) ocorre,
principalmente, em florestas tropicais. Dentro dessa familia de vegetais esta incluido o
género Euterpe, o qual possui espécies que compdem grande parte das florestas de regides
tropicais nas Américas Central e do Sul (Henderson, 2000). Amplamente consumidas nas
Américas, plantas do género Euterpe ja eram (e ainda sdo) utilizadas pelos nativos para
diversas finalidades que incluem desde a fabricagdo de utensilios bésicos, como cestas, até
a construcdo de moradias para as tribos (Pichardo-Marcano et al., 2019). As duas espécies
de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart.), abordadas neste projeto,
sdo originarias da América Central e do Sul, mantendo-se concentradas na regido da floresta
Amazonica.

No Brasil, em 2020, a producdo de acai, como sdo conhecidos os frutos do
acaizeiro, chegou a 1,4 milhdo de toneladas (IBGE, 2020). A maior parte desta producdo é
oriunda do estado do Para, sendo a regido metropolitana de Belém também a maior
consumidora de polpa de acali, fruto que faz parte do prato do paraense como um item béasico
e que complementa as refeicBes diarias da populacdo. Consumida amplamente com farinha
(feita de mandioca ou tapioca), a polpa do acai é acompanhada de peixes e camardes
provindos dos rios da Amazonia. O acai também é consumido sob a forma de sorvetes,
geleias e cremes, principalmente em outras regides do pais (Borges, 2008; Guimaraes, 1996).

Por mais gque haja o extrativismo do palmito advindo das mesmas palmeiras que
produzem o agai, E. oleracea e E. precatoria tém mais atengdo cientifica devido as
propriedades medicinais e nutricionais atribuidas aos seus frutos (Quiroga et al., 2017).
Alguns estudos tém demonstrado que a polpa de acai tem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e de antienvelhecimento (Peixoto et al., 2016; Kang et al., 2012).

A grande importancia medicinal, industrial e nutricional do agai esta em
constante crescimento, tanto no pais, quanto no exterior (em mercados dos Estados Unidos
da América e do Canada) (EMBRAPA, 2016). Isso faz com que o desenvolvimento de

estudos sobre 0 genoma dessas espécies seja fundamental para impulsionar novas acoes e
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programas de pesquisa voltados para a conservagdo, caracterizagdo, domesticacdo e
melhoramento genético destas espécies.

O desenvolvimento e a utilizacdo de metodologias de analise genémica por meio
do sequenciamento de nova geracao (NGS — Next Generation Sequencing) tém permitido a
obtencdo de uma grande quantidade de dados de sequenciamento de DNA em periodos cada
vez mais curtos. As tecnologias NGS possuem alto rendimento e tém viabilizado as anélises
de sequéncias de milhares de genomas de interesse. Estes resultados vém sendo publicados
em bancos de dados publicos, o que tem permitido a realizacdo de estudos gendmicos com
as mais variadas espécies (Zonneveld et al., 2012).

Com os avangos nas tecnologias de sequenciamento e, em paralelo, com a
reducdo dos custos envolvidos, o uso destas metodologias na caracterizacdo de genomas
eucaridticos grandes e complexos tem se tornado cada vez mais comum (Del Angel et al.,
2018). E importante destacar que enquanto 0s genomas de procariotos podem ser
sequenciados e anotados facilmente, a montagem e anotacéo de alta qualidade de genomas
de plantas, sabidamente repletos de regides repetitivas, tem se provado um grande desafio
para os cientistas (Jansen et al., 2017).

A diversidade de plantas e refletida diretamente na constituicdo dos seus
genomas, que se mostram bastante diversos, variando de espécie para espécie. A exorbitante
diferenga em tamanho, conteldo e estrutura no genoma nuclear de vegetais € um desafio
para a gendmica contemporanea. Diferentes fatores e processos evolutivos contribuem
grandemente para esta diversidade, dentre os quais podem ser destacados: os eventos de
duplicacdo completa de genomas, a ocorréncia de aneuploidias, a presenca de sequéncias
repetitivas, entre outros (Soltis & Soltis, 2020).

Mesmo com 0s avangos expressivos na area de gendmica de plantas, associados
ao desenvolvimento de novas ferramentas de bioinformética, hd uma gama diversa de
programas e metodologias que podem ser efetivamente utilizadas. Estudos com espécies
vegetais ainda ndo sequenciadas tém se mostrado desafiadores para muitos grupos de
pesquisa, que muitas vezes compartilham os esforgos de obtencdo de uma grande quantidade
de dados para a caracterizacdo de um Unico, e geralmente extenso, genoma (Del Angel et
al., 2018).

O sequenciamento de genomas viabiliza a realizacdo de estudos posteriores
voltados para a anélise conjunta dos aspectos fenotipicos e genotipicos de uma determinada

espécie (Cooper et al., 2012). Nos estudos de expressdo génica, por exemplo, podem ser
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realizadas comparagdes tanto entre individuos diferentes de uma mesma espécie, em uma
dada condicdo ambiental, quanto entre individuos submetidos a diferentes tipos de ambiente,
incluindo diferentes condigdes de estresse. A anotacédo da expressao génica desses diferentes
individuos permite, entre outros aspectos, se identificar os efeitos da selecdo natural, do
parentesco e de outras caracteristicas presentes em diferentes populacbes (Davey et al.,
2011).

Neste contexto, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de se realizar
a montagem e caracterizacdo preliminar das sequéncias gendmicas nucleares de duas
espécies de acaizeiro: E. oleracea e E. precatoria. Para E. precatoria buscou-se ainda a
montagem e caracterizacao da sequéncia completa do seu genoma cloroplastidial, ainda néo

disponivel na literatura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DO AGCAIZEIRO (Euterpe spp.)

O género Euterpe faz parte da subfamilia Euterpeinae, grupo neotropical, o qual
contém 32 espécies, sendo sete dessas, pertencentes ao género Euterpe. No Brasil, € possivel
encontrar cinco das sete especies mencionadas, sendo essas: E. catinga Wallace, E. edulis
Mart., E. longibracteata Barb. Rod., E. oleracea Mart. e E. precatoria Mart. (Henderson,
2000).

—

Figural. Aspecto geral de agaizeiros das espécies Euterpe oleracea (A) e Euterpe
precatoria (B). Fonte: Palmpedia (2022).
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As arvores de E. precatoria, conhecidas popularmente como agaizeiro-da-mata,
possuem folhas pinadas e um caule Unico, que pode alcangar 20 m de altura e um diametro
de 25 cm. Ja as arvores de E. oleracea, conhecidas popularmente por acgaizeiro-do-Para,
também tém folhas pinadas, mas possuem diversos caules, que nascem em um mesmo local
e podem chegar até 20 m de altura (Kang et al., 2012; Henderson et al., 2021) (Figura 1).

O acai pode florescer durante todos os meses do ano, com maior quantidade de
flores no periodo entre fevereiro e julho. A maior quantidade de frutos é produzida no
periodo de agosto a dezembro. Os frutos crescem em cachos e sdo pequenos (cerca de 1,0 a
1,8 cm de diametro), de coloragdo roxa-escura quando maduros, 0s quais contém uma
semente que ocupa cerca de 80% do volume do fruto (Pacheco-Palencia et al., 2009). De
acordo com o IBGE, em 2020 a producéo brasileira de acai chegou a 1,4 milhdo de toneladas,
com tendéncia de aumento, sendo hoje o fruto amplamente consumido em todo o pais.

H& poucas informacdes disponiveis sobre o genoma de espécies do género
Euterpe. Andlises de cari6tipo, baseadas em determinacdes realizadas por técnicas de
esmagamento, indicam que o nimero total de cromossomos em trés das cinco espécies de
acaizeiro (E. precatoria, E. edulis e E. oleracea) é de 2n =36 cromossomos, havendo
distingdes quanto & morfologia dos cromossomos (Oliveira et al., 2016) (Figura 2). Ainda
de acordo com Oliveira e colaboradores (2016), com base em experimentos realizados
utilizando-se técnicas de citometria de fluxo, estima-se que os tamanhos dos genomas de E.

precatoria e E. oleracea, sejam de 4,61 Gb e 4,13 Gb, respectivamente.

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DOS GENOMAS DE PLANTAS

E sabido que 0 DNA contém informacéo que é utilizada pelo maquinario celular
para 0 seu funcionamento. O genoma inclui todo o DNA nuclear e organelar de um
individuo, contendo todas as regifes (codantes e ndo codantes) do material genético da
espéecie em questdo. Como em outros organismos, 0s genomas de plantas sdo organizados
em cromossomos, que sdo longas fitas lineares de DNA, ininterruptas de uma extremidade
a outra (Alberts et al., 2015).
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Figura 2.
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Imagens ilustrativas de metafases mitoticas, cariogramas e ideogramas de trés
espécies da tribo Euterpeae, contendo 2n = 36 cromossomos. Euterpe edulis (A-
B-G), E. oleracea (C-D-H) e E. precatoria (E-F-1). As setas indicam a presenca
de constricBes secundarias. Barra: 10 um (Oliveira et al., 2016)
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Apos a publicacdo da sequéncia de referéncia para o genoma de Arabidopsis
thaliana no inicio dos anos 2000 e o desenvolvimento das tecnologias de Sequenciamento
de Nova Geracdo (Next Generation Sequencing — NGS), o nimero de genomas sequenciados
tem aumentado gradativamente a cada ano. O foco de pesquisadores tem se mantido em
plantas com importancia alimenticia e econdmica. Cerca de dois ter¢os dos genomas de
plantas sequenciados séo de espécies cultivadas, enquanto o restante (um tergo) € composto
de organismos modelo, ndo-modelo e espécies ancestrais silvestres de espécies cultivadas
(Michael & VanBuren, 2015).

Genomas de espécies arbdreas variam grandemente em ndmero e tamanho de
cromossomos. Genomas de angiospermas, de modo geral, variam entre 0,5 e 1,0 Gigabases
(Gb) em tamanho. Em gimnospermas estes tamanhos podem chegar a mais de 20 Gb, como
é 0 caso do genoma de Pinus taeda, sequenciado em 2014 por Neale e colaboradores, e do
genoma de Pinus lambertiana, com cerca de 31 Gb de tamanho (Stevens et al., 2016).

Um achado que merece ser destacado € o de que o tamanho expressivo dos
genomas de espécies vegetais é independente do nimero de genes codificantes de proteinas,
do numero de cromossomos e da complexidade dos organismos. Exemplos que podem ser
citados e que constam na literatura dessa afirmagéo sdo os genomas de milho (Zea mays) e
de pereira (Pyrus bretschneideri) (Michael & Jackson, 2013). O milho, que é uma planta
diploide, possui um total de 20 cromossomos (n = 10) e um genoma com tamanho de cerca
de 2,3 Gb, constituido em mais de 80% por elementos repetitivos (Schnable et al., 2009). J&
a pereira, também diploide, possui um total de 34 cromossomos (n = 17) e um genoma com
tamanho de cerca de 527 Mb, sendo cerca de 63% deste, composto por elementos repetitivos
(Wu et al., 2012).

Com o advento das tecnologias NGS, uma grande quantidade de informacdes
passou a ser obtida a partir do sequenciamento e anotacdo de genomas de vegetais. Uma
contribuicdo importante neste sentido foi a identificacdo de genes homologos e de
sequéncias de DNA conservadas entre as espécies. Eventos de duplicacdo importantes, que
variam de segmentos a genomas inteiros, puderam ser detectados com a grande quantidade
de dados advindos das novas tecnologias de sequenciamento, montagem e caracterizacgao de
genomas (Vanneste et al., 2014).

Nelson & Cox (2014) definem um gene como todo o DNA que codifica a
sequéncia primaria de um produto celular, podendo este ser um polipeptideo ou um RNA

com fungdes diversas. Ambos podem atuar nos niveis estruturais ou enziméticos das células.
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Aliada a grande extensdo e complexidade de genomas eucarifticos, muitas regides séo
responsaveis pela producdo de RNAs ndo codantes e/ou interagem diretamente com
promotores de genes que possuem funcgdes celulares vitais.

Os genes codificam RNAs e proteinas que atuam direta ou indiretamente no
fendtipo das espécies, na formacdo de suas caracteristicas e na adaptacdo ao ambiente. As
diversas formas pelas quais 0s genes atuam nas células ainda necessitam de estudos mais
detalhados. Ja se sabe, porém, que 0s genes passam por processos de evolucdo que podem
ser associados a mutagOes, transposicao de sequéncias, duplicacdes segmentais ou até de
genomas inteiros, entre outros eventos (Chen et al., 2013; Griffiths et al., 2015).

Novos genes sdo produzidos aleatoriamente por mutagfes. Estes novos genes
podem ser mantidos e passados para proximas geracdes ou serem descartados, dependendo
da intensidade com que outros fatores evolutivos, como a selecdo natural e a deriva genética,
irdo atuar sobre eles. Genes novos ou com funcdes alteradas néo trazem, necessariamente,
beneficios a uma populacdo. A selecdo natural atua para fixar alelos benéficos e descartar
alelos que néo trazem beneficios a espécie (Zhang et al., 2010; Zhou et al., 2008).

O ndmero de genes em eucariotos varia consideravelmente entre espécies
vegetais. Estima-se que a maioria dos genomas de plantas anotados possuem entre 20 e 94
mil genes. No entanto, € importante destacar que parte da diferenca entre estas estimativas
é, seguramente, devida a variagdes nos algoritmos utilizados pelos programas que fazem a
predicdo desses genes, além dos efeitos decorrentes da fragmentacao do assembly utilizado
para a anotacdo (Michael & Jackson, 2013).

Eventos de duplicacdo de genomas inteiros (WGD — Whole Genome
Duplications) ocorreram em diversas etapas ao longo da evolucdo, principalmente em
genomas de plantas. A ocorréncia destes eventos tém sido associada a periodos de maior
estresse ambiental. Em espécies que passaram por um evento recente de poliploidizacéo, a
presenca de anormalidades durante a meiose de suas células ainda é evidente. Nestas
especies, o pareamento imperfeito dos subgenomas durante a divisao celular resulta em
menor fertilidade dos individuos (Madlung et al., 2005). Ainda assim, em angiospermas
lenhosas, esses eventos representam uma grande forca evolutiva, como demonstrado pelos
estudos dos genomas de banana, maca e pera, por exemplo. Os genomas de todas estas
especies contém tracos de, pelo menos, dois eventos de duplicacdo de seus genomas inteiros.
Esses niveis de poliploidizacdo em angiospermas podem ter sido fundamentais para o

estabelecimento de novas espécies nos mais diversos ecossistemas (Neale et al., 2017).
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E notavel mencionar que mesmo com eventos de WGD em angiospermas, 0s
quais aumentaram o tamanho dos seus genomas, 0 nimero de cromossomos desses vegetais
permaneceu, em sua maioria, estaticos devido a conhecidas fusdes de cromossomos nessas
especies. Exemplo disso sao as culturas de milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor), em
que o milho possui um genoma quase trés vezes maior que o de sorgo, mas o0 humero de
cromossomos constituintes destas espécies € o0 mesmo (Michael & Jackson, 2013; Bowers
et al., 2003).

Nas andlises de genbmica comparativa, a presenca de sintenia, que € a
manutencdo de genes nos mesmos cromossomos em espécies diferentes, é detectada
levando-se em conta os eventos de poliploidizacdo, jA que estes fendmenos estdo
interligados. A identificacdo de sintenia € feita através de técnicas de clusterizacdo de pares
de genes vizinhos e correspondentes. E importante destacar, no entanto, que mesmo entre
genomas de espécies proximas existem diferencas em termos de densidade génica e nas
sequéncias de genes ao longo dos cromossomos. Estas diferencas podem gerar interferéncias

nas avaliacOes estatisticas (Tang et al., 2008).

2.2.1 Elementos Repetitivos

A presenca de regides de DNA repetitivo, também chamadas de elementos
repetitivos, em grande quantidade, é uma caracteristica de diversos genomas de plantas.
Esses elementos incluem as fracbes genbmicas transponiveis presentes, teoricamente, em
todos os genomas. As sequéncias de DNA repetitivo sdo geralmente divididas em dois
grandes grupos que compreendem: as sequéncias que estdo organizadas em matrizes de
repeticbes em tandem (DNA satélites, minissatélites e microssatélites) e repeticdes
intercaladas (elementos transponiveis). As repeticbes em tandem apresentam matrizes de
fragmentos de DNA adjacentes uns aos outros. Por outro lado, as repeti¢Oes intercaladas sdo
fragmentos de DNA de tamanho superior a 20 kb, inseridos ao acaso no DNA da espécie
hospedeira (Jurka et al., 2007; Lerat, 2010). Esta classificacdo é feita de acordo com o
comprimento da unidade que se repete e 0 tamanho da matriz.

Os microssatélites, também chamados de repeti¢des de sequéncia simples (SSR
— Simple Sequence Repeats), sdo amplamente encontrados em genomas de diversas espécies,
tanto procaridticas quanto eucarioticas. Sdo porcdes de DNA repetitivo que apresentam
motivos de um a seis pares de bases (pb) repetidos de 5 a 50 vezes. Esse tipo de repeticdo

tem sido amplamente utilizado no desenvolvimento de marcadores moleculares, devido ao
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alto nivel de polimorfismo dessas regiGes. Grande parte das pesquisas com mapeamento
genético, conservacdo de espécies e genética de populagdes, se fundamenta na anélise do
polimorfismo de marcadores microssatélites em diferentes espécies (Richard et al., 2008;
Gulcher, 2012).

As repetigdes presentes nos microssatélites podem ser classificadas de acordo
com o motivo de repeticdo, na dependéncia se o microssatélite € perfeito, imperfeito,
interrompido ou composto. Os motivos de repeticao, por sua vez, sao classificados de acordo
com a quantidade de pares de bases que se repetem (mono-, di-, tri-, tetranucleotideos etc.).
Microssatélites  perfeitos possuem apenas um motivo de repeticdo (e.g.
ATATATATATATAT) e nos imperfeitos hd um par de bases que ndo corresponde ao
motivo repetido (e.g. ATATATCTATATATATAT). Microssatélites interrompidos
possuem uma pequena sequéncia dentro do microssatélite, que ndo corresponde ao motivo
(e.g. ATATATATCGTAATATAT). Por fim, um microssatélite composto possui diferentes
microssatélites adjacentes (e.g. GAGAGAGATCTCTCTCTC) (Oliveira et al., 2006).

A taxa de mutacdo dos microssatélites varia de acordo com a posicao das bases
em relacdo ao microssatélite, o tipo de repeticdo e a identidade da base. Amos (2010) sugere
que a taxa de mutacdo aumenta com o nimero de repeticOes até entre seis e oito. Apos este
ndmero, ha uma queda nessas taxas. Também h& evidéncias de que o nivel de
heterozigosidade em uma populacdo pode também aumentar a taxa de mutacdo desses
microssatélites, devido a tamanhos diferentes entre alelos (Amos, 2016).

Mutacbes em microssatélites ocorrem de maneira diferente de mutagdes
pontuais (que afetam somente um nucleotideo). Essas mutagcdes podem ocorrer de duas
formas diferentes: deslizamento de cadeia e recombinacdo desigual, a primeira causada
durante a replicacdo do DNA e, a segunda, durante a recombinacéo de cromossomos. Ambas
causam o pareamento incorreto da fita-dupla e, se houver uma grande diferenca entre alelos,
pode haver instabilidade entre eles (Klintschar et al., 2004; Jarne & Lagoda, 1996).

Em genomas de plantas, a distribuicdo dos microssatélites ndo € homogénea. Ha
diferencas entre regides codantes e ndo-codantes. Regifes codantes tendem a ter uma
quantidade menor de microssatélites, pois sdo regides em que alteracdes significativas
podem causar perda de funcdo. Aléem disso a frequéncia também é diferente entre espécies.
Algumas espécies, como o trigo e 0 arroz, possuem baixa quantidade de microssatelites,
enguanto em outras, como Arabidopsis thaliana, a frequéncia é maior, mesmo seu genoma

sendo menor em tamanho (Oliveira et al., 2006).
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Os minissatélites sdo formados por motivos de repeti¢cdo maiores do que os dos
microssatélites, podendo chegar até 100 nucleotideos. Esses elementos s&o encontrados
dispersos em genomas, presentes em regides altamente varidveis e ndo-codantes, como
telomeros. O polimorfismo nestas regides € alto e decorre de variacdes do nimero de
repeticGes em cada loco. Outro ponto chave a se notar é a presenca de alta quantidade de
contetdo GC nas regides de minissatélites, com grande assimetria entre as cadeias (Oliveira
etal., 2015).

O terceiro grupo de repeticdes em tandem é denominado de DNA satélite
(satDNA) e compreende as sequéncias cujos motivos se repetem milhares de vezes no
genoma. S&o os principais componentes da heterocromatina, podendo representar até 30%
do genoma de plantas. Familias de DNA satélites se diferenciam pela localizacdo no genoma,
unidade de repeticdo, tamanho, abundancia e sequéncia de nucleotideos. As regides de
satDNA podem se originar de qualquer sequéncia aleatéria e suas fungbes em diferentes
genomas tém sido classificadas em: organizacdo, emparelhamento e segregacdo dos
cromossomos, a depender do tipo de familia de satDNA presente em cada genoma (Lohe et
al., 1993; Garrido-Ramos, 2017).

2.2.2 Elementos Transponiveis

Os elementos transponiveis (TEs — Transposable Elements) sdo fragmentos de
DNA que possuem capacidade de se mover, inserindo-se em novas posi¢ées do genoma.
Durante esse processo os TES séo altamente moveis e, quando ha reposicionamentos, alguns
destes elementos podem produzir varias copias de si mesmos. Por isso, os elementos
transponiveis sdo abundantes em genomas de eucariotos, chegando a compor mais de 80%
de genomas de certas espécies (Bucher et al., 2012, Neale et al., 2017).

Os TEs sédo classificados em dois grupos, de acordo com a sua forma de
transposicéo: elementos da Classe I, também chamados de retrotransposons, se transpdem
através de uma molécula de RNA intermediaria e dependem da acdo da enzima transcritase
reversa. A transposi¢do destes elementos se d4 por um mecanismo de “copiar e colar”. J4 0S
elementos da Classe Il se transpdem através de um DNA intermediario e sdo também
conhecidos como transposons de DNA (Figura 3). A transposicédo destes elementos depende
da acdo da enzima transposase, responsavel pela insercdo e excisao dessas sequéncias. A
transposicdo destes elementos se da por um mecanismo de “cortar e colar” (Pray, 2008;
Casacuberta & Santiago, 2003).
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Retrotransposons séo a classe de TEs mais abundante em genomas eucarioticos
e sdo divididos em dois grupos: os Long Terminal Repeats (LTR) e os non-LTR transposons,
com ambos 0s grupos sendo subdivididos. A transposicdo destes TES se baseia em um
mecanismo que utiliza um transcrito de RNA intermediario como molde para a sintese de
um novo fragmento de DNA, que é produzido através da transcritase reversa. Apds essa
etapa, o novo fragmento de DNA € inserido no genoma do hospedeiro pela acdo de enzimas
integrases. A cada ciclo, uma nova copia é produzida, fazendo com que os retrotransposons
se multipliguem e acabem por compor grande parte de alguns genomas (Casacuberta &
Santiago, 2003).

Os transposons LTR se subdividem ainda em dois grupos, que sdo denominados
Tyl-copia e Ty3-gypsy. Ambos codificam um nimero de proteinas que sdo sintetizadas
como poliproteinas que sdo clivadas em peptideos funcionais, e contém dois genes
principais: gag e pol. A diferenca entre estes grupos esta no gene pol: nos elementos Ty1-
copia a sequéncia da integrase precede a da transcritase reversa e aquela da sequéncia da
RNAse H. Nos elementos Ty3-copia a integrase se localiza na porcdo final do gene. A
transcrigdo de ambos ¢ realizada no sentido 5 LTR — 3> LTR e, geralmente, contém

promotores e terminadores de replicacdo dos transposons (Casacuberta & Santiago, 2013).
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Figura 3.  Estrutura de diferentes tipos de elementos transponiveis presentes em genomas
de plantas (adaptado de Casacuberta & Santiago, 2003).

Os transposons non-LTR sdo subdivididos em LINEs (Long Interspersed
Nuclear Elements) e SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements). Estes transposons nao
possuem regides LTR em suas extremidades e séo transcritos por um promotor interno. Os
LINEs, assim como os transposons LTR, possuem genes pol e gag que codificam proteinas.
A hipétese de que os LINES sdo precursores de transposons LTR foi levantada por Xiong &
Eickbush (1990).

J& os SINEs ndo possuem nenhuma capacidade codificante, pois sdo derivados
de transcritos da DNA polimerase Il e possuem funcbes especificas de transposicao pelo
genoma. Dependem de transcritos dos LINEs para a sua locomocdo pelo genoma do
hospedeiro, quando uma copia do elemento a ser transposto é produzida antes de sua
integracdo no genoma. Essa copia também é gerada em elementos que possuem capacidade
codificante (Kajikawa & Okada, 2002; Casacuberta & Santiago, 2003).

Os TEs da Classe II se transpdem utilizando um mecanismo de “cortar e colar”,
que é mediado por uma transposase que reconhece a repeticdo terminal invertida (TIR)
presente nesses elementos. As sequéncias TIR s&o variaveis, tornando possivel classificar os

elementos em até nove subfamilias (Wicker et al., 2007).
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Por fim, os Helitrons sdo uma subclasse de TEs da classe I, se diferenciando
dos demais devido ao mecanismo de transposicdo, que ocorre por meio de circulo rolante,
através de um segmento de DNA fita-simples. Séo estruturalmente assimétricos, nao
possuem regides TIR e geralmente possuem uma sequéncia palindrdmica na porc¢ao terminal
de suas sequéncias, que formam um grampo. Os Helitrons também néo se duplicam durante
0s eventos de transposi¢do (Thomas & Pritham, 2015).

Os elementos transponiveis, devido a sua capacidade de movimentacdo no
genoma, podem apresentar diferentes efeitos, dependendo da estrutura do TE e do local em
que estdo inseridos. A transposicdo de elementos em regides gendmicas pode causar
alteracBes na expressao de genes. Um exemplo conhecido é a variedade de cores em frutas,
como a uva (Figura 4) e a laranja, em que a presenca de retrotransposons nas regifes
reguladoras de genes que conferem cor a fruta faz com que essa seja alterada (Kobayashi et
al., 2004; Lisch et al., 2013).

A presenca de elementos repetitivos em genomas e as notaveis consequéncias
negativas associadas a, principalmente, inser¢6es de elementos em genes importantes para o
desenvolvimento de espécies e a efeitos deletérios no genoma, fizeram com que essas
sequéncias fossem denominadas “DNA-lixo” por muito tempo. Porém, com avangos no
sequenciamento e anotacdo de genomas, foi demonstrado que esses elementos, por mais que
tenham efeitos negativos, devem ter contribuido de modo importante para a evolucédo e
adaptacdo de diversas espécies e variedades de vegetais presentes em todo o planeta
(Biémont & Vieira, 2006; Neale et al., 2017).
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Figura4. Eventos de transposicdo foram responsaveis pela variacao nas cores dos frutos
de variedades de uva (Lisch et al., 2013).

2.3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO — TECNOLOGIA ILLUMINA

Desde a década de 1990 houve um salto no estudo de sequéncias génicas em
diversos seres vivos. Estes estudos fundaram uma nova ciéncia, a Gendmica. A metodologia
de sequenciamento de Sanger contribuiu para esse avanco, permitindo o sequenciamento de
diferentes organismos e, posteriormente, possibilitou a busca de genes que pudessem ser de
importancia cientifica e econémica (Goodwin et al., 2016; Mardis, 2008).

Desde a virada do século, o desenvolvimento de novas tecnologias tem

aumentado substancialmente o rendimento do processo de sequenciamento, além de ter
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provocado a reducdo dos seus custos. Dentre outras, a empresa Solexa, que posteriormente
foi adquirida pela empresa Illumina, desenvolveu um método de sequenciamento por sintese
em que uma PCR em ponte é feita diretamente na flowcell, utilizando primers especificos
como molde, para fins de producéo de clusters que sdo entdo submetidos ao sequenciamento
utilizando-se nucleotideos contendo terminadores reversiveis (Illumina, 2021; Shendure &
Ji, 2008). Atualmente, esta plataforma é a mais utilizada para sequenciamento, devido ao
seu alto rendimento e baixo custo.

A plataforma Illumina gera reads curtos (ou short-reads), que, tipicamente,
possuem 150 pares de base. Em larga escala, cerca de 6 Th de dados por corrida podem ser
produzidos em menos de dois dias, quando utiliza-se o NovaSeq 6000 (Illumina, 2021).
Esses dados podem ser processados e analisados pelas diversas ferramentas de
bioinformatica disponiveis, que vdo desde o controle de qualidade, até a anotacdo das
sequéncias montadas (Modi et al., 2021).

Os dados produzidos a partir do sequenciamento Illumina podem representar
genomas inteiros em uma Unica biblioteca. O processo de montagem destas sequéncias, no
entanto, ainda é um desafio, principalmente devido ao tamanho dos reads produzidos por
esta tecnologia. Um outro aspecto que também afeta a eficiéncia do assembly diz respeito a
cobertura de sequenciamento, ou seja, 0 nimero médio de vezes em que uma determinada
base do genoma é sequenciada. A utilizacdo de coberturas da ordem de 50 a 60X permite
aos softwares identificarem regibes complexas de genomas, melhorando a qualidade dos
resultados de montagem e consequentemente de anota¢do do genoma (Buermans & Den
Dunnen, 2014; Goodwin et al., 2016).

2.4 FERRAMENTAS DE MONTAGEM E ANOTACAO DE GENOMAS

Uma vez obtidos os dados, diversos fatores devem ser considerados para se
realizar a montagem e anotagdo de um genoma. A qualidade e o tipo de reads obtidos
influenciam diretamente a escolha dos softwares que serdo utilizados para se organizar e
processar as sequéncias. Também se leva em consideragéo a espécie que esta sendo estudada
e a estrutura do genoma de interesse, incluindo o seu tamanho, o seu contetudo de Guanina-
Citosina (GC), o nivel de ploidia, entre outros aspectos. Softwares para a montagem de
genomas a partir de reads pequenos, provindos de sequenciadores Illumina, estdo

amplamente disponiveis por licenca gratuita. Nestes, os reads sdo alinhados e unidos,
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formando os contigs, os quais podem ser novamente unidos para a formacdo de longas
sequéncias, conhecidas como scaffolds (Schatz et al., 2010; Schatz et al., 2012).

Os primeiros programas disponibilizados utilizavam o algoritmo overlap-layout-
consensus, que consiste na comparacdo de todos os reads entre si, 0S quais sdo entdo
concatenados com base na presenca de sobreposicdes, priorizando-se a concatenacdo de
reads com sobreposi¢des mais longas. Esta metodologia € eficiente para montagem de
genomas pequenos, mas quando a complexidade aumenta, a taxa de erro do assembly final
é alta, pois o algoritmo ndo consegue tratar adequadamente regides repetitivas do genoma
maiores que os reads (Li et al., 2011; Schatz et al., 2010).

Com a popularizagao dos sequenciadores que produzem uma grande quantidade
de reads peguenos, os algoritmos baseados em grafos de Bruijn passaram a ser utilizados,
pois a quantidade de dados é maior, quando comparada aquela obtida pelo sequenciamento
de Sanger. Esta abordagem decompde os reads em pequenas sequéncias chamadas k-meros,
0s quais se tornam nds em um grafo (Li et al., 2011; Schatz et al., 2010). Os nds se
interconectam, formando um grafo complexo, que representa os diferentes caminhos para a
montagem da sequéncia final. Os diferentes caminhos sdo analisados na fase de montagem
final, chamada de correc¢do, em que as estruturas séo resolvidas levando-se em consideragédo
0 suporte em termos de dados de sequenciamento (cobertura) das diferentes alternativas
possiveis, descartando-se as alternativas de baixa cobertura (Schatz et al., 2010). Esse tipo
de abordagem, que ndo utiliza uma referéncia para a montagem, é chamada de assembly de
novo (Ekblom & Wolf, 2014).

A escolha do software ideal para a montagem de uma sequéncia de referéncia de
um genoma deve levar em consideracdo o algoritmo utilizado pelos programas, juntamente
com os dados de sequenciamento e a capacidade computacional disponiveis (Ekblom &
Wolf, 2014). Para isso, o controle de qualidade é fundamental para impedir erros durante a
montagem das sequéncias. Dessa forma, dados de baixa qualidade e adaptadores séo
analisados e removidos por programas como o FastQC (Andrews, 2010) e o0 Trimmomatic
(Bolger et al., 2014). O objetivo final € a obtencdo de um conjunto de scaffolds que possam
ser reunidos em grupos de ligacdo ou em cromossomos, de forma que a estrutura genémica
possa ser representada (Li et al. 2011; Ekblom & Wolf, 2014).

Apos a realizagdo do assembly, ha diversos parametros a serem analisados e
extraidos da sequéncia final. Um dos pardmetros de avaliacdo de assemblies mais utilizados

é o valor de N50. Ao menos 50% da sequéncia montada em um assembly estard em
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contigs/scaffolds de tamanho maior do que o N50 do assembly. O valor de N50
isoladamente, no entanto, ndo permite a avaliagdo completa da montagem. Neste sentido,
sdo utilizados outros parametros, como numero total de contigs/scaffolds obtidos, o tamanho
total dos contigs/scaffolds, o tamanho do maior e do menor scaffold e a quantidade de
scaffolds maiores do que 500 pares de base (pb), 1 kb, 10 kb, 100 kb e 1 Mb (Earl et al.,
2011).

A partir da sequéncia montada, a anotacdo do genoma é o proximo passo para se
obter informacdes que sdo relevantes para o campo cientifico, como a identificacdo e
caracterizacdo dos genes e outros elementos de interesse. Este processo de anotacdo pode
ser dividido em duas etapas. Na primeira, utilizam-se sequéncias de referéncia de outras
espécies ja depositadas em bancos de dados para se realizar previsfes de transcritos e genes.
Na segunda, as informagGes obtidas sdo reunidas de acordo com o pipeline adotado pela
equipe de pesquisadores (Yandell & Ence, 2012).

Uma recomendacdo relevante para a anotacdo de genes é a de se mascarar
previamente as regides que possuem sequéncias repetitivas no assembly. Esta etapa é
realizada a fim de se reduzir os erros na predicdo de genes. Além disso, auxilia na
caracterizacdo das repeticbes em si, as quais podem ser caracterizadas em termos de
abundancia e distribuicdo ao longo do genoma. Diversos softwares estdo disponiveis para se
realizar a busca e se mascarar as regides repetitivas do genoma. Bons exemplos incluem o
RepeatMasker e o RepeatModeler (Baker, 2012; Yandell & Ence, 2012).

A anotacdo e a predicdo de genes sdo diferentes etapas realizadas para a extracao
da parte funcional de um genoma. Geralmente a predicdo de genes nao relata as regides nao
traduzidas de um gene (conhecidas como regides UTR — UnTranslated Regions). Muitas
ferramentas tentam somente identificar as sequéncias codantes e suas caracteristicas no
organismo escolhido, como cddons de iniciacdo e parada, distribuicdo de éxons e introns.
Mesmo a anotacao preliminar de genes € uma tarefa mais complexa do que a predicéo, pois
inclui a identificacdo das regides UTR (5’ ¢ 3”) e das isoformas produzidas por splicing
alternativo (Yandell & Ence, 2012).

2.5 DESAFIOS PARA MONTAGEM E ANOTACAO DE GENOMAS DE PLANTAS

Em contraste com os avangos das técnicas de NGS, que facilitaram a execucao
e diminuiram os custos de sequenciamento, a montagem de genomas complexos como 0s

das plantas continua sendo um desafio a ser enfrentado pelos pesquisadores. A etapa de
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montagem e anotacdo requer muito mais atencéo e trabalho do que a preparacao e obtencédo
dos dados gendmicos. Genomas de plantas ainda s&o um grande desafio para a montagem
de novo. Este grande desafio decorre de fatores presentes em diferentes niveis, sendo eles
bioldgicos, computacionais e moleculares (Schatz et al. 2012).

Genomas de plantas podem ser extremamente longos, com niveis elevados de
ploidia, sendo genomas maiores do que outras espécies de peixes, aves € mamiferos ja
sequenciados, por exemplo. Além disso, 0s genomas vegetais contém diversas familias de
genes e pseudogenes, com sequéncias que derivam de eventos de duplicacdo de genomas
inteiros e atividades constantes de elementos transponiveis. A esta complexidade se somam
as dificuldades de se extrair DNA de alta qualidade para o sequenciamento e a criagéo de
bibliotecas genémicas (Gore et al., 2009; Schanable et al., 2013; Neale et al., 2017).

E importante se enfatizar que estratégias de montagem de genomas de plantas
sdo procedimentos complexos. O conhecimento de como se utilizar os recursos disponiveis
da melhor maneira possivel € fundamental para se obter resultados consistentes e
verossimeis (Del Angel et al., 2018). A montagem e anotacdo de genomas é um projeto de
longo prazo. Se faz necessaria uma boa cobertura dos dados, a utilizacdo de reads com
tamanho e qualidade ideais, além de se selecionar as metodologias mais viaveis para a
espécie a ser estudada (Schatz et al., 2010).

A forma como a equipe de pesquisa ira estudar um genoma, deve ser bem
planejada. Questbes como a tecnologia de sequenciamento a ser utilizada, a forma de
extracdo do material genético, quais softwares e pipelines serdo utilizados para a filtragem
de dados, processamento e anotacdo dos resultados devem ser consideradas. A diversidade
de programas e metodologias disponiveis é extensa e, as vezes, pode chegar a ser
intimidadora (Del Angel et al., 2018; Michael & VanBuren, 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONTROLE DE QUALIDADE DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO

Os dados utilizados neste trabalho foram produzidos pela tecnologia de
sequenciamento Illumina, na plataforma NovaSeq 6000. Amostras de DNA genémico de um
individuo de E. oleracea e de um individuo de E. precatoria foram obtidas pelo pesquisador
da Embrapa Amazonia Ocidental, Dr. Ricardo Lopes e submetidas ao sequenciamento na
core facility da prépria lllumina, nos Estados Unidos. Seis bibliotecas de DNA genémico
para cada uma das duas espécies foram sequenciadas utilizando-se a estratégia paired-ends
(2x151). Neste caso, os dados brutos foram constituidos de reads de 151 pb.

O diagnostico de qualidade das sequéncias brutas foi realizado utilizando-se o
software FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010). O software Trimmomatic v0.39 (Bolger, 2014)
foi utilizado para remoc¢do de adaptadores e de bases de baixa qualidade. Os seguintes
parametros  foram utilizados: ILLUMINACLIP:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:5
LEADING:5 TRAILING:5 MINLEN:25. Os arquivos contendo as sequéncias filtradas
foram novamente avaliados no FastQC.

As analises de cobertura de sequenciamento e de estimacdo do tamanho de cada
genoma nuclear foram realizadas com base na metodologia de contagem de k-meros (Liu et
al., 2012; Vurture et al., 2017). Os softwares utilizados para obtencdo das estatisticas basicas
e obtencao das estimativas foram o FastX Toolkit v0.0.14 (Gordon, 2021), o Jellyfish v2.3.0
(Zimin et al. 2021) e 0 GenomeScope (Vurture et al., 2017).

As sequéncias de referéncia dos genomas das espécies Elaeis guineensis
(GenBank: GCA_000442705.1) e Cocos nucifera (GenBank: GCA_006176705.1) foram
selecionadas e obtidas do NCBI para serem utilizadas em alinhamentos das 12 bibliotecas
de Euterpe, a fim de se avaliar as semelhancas entre as sequéncias gendmicas de E.
precatoria e E. oleracea e aquelas de genomas de outras espécies de Arecaceae. Estes
alinhamentos foram realizados utilizando-se somente o0s reads que permaneceram pareados
apos o controle de qualidade (PE) e o software BWA (Burrows-Wheeler Aligner) v0.7.17
(Li & Durbin, 2009).
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3.2 DRAFT ASSEMBLY DOS GENOMAS DE E. olereacea E E. precatoria

Apbs a filtragem dos reads de baixa qualidade e remogédo das sequéncias de
adaptadores, os arquivos contendo os reads que se mantiveram em pares (paired-ends)
foram utilizados para se realizar a montagem das sequéncias de referéncia dos genomas
(assemblies) de ambas as espécies de acaizeiro.

A estratégia de montagem escolhida para os genomas de Euterpe spp. foi a de
montagem de novo, a qual ndo utiliza um genoma de referéncia para a obtencdo dos
rascunhos dos genomas. Essa metodologia de montagem possibilita a formagéo de contigs e
scaffolds. Os programas MaSURCA v4.0.4 (Zimin et al., 2013) e SOAPdenovo2 v2.04 (Luo
et al., 2012) foram utilizados para se obter draft assemblies de ambos 0s genomas nucleares
de acaizeiro. Embora estes softwares utilizem grafos de Bruijn para a montagem, cada um
lida com os dados fornecidos utilizando diferentes estratégias de montagem, produzindo
assemblies diferentes. A fim de se escolher os melhores assemblies, o programa QUAST
v5.0.2 (Mikheenko et al. 2018) foi utilizado para se filtrar e selecionar as montagens a serem
utilizadas na etapa de caracterizacdo. A escolha dos assemblies foi feita avaliando-se a
quantidade de contigs obtidos, o tamanho dos contigs, o tamanho total do genoma e o valor
de N50. A ferramenta Segkit v2.2.0 (Shen et al., 2016) foi utilizada para se remover os
contigs com menos de 500 pares de base.

Para fins de inspecdo da cobertura de sequenciamento efetivamente utilizada na
montagem dos genomas, foi feito o mapeamento dos reads utilizados no sequenciamento
nos assemblies obtidos. Para isso, utilizou-se o Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012). Os
arquivos obtidos, no formato SAM, foram convertidos para arquivos no formato BAM,
utilizando as ferramentas do programa Samtools v1.14 (Li et al., 2009). Os arquivos BAM
foram analisados pela ferramenta Qualimap v2.2.1 (Garcia-Alcalde et al., 2010), para a

obtencéo de estatisticas descritivas do alinhamento em relag&o aos assemblies.

3.3 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ELEMENTOS REPETITIVOS

Com o objetivo de se identificar e caracterizar os elementos transponiveis
presentes nos genomas das duas espécies, 0 programa RepeatMasker v4.1.2 (Smit & Hubley,
2015) foi utilizado. Como ndo ha um banco de dados disponivel para as duas espécies
analisadas, utilizou-se como referéncia no RepeatMasker o banco de sequéncias repetitivas

disponivel para a familia Arecaceae. Nas etapas seguintes de analise, foram utilizados os
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arquivos de saida do RepeatMasker, com as regides repetitivas dos assemblies devidamente
mascaradas. Nesses arquivos as bases dos elementos repetitivos sdo substituidas por “Ns”.

O software Microsatellite identification tool (MISA) (Beier et al., 2017) foi
utilizado para se identificar regides de microssatélites (SSR) presentes no genoma nuclear.
Foram considerados microssatélites regides que contém dez ou mais repeti¢cdes dos motivos
analisados, desde mono até hexanucleotideos.

Apds a busca inicial de microssatélites nos genomas nucleares, o software QDD
v3.1 (Méglecz et al. 2010) foi utilizado para desenho de primers nas regides contendo SSR.
As analises foram realizadas em quatro etapas. No pipeline 1, o software QDD realizou a
identificacdo e extracdo dos microssatélites do assembly; no pipeline 2 foi realizada a
deteccdo de similaridades entre as sequéncias através de uma analise BLAST e a selecéo de
sequéncias unicas para desenho dos primers; no pipeline 3 foi realizado o desenho dos
primers utilizando-se o programa Primer3; no pipeline 4 as sequéncias de primers foram
submetidas a andlise de controle de qualidade para se detectar possiveis contaminagdes ou
associacOes das regides de microssatélites com elementos transponiveis. Os critérios de
selecdo dos primers foram estabelecidos seguindo-se as sugestfes apresentadas do manual
do QDD.

3.4 PREDICAO E CARACTERIZACAO PRELIMINAR DE GENES

A predicdo de genes foi realizada com o programa Augustus v3.4.0 (Keller et
al., 2011). Para isso foi utilizado um modelo de treinamento para a predicdo desses genes,
tendo o genoma de Arabdopsis thaliana como referéncia. A predicdo tem como saida um
arquivo no formato GFF. A partir desse arquivo, é possivel se obter caracteristicas
descritivas como: quantidade de genes, éxons, introns e de transcritos para cada gene,
utilizando-se um script construido em R (R Core Team, 2021) para este fim.

A partir do script getAnnoFasta.pl, disponibilizado pelo proprio Augustus, foi
possivel se obter um arquivo contendo as sequéncias proteicas contidas no arquivo de saida
do software. O arquivo contendo estas sequéncias foi submetido a analise pelo programa
BUSCO v5.2.2 (Manni et al., 2021). O banco de dados liliopsida, contendo 3236 genes
ortologos, foi selecionado como referéncia para a analise. O BUSCO utiliza sequéncias de
genes ortologos encontrados em mais de 90% das espécies contidas nos bancos de referéncia
e avalia o grau de completitude do assembly com relacdo & presenca destes genes

supostamente conservados no genoma da espécie de interesse.
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3.5 MONTAGEME CARACTERIZAC,‘AO DO GENOMA CLOROPLASTIDIAL DE
E. precatoria

Duas bibliotecas contendo dados de sequenciamento do genoma de E. precatoria
foram também submetidos ao pipeline Fast-Plast v1.2.8 (McKain et al., 2017) para fins de
obtencdo de uma sequéncia de referéncia para o genoma cloroplastidial da espécie. Este
pipeline utiliza filtros para selecdo de reads com sequéncias do genoma cloroplastidial
através da comparacdo dos dados brutos com sequéncias de DNA de cloroplasto de outras
espécies de plantas, incluidas em um banco de dados do préprio software. Apos a aplicagdo
deste filtro, o Fast-Plast utiliza o software SPAdes (Prjibelski et al., 2020) para a montagem
do genoma, utilizando um algoritmo baseado na utilizacdo de grafos de Bruijn. Apos a
montagem, foi realizado o mapeamento dos reads na sequéncia de referéncia obtida, para
fins de avaliagéo da cobertura de sequenciamento.

A sequéncia obtida do genoma de cloroplasto de E. precatoria foi alinhada
aquela do genoma cloroplastidial de outras espécies de Euterpe (E. oleracea e E. edulis)
utilizando o0 modo MUSCLE no MEGAX (Kumar et al., 2018). A anotacdo das sequéncias
codantes presentes no genoma organelar obtido foi realizada com a ferramenta GeSeq (Tilich
etal., 2017). As sequéncias de RNAs transportadores (tRNAS) e ribossomais (rRNAs) foram
detectadas pela utilizacdo dos programas ARAGORN v1.2.38 (Laslett & Canback, 2004) e
Chlée v0.1.0. O programa OGDraw foi utilizado para se construir o grafico representativo
do genoma circular do cloroplasto (Lohse et al., 2014).

O software Microsatellite identification tool v2.1 (MISA) (Beier et al., 2017) foi
utilizado para se identificar regides de microssatélites (SSR) presentes no genoma de
cloroplasto. Para a busca foram utilizados os seguintes parametros: mononucleotideos > 8
unidades de repeticdo, dinucleotideos e trinucleotideos > 4 unidades de repeticdo,
tetranucleotideos, pentanucleotideos e hexanucleotideos > 3 unidades de repeticdo. Para a
deteccdo de repeticdes (forward, reverse, complementares e palindrémicas) foi utilizada a
ferramenta REPuter, utilizando-se os parametros de Maximum Computed Repeats = 75 e
Minimal Repeat Size = 8. O programa RepeatMasker foi utilizado para se detectar a presenca
de elementos transponiveis.

A ferramenta mVISTA (Frazer et al., 2004) foi escolhida para a andlise
comparativa entre os genomas de cloroplastos do género Euterpe. As trés espécies (E.
precatoria, E. edulis e E. oleracea) foram comparadas entre si e com genomas de outras

duas especies de Arecaceae (Cocos nucifera e Elaeis guineensis). O genoma de E.
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precatoria foi utilizado como referéncia. A analise no mVISTA foi realizada utilizando-se
0 modo Shuffle-LAGAN da ferramenta.

A sequéncia obtida para o genoma cloroplastidial de E. precatoria foi entdo

submetida a uma analise filogenética incluindo outras 11 espécies da subfamilia Arecoideae

e duas espécies (Baxteria australis e Dasypogon bromelifolius) como grupo externo (Tabela
1). Os genomas foram alinhados utilizando-se a ferramenta MAFFT v7.490 (Katoh &

Standley, 2013). Para a construcdo da arvore filogenética foi utilizado o algoritmo de

Neighbor-Joining. A consisténcia dos nos do filograma obtido foi avaliada por bootstrap,

utilizando-se 1000 randomizacdes. O programa Figtree v1.4.4' foi utilizado para a

visualizag&o da &rvore filogenética obtida.

Tabela 1. Sequéncias de referéncia de genomas cloroplastidiais, de Arecaceae e do grupo
externo, utilizadas na anélise filogenética.

Familia Tribo Espécie N° de Acesso no GenBank
Arecaceae Euterpeae Euterpe oleracea NC_057603.1
Arecaceae Euterpeae Euterpe edulis NC_057602.1
Arecaceae Cocoseae Cocos nucifera NC_022417.1
Arecaceae Cocoseae Elaeis guineensis NC_017602.1
Arecaceae Cocoseae Syagrus coronata NC_029241.1
Arecaceae Cocoseae Astrocaryum aculeatum NC_044482.1
Arecaceae Cocoseae Astrocaryum murumuru NC 044481.1
Arecaceae Cocoseae Acrocomia aculeata NC_037084.1
Arecaceae Podococceae Podococcus barteri NC_027276.1
Arecaceae Areceae Areca vestiaria NC_029972.1
Arecaceae Areceae Veitchia arecina NC_029950.1

Dasypogonaceae - Baxteria australis NC_029970.1
Dasypogonaceae - Dasypogon bromeliifolius JX088665.1

1 http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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4 RESULTADOS

4.1 CONTROLE DE QUALIDADE DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento das bibliotecas oriundas de E. oleracea produziu um total de
719,50 milhdes de reads, totalizando 108,66 Gh. Os rendimentos obtidos em cada biblioteca

de E. oleracea sédo apresentados na Tabela 2A.

Tabela 2A.Rendimentos obtidos no sequenciamento das bibliotecas de DNA gendmico
oriundas de E. oleracea, em modo paired-ends (2x151).

Biblioteca = Extremidade No(r(:len[,e@i(i; N° de b(zgg; (;?:%i% ba:_e(;t?clz.%(;
L nel i ms| u
1 12 4

i 2 §2:12 ::42 72,24 109
: : ow 0e  Mom o as

1 72,36 10,93
4 > 72.35 1093 144,72 21,9
; : To 10 W as
S he o s as
Total 719,50 108,66 719,50 108,7

O sequenciamento das bibliotecas oriundas de E. precatoria produziu um total
de 732,24 milhdes de reads, totalizando 110,58 Gb. Os rendimentos obtidos em cada
biblioteca de E. precatoria sdo apresentados na Tabela 2B.

Os dados de sequenciamento das bibliotecas de ambas as espécies apresentaram
valores médios de phred acima de 30 (Figura 5A e 5B), 0 que demonstra a excelente
qualidade dos dados obtidos. Ainda assim, houve remocao de bases de ma qualidade e de

adaptadores pelo Trimmomatic, com pequeno impacto sobre 0 nimero de total de bases e
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de reads utilizados nas etapas seguintes de anélise. As Tabelas 3A e 3B apresentam 0s

rendimentos de sequenciamento de cada biblioteca, apos a filtragem.

Tabela 2B. Rendimentos obtidos no sequenciamento das bibliotecas de DNA gendmico
oriundas de E. precatoria, em modo paired-ends (2x151).

Biblioteca Extremidade No(r?]?IL%ae(S N° de b(‘gg; (;Zt%ae?g ba:;(;t?é%(;
1 4321 6,53

! 5 2301 653 86,42 13,1

S Fr .

. A A
1 71,02 10,72

4 2 71:82 18:72 142,04 214

SR e ww w2
1 70,70 10,68

0 2 70,70 10,68 141,40 214

Total 732,24 110,58 732,24 110,6
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Quality scores acroes all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1234568788 11 13 15 17 18 21 23 25 27 28 31 33 35 37 38 41 43 45 47 48 51 53 55 57 58 61 63 &5 87 68 71 73 75 77 78 Bl B3 85 B7 88 81 63 85 &7 96 101 104 107 110 113 116 11% 122 125 128 131 134 137 140 143 1486 148
Position in read (bp)

Quality scores acrogs all bases (Sanger/ lllumina 1.9 encoding)

1234568788 11 13 15 17 18 21 23 25 27 28 31 33 35 37 38 41 43 45 47 48 51 53 55 57 58 61 63 &5 87 68 71 73 75 77 78 Bl B3 85 B7 88 81 63 85 &7 96 101 104 107 110 113 116 11% 122 125 128 131 134 137 140 143 1486 148
Position in read (bp)

Figura 5A. Gréfico representativo da qualidade dos dados de sequenciamento do DNA genémico de E. precatoria antes (A) e apés (B) o controle
de qualidade. O eixo x indica a posi¢éo das bases nos reads e o eixo y, os valores de phred.
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Sanger / lllumina 1.9 encoding)

Y 1234567868 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 48 51 53 55 57 589 61 63 65 67 68 71 73 75 77 79 ¢ 87 88 ©1 983 985 97 99 101 104 107 110 113 116 118 122 125 128 131 134 137 140 143 1486 149
Position in r (bp.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

b 1232456789 11 12 15 17 19 21 23 25 27 28 31 32 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 89 71 V3 S 91 93 95 97 99 101 104 107 110 113 116 119 122 125 128 131 134 137 140 143 148 149

tion (hp

Figura 5B. Gréafico representativo da qualidade dos dados de sequenciamento do DNA gendmico de E. oleracea antes (A) e apés (B) o controle de qualidade.
O eixo x indica a posi¢do das bases nos reads e o0 eixo y, os valores de phred.




Tabela 3A. Rendimentos obtidos no sequenciamento das bibliotecas de DNA gendmico
oriundas de E. oleracea, em modo paired-ends (2x151), apds a filtragem
realizada pelo Trimmomatic.

. . Tgmanho N°de reads N°de bases  Total de reads Total de bases
Biblioteca | Extr.* | médio dos (milhdes) (Gb) S

reads (pb) (milhdes) (%) (Gb) (%)
1 151 36,46 5,50

1- PE? 7292 945 11,0: 94,0
2 151 36,46 5,50
1 97 2,12 0,21

1-SR? 2,12 2,7 0,2 1,7
2 150 0,00 0,0001
1 151 34,04 5,14

2-PE 68,08 94,2 10,3¢ 94,5
2 151 34,04 5,14
1 97 2,08 0,20

2-SR 2,08 2,9 0,2 18
2 151 0,00 0,0001
1 151 67,66 10,22

3-PE 135,321 96,1 20,41 958
2 151 67,66 10,22
1 98 2,70 0,26

3-SR 2,70 1,9 0,3 1,4
2 151 0,00 0,0002
1 151 69,64 10,51

4 -PE 139,281 96,2 21,00 959
2 151 69,64 10,51
1 98 2,71 0,27

4-SR 2,71 1,9 0,3 1,4
2 151 0,00 0,0002
1 151 68,37 10,32

5-PE 136,741 96,2 20,6¢ 958
2 151 68,37 10,32
1 98 2,67 0,26

5-SR 2,67 1,9 0,3 1,4
2 151 0,00 0,0002
1 151 68,41 10,33

6 - PE 136,83 96,0 20,7 96,3
2 151 68,41 10,33
1 98 2,87 0,28

6 - SR 2,87 2,0 0,3 14
2 151 0,00 0,0002

TOTAL 137 704,33 105,53 704,32 979 1055 97,1

! Extremidade; 2 paired-ends; 3 single-reads.
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Tabela 3B. Rendimentos obtidos no sequenciamento das bibliotecas de DNA gendmico
oriundas de E. precatoria, em modo paired-ends (2x151), apos a filtragem
realizada pelo Trimmomatic.

Biblioteca | Extr.1 ;Zg;g%gg N de reads  N°de bases  Total dereads  Total de bases

reads (pb)  (M11hoes) (Gb) (milhges) (%)  (Gb) (%)
1 151 40,62 6,13

1-PE2 81,25 94,0 12,3 93,9
2 151 40,62 6,13
1 98 2,59 0,25

1-SR3 2,59 3,0 0,3 2,3
2 151 0,002 0,0003
1 151 39,43 5,95

2-PE 78,86 93,8 11,9 93,7
2 151 39,43 5,95
1 98 2,59 0,26

2-SR 2,59 31 0,3 2,4
2 151 0,001 0,0002
1 151 66,18 9,99

3-PE 132,36 95,9 200 96,2
2 151 66,18 9,99
1 98 2,83 0,28

3-SR 2,83 2,1 0,3 1,4
2 150 0,003 0,0001
1 151 68,18 10,29

4-PE 136,35 96,0 206 96,3
2 151 68,18 10,29
1 99 2,84 0,28

4-SR 2,84 2,0 0,3 1,4
2 151 0,003 0,0004
1 151 67,36 10,17

5-PE 134,71 96,0 20,31 958
2 151 67,36 10,17
1 99 2,8 0,28

5-SR 2,8 2,0 0,3 1,4
2 151 0,003 0,0004
1 151 67,68 10,22

6 - PE 135,37 95,7 20,4 953
2 151 67,68 10,22
1 98 3,01 0,3

6 - SR 3,01 2,1 0,3 1,4
2 151 0,003 0,0004

TOTAL 138 715,58 107,15 71558 97,7  107,2 96,9

! Extremidade; 2 paired-ends; 3single-reads.

A Figura 6 apresenta os resultados das estimativas de cobertura de
sequenciamento e de tamanho dos genomas obtidos pelo GenomeScope, utilizando-se
k = 21. O tamanho estimado para o genoma de E. oleracea foi de 1,74 Gb, com cobertura de
sequenciamento com moda estimada em 19X. O tamanho estimado para o genoma de E.
precatoria foi de 1,97 Gb, com cobertura de sequenciamento com moda estimada em 18X.

Além disso, ainda de acordo com a predi¢do do GenomeScope, espera que 57,6% do genoma
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de E. oleracea e 58,7% (do genoma de E. precatoria sdo constituidos por regifes de DNA

repetitivo.
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A len:1,746,517,088bp uniq:42.4% het:0.572% kcov:11 err:0.384% dup:1.65% k:21

GenomeScope Profile GenomeScope Profile

len:1,975,105,173bp uniq:41.3% het:0.458% kcov:10.2 err:0.361% dup:0.904% k:21

ve)

5 ! ; : observed ~ | i i observed
$ 1 ) : y = full model C_'Z_’ ] ! b I = full model
<~ i | E unigue sequence 2 | : i unigue sequence
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Figura 6. DistribuicGes de frequéncias das coberturas de k-meros (k = 21) estimadas pelo GenomeScope (Vurture et al., 2017) para 0s genomas

de E. oleracea (A) e E. precatoria (B). S&o apresentadas também as estimativas de tamanhos dos genomas (len), da fracdo do genoma
que é constituida por sequéncias de copia Unica (uniq), do nivel de heterozigosidade (het), da cobertura média de k-meros das regies
em heterozigose (kcov), da taxa de erros de sequenciamento (err) e da taxa de reads duplicados produzidos durante o sequenciamento

(dup).
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Os reads obtidos no sequenciamento do genoma de E. oleracea apresentaram

uma taxa meédia de alinhamento de 49,8% a sequéncia de referéncia do genoma de C.

nucifera e de 50,0% aquela do genoma de E. guineensis (Tabela 4). De modo semelhante,

0s reads obtidos no sequenciamento do genoma de E. precatoria tiveram uma taxa média

de alinhamento de 51,4% a sequéncia de referéncia do genoma de C. nucifera e de 51,3%

aquela do genoma de E. guineensis (Tabela 5).

Tabela4. Taxas de alinhamento dos reads obtidos pelo sequenciamento do DNA
gendmico de E. oleracea as sequéncias de referéncia dos genomas de C. nucifera

e de E. guineensis.

NC total de C. nucifera E. guineensis
Biblioteca reads ~ N°dereads % de N° de reads % de
(milhoes) alinhados iy hamento alinhados. :nhamento
(milhdes) (milhdes)

1-PE! 72,92 37,13 50,9 37,21 51,0
2-PE 68,08 34,78 51,1 34,84 51,2
3-PE 135,32 66,88 49,4 67,32 49,7
4 -PE 139,28 68,74 49,4 69,19 49,7
5-PE 136,74 67,47 49,3 67,92 49,7
6 - PE 136,83 67,99 49,7 68,40 50,0
Total 689,18 342,98 49,8 344,88 50,0

! paired-ends.

Tabela5. Taxas de alinhamento dos reads obtidos pelo sequenciamento do DNA
gendmico de E. precatoria as sequéncias de referéncia dos genomas de C.
nucifera e de E. guineensis.

NP total de C. nucifera E. guineensis
Biblioteca reads ~ N°dereads % de N° de reads % de
(milhdes) alinhados . alinhados .
I alinhamento i alinhamento
(milhges) (milhges)

1-PE! 81,25 42,73 52,6 42,78 52,7
2-PE 78,86 41,56 52,7 41,63 52,8
3-PE 132,36 67,46 51,0 67,25 50,8
4 -PE 136,35 69,38 50,9 69,15 50,7
5-PE 134,71 68,57 50,9 68,36 50,7
6 — PE 135,37 69,30 51,2 69,12 51,1
Total 698,90 359,00 51,4 358,29 51,3

! paired-ends.
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4.2 DRAFT ASSEMBLY DOS GENOMAS NUCLEARES E. oleracea E E. precatoria

As estatisticas descritivas dos assemblies obtidos com os dois softwares
utilizados (MaSuRCA e SOAPdenovo2) estdo apresentadas nas Tabelas 5A e 5B. O
montador MaSuRCA produziu montagens de qualidade superior aquelas obtidas pelo
SOAPdenovo2. Os assemblies obtidos pelo MaSuRCA foram menos fragmentados, com
tamanhos proximos aos estimados pelo GenomeScope e com valores de N50 superiores.

Dessa forma, os assemblies produzidos pelo MaSURCA (Eo_MaSuRCA vl e
Ep_MaSuRCA _v1) foram utilizados nas analises subsequentes. Apds a remogéo dos contigs
com tamanhos inferiores a 500 pares de base, ambas as montagens (entdo denominadas de
(Eo_MaSuRCA v2 e Ep_MaSuRCA v2) passaram pela analise pelo software QUAST.

O assembly final do genoma nuclear de E. oleracea obtido, com tamanho de
cerca de 1,45 Gh. O assembly foi constituido por um total de 1.133.781 contigs, dos quais
476.310 com tamanhos iguais ou superiores a 1 kb, 1.665 com tamanhos de 10 kb ou mais e
18 com tamanhos iguais ou superiores a 25 kb. Foram montados 2 contigs com mais de 50
kb, sendo o maior deles com 79.714 pb. O N50 do assembly foi igual a 1.537 pb. O conteddo
Guanina/Citosina (GC) do genoma de E. oleracea foi estimado em 42,3% (Tabela 6A).

O assembly final do genoma nuclear de E. precatoria, com tamanho de cerca de
1,84 Gb. Foram montados 1.537.524 contigs, dos quais 636.899 contigs apresentam tamanho
maior ou igual a 1 kb, 504 com tamanhos maiores ou iguais a 10 kb, sendo 12 com tamanhos
maiores ou iguais a 25 kb. Foi obtido um Gnico contig com tamanho superior a 50 kb (82.227
pb). O valor de N50 deste assembly foi de 1.381 pb. O contetldo GC do genoma de E.
precatoria foi estimado em 42,0% (Tabela 6B).

Os alinhamentos dos reads das bibliotecas utilizadas na montagem dos
assemblies revelaram valores de coberturas médias iguais a 7,64 X para o assembly de E.
oleracea, com uma taxa de alinhamento de 74,7%, e de 6,37 X para o assembly de E.
precatoria, com taxa de alinhamento de 76,1%. As taxas de alinhamento e os valores de

cobertura de cada biblioteca estdo apresentados nas Tabelas 7A e 7B.
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Tabela 6A. Estatisticas descritivas obtidas pelo software QUAST dos assemblies de E.
oleracea. As estatisticas nimero de contigs, tamanho total, conteudo GC e N50
séo baseadas em contigs de tamanho maior ou igual a 250 pb. A nomenclatura
“v1” representa a primeira versao do assembly, ja “v2” representa a versdao com
o filtro de contigs < 500 pb.

Parametro Eo_SOAP_v1 Eo_MaSuRCA_v1 Eo_MaSuRCA_v2
N° de contigs 442.347 1.944.829 1.133.781
Ne° de contigs (> 1 kb) 10.045 476.310 476.310
N° de contigs (> 5 kb) 0 21.159 21.159
N° de contigs (= 10 kb) 0 1.665 1.665
N° de contigs (> 25 kb) 0 18 18
N° de contigs (= 50 kb) 0 2 2
Tamanho total (pb) 186.248.984 1.766.194.623 1.453.605.257
Tamanho total (> 1 kb) (pb) 12.443.861 998.246.121 998.246.121
Tamanho total (= 5 kb) (pb) 0 146.140.372 146.140.372
Tamanho total (> 10 kb) (pb) 0 20.949.014 20.949.014
Tamanho total (> 25 kb) (pb) 0 673.753 673.753
Tamanho total (> 50 kb) (pb) 0 136.939 136.939
Maior contig (pb) 3.818 79.714 79.714
Contetdo GC (%) 37,95 42,19 42,30
N50 (pb) 428 1.194 1.537

Tabela 7B. Estatisticas descritivas obtidas pelo software QUAST dos assemblies de E.
precatoria. As estatisticas numero de contigs, tamanho total, conteddo GC e
N50 sdo baseadas em contigs de tamanho maior ou igual a 250 pb. A
nomenclatura “v1” representa a primeira versdo do assembly, ja “v2”
representa a versao com o filtro de contigs < 500 pb.

Parametro Ep_SOAP_v1 Ep_MaSuRCA_v1 Ep_MaSuRCA _v2
N° de contigs 469.287 2.448.091 1.537.524
N° de contigs (> 1 kb) 13.990 636.899 636.899
N° de contigs (> 5 kb) 0 15.034 15.034
N° de contigs (> 10 kb) 0 504 504
N° de contigs (> 25 kb) 0 12 12
N° de contigs (> 50 kb) 0 1 1
Tamanho total (pb) 205.617.342 2.199.368.496 1.844.446.801
Tamanho total (> 1 kb) (pb) 17.532.811 1.216.661.650 1.216.661.650
Tamanho total (> 5 kb) (pb) 0 96.392.840 96.392.840
Tamanho total (> 10 kb) (pb) 0 6.235.549 6.235.549
Tamanho total (> 25 kb) (pb) 0 416.511 416.511
Tamanho total (> 50 kb) (pb) 0 82.227 82.227
Maior contig (pb) 4.198 82.227 82.227
Conteudo GC (%) 37,71 41,90 41,96
N50 (pb) 451 1.134 1.381
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Tabela 8A. Taxas médias de alinhamento e cobertura de cada biblioteca utilizada no
assembly do genoma de E. oleracea.

Bibliotecas Taxa de alinhamento (%0) Cobertura média (X)
1-PE 74,98 4,93
2-PE 74,84 4,61
3-PE 74,53 8,95
4 —PE 74,52 9,20
5-PE 74,63 9,04
6 - PE 14,77 9,09
Total 74,71 7,64

! paired-ends.

Tabela 8B. Taxas médias de alinhamento e cobertura de cada biblioteca utilizada no
assembly do genoma de E. precatoria.

Bibliotecas Taxa de alinhamento (%) Cobertura média (X)
1- PE! 76,05 4,50
2-PE 75,84 4,37
3-PE 76,10 7,19
4 - PE 76,12 7,41
5-PE 76,25 7,33
6 - PE 76,26 7,39
Total 76,10 6,37

! paired-ends.

4.3 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ELEMENTOS REPETITIVOS

Para o genoma de E. oleracea observou-se que 13,9% do assembly foi
constituido por regides repetitivas. Foram identificados um total de 328.487 retroelementos
(~9,4% do genoma), sendo a maior quantidade representada por LTR-retrotransposons.
Foram identificados 204.840 transposons da familia Tyl-copia e 113.735 da familia Ty3-
gypsy. Foram ainda identificados retrotransposons-ndo-LTR, incluindo 1.177 elementos do
tipo SINE e 5.258 do tipo LINE. Um total de 26.212 transposons de DNA foi encontrado no
assembly obtido (Tabela 9).

Cerca de 14,3% do assembly obtido para o genoma de E. precatoria foi

mascarado pelo software RepeatMasker. Neste assembly foram identificados 435.946
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retroelementos (representando 9,5% do genoma). Dentre estes retroelementos, a maior parte

também foi composta por LTR-retrotransposons. Foram identificados 270.897 elementos da

familia Tyl-copia e 154.331 elementos da familia Ty3-gypsy. Retrotransposons do tipo ndo-
LTR foram também encontrados, sendo 5.718 do tipo LINE e 1.112 do tipo SINE. Um
namero total de 31.892 transposons de DNA foi obtido no assembly de E. precatoria (Tabela

9).

Tabela 9. Estatisticas descritivas relativas aos principais tipos de elementos repetitivos

encontrados nos assemblies de E. oleracea e E. precatoria.

Assembly  Tipos de Elementos N°de  Tamanho total % do
elementos (pb)  assembly

Transposons-LTR 318.575 134.472.684 9,3

Tyl-copia 204.840 96.734.770 6,7

Ty3-gypsy 113.735 37.737.914 2,6

Transposons-ndo-LTR 6.375 1.122.994 0,08

Eo_MaSuRCA_v2 SINE 1.117 159.047 0,01
LINE 5.258 963.947 0,07

Transposons DNA 26.212 4.850.793 0,33

TOTAL 351.162 140.446.471 10

Transposons-LTR 425.228 173.758.468 9,42

Tyl-copia 270.897 124.017.184 6,72

Ty3-gypsy 154.331 49.741.284 2,70

Ep_MaSuRCA_v2 Transposons-ndo-LTR 6.830 1.148.744 0,06
SINE 1.112 148.556 0,01

LINE 5.718 1.000.188 0,05

Transposons DNA 31.892 6.170.165 0,33

TOTAL 463.950 181.077.377 10

Em ambos os assemblies também foram encontrados outros elementos

repetitivos, incluindo repeti¢cdes em tandem, regides de baixa complexidade e codificantes

de pequenos RNAs, além de elementos ndo classificados. As estatisticas descritivas relativas

a estes elementos estdo apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Estatisticas descritivas relativas a outros tipos de elementos repetitivos
encontrados nos assemblies de E. oleracea e E. precatoria.

o] [0)

Assembly Tipos de Elementos N°de  Tamanho total /6 do
elementos (pb)  assembly

N&o classificados 158.864 34.030.081 2,34

Pequenos RNAs 2.027 347.599 0,02

E0_MaSURCAV2  paneticaes simples 415.513 20.021.482 1,38
Baixa complexidade 115.055 6.275.717 0,43

N&o classificados 217.304 48.172.965 2,61

Pequenos RNAs 2.111 44,692 0,02

Ep_MaSURCA V2 peneticaes simples 519.602 25.697.032 1,39
Baixa complexidade 147.482 8.175.900 0,44

Foram identificadas 247.906 e 282.981 regiGes microssatélites nos genomas de
E. oleracea e E. precatoria, respectivamente (Tabela 11). A maioria dos microssatélites
encontrados foi constituida por repeticdes de mononucleotideos. O motivo de repeticdo A/T
foi 0 mais frequente em ambos os genomas, seguido pelo motivo AT/AT de dinucleotideos.
Foram desenhados 125 e 162 pares de primers para amplificacdo de regiGes microssatélites
nos genomas de E. oleracea e E. precatoria, respectivamente. Estes primers devem ser
validados em estudos futuros, voltados para o desenvolvimento de marcadores moleculares

SSR. As informacdes relativas a todos os primers desenhados estdo Apéndice A.
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Tabela 11. Composi¢do e numero de microssatélites encontrados pelo software MISA nos
genomas nucleares de E. oleracea e E. precatoria.

Espécie Tipos de motivo NuUmero de microssatélites
Mononucleotideo 221.979

Dinucleotideo 23.562

Trinucleotideo 2.260

E. oleracea Tetranucleotideo 74
Pentanucleotideo 23

Hexanucleotideo 8

Total 247.906
Mononucleotideo 254,589

Dinucleotideo 25.339

i Trinucleotideo 2.930

E. precatoria Tetranucleotideo 79
Pentanucleotideo 37

Hexanucleotideo 7

Total 282.981

4.4 PREDICAO E CARACTERIZACAO PRELIMINAR DE GENES

No genoma de E. oleracea foram preditos 83.792 fragmentos génicos putativos.
A maioria desses genes apresentou até 5 kb de tamanho. O maior fragmento possui 11.088
pb e 0 menor 25 pb. O tamanho médio dos genes preditos foi de 899 pb e 75% dos fragmentos
foram constituidos por até 1120 pb (Figura 7).

O numero total de éxons preditos pelo programa Augustus foi de 146.663, o
maior deles com 4.595 pb e 0 menor com 11 pb, com uma média de 498 pb por éxon (Figura
8). Foram também preditos 62.871 introns no assembly. O tamanho estimado do maior intron
foi de 9.844 pb e do menor de 68 pb, com uma média de 592 pb por intron, com 75% dos

introns apresentando tamanho menor ou igual a 731 pb (Figura 9).
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Figura 7. Distribuicéo de frequéncias dos tamanhos dos fragmentos génicos preditos no
assembly obtido para o genoma nuclear de E. oleracea.
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Figura8. Distribuicdo de frequéncias dos tamanhos dos éxons preditos no assembly
obtido para o genoma de E. oleracea.
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Figura9. Distribuicdo de frequéncias dos tamanhos dos introns preditos no assembly
obtido para o genoma de E. oleracea.

No genoma de E. precatoria foram preditos 97.021 fragmentos génicos
putativos. A maioria também apresentando até 5 kb de tamanho. O maior fragmento génico
predito possui 10.734 pb, o menor 15 pb. O tamanho médio dos genes preditos foi de 805
pb e 75% dos genes preditos apresentam até 1014 pb (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncias dos tamanhos dos fragmentos génicos preditos no
assembly obtido para o genoma nuclear de E. precatoria.

O numero total de éxons preditos pelo programa Augustus foi de 162.835. O
maior deles com 4.321 pb e 0 menor com 5 pb, com média de 569 pb por éxon (Figura 11).
Foram ainda preditos 65.814 introns no assembly de E. precatoria. O maior tamanho de
intron predito foi de 9.689 pb e 0 menor de 68 pb. O tamanho médio dos introns preditos foi
de 546 pb, com 75% dos introns apresentando até 628 pb (Figura 12).
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Figura 11. Distribuicdo de frequéncias dos tamanhos dos éxons preditos no assembly
obtido para o genoma de E. precatoria.
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Figura 12. Distribuicdo de frequéncias dos tamanhos dos introns preditos no assembly
obtido para o genoma de E. precatoria.
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Dos 3.236 genes presentes no banco de sequéncias génicas ortdlogas, de copia
unica, conservadas no clado “liliopsida”, utilizadas na analise pelo programa BUSCO, o
assembly do genoma de E. oleracea apresentou 216 genes completos (7%), sendo 193 de
copia Unica (6%), 23 duplicados (1%) e 262 genes fragmentados (8%). Nao foram
encontrados 2.758 genes (85%) (Figura 13). No genoma de E. precatoria foram encontrados
188 genes completos (6%), sendo 167 de copia unica (5%), 21 duplicados (1%) e 195 (6%)

genes fragmentados. N&o foram encontrados 2853 genes (89%) (Figura 14).

BUSCO Assessment Results

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)

Fragmented (F) . Missing (M)

EO04 16 [S:1

%BUSCOs

Figura 13. Grafico representativo dos resultados obtidos na andlise do assembly obtido
para o genoma de E. oleracea pelo software BUSCO. Os genes completos (C)
de cdpia Unica (S) encontrados estdo representados em azul claro, genes
duplicados (D) em azul escuro, genes fragmentados (F) em amarelo e genes
n&o encontrados (M) em vermelho.
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BUSCO Assessment Results
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Figura 14. Grafico representativo dos resultados obtidos na analise do assembly obtido
para 0 genoma de E. precatoria pelo software BUSCO. Os genes completos
(C) de cdpia Unica (S) encontrados estdo representados em azul claro, genes
duplicados (D) em azul escuro, genes fragmentados (F) em amarelo e genes
ndo encontrados (M) em vermelho.

45 MONTAGEM E CARACTERIZACAO DO GENOMA CLOROPLASTIDIAL DE
E. precatoria

A montagem do genoma de cloroplasto de E. precatoria utilizou um total de
378.588 reads para a montagem apos a filtragem do Fast-Plast, com um tamanho médio de
fragmentos de 324 pb e uma cobertura média de 860X. O contetdo GC foi estimado em
38,37%.

O tamanho total do assembly obtido para o genoma de cloroplasto foi de 159.282
pb. Como esperado, o genoma cloroplastidial possui uma estrutura dividida em quatro
partes, incluindo uma regido de cdpia unica longa (LSC) com 87.289 pb, uma regido de copia
Unica curta (SSC) de 17.759 pb e duas regides invertidas (IR) com 27.117 pb (Tabela 12).
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Tabela 12. Estatisticas descritivas do assembly obtido para o genoma de cloroplasto de E.
precatoria.

Caracteristicas gerais do genoma/assembly

Tamanho total (pb) 159.282
Tamanho da regido LSC (pb) 87.289
Tamanho da regido SSC (pb) 17.759
Tamanho das regides IR (pb) 27.117
Numero de genes 113
Contetdo GC (%) 38,37
Numero total de reads utilizados na montagem 378.588
Cobertura média (X) 860
Tamanho médio dos fragmentos sequenciados (pb) 324

Um total de 113 genes foram encontrados e mapeados no genoma de cloroplasto
sequenciado, sendo 95 desses de coOpia Unica e 18 se apresentando como duplicados, por
estarem nas regides IR (Tabela 13). Os genes preditos foram anotados como responsaveis
por diversas fun¢des, incluindo participacdo direta na fotossintese, biossintese de proteinas,
e replicacdo. Os nomes dos genes identificados e suas posi¢des podem ser visualizados no
mapa obtido no OG-DRAW, representado na Figura 15. A presenca de introns foi detectada
em 21 dos genes identificados. Em 18 destes genes foi predita a presenca de um dnico intron.

Em 3 genes (ycf3, rps12 e clpP) dois introns foram preditos.
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Figura 15. Mapa circular do genoma cloroplastidial de E. precatoria. Os genes
representados na parte externa da figura possuem a sua transcri¢cdo no sentido
anti-horario e 0s genes na parte interna sdo transcritos no sentido horario. O
contetdo GC é representado em cinza no interior da figura. As diferentes cores
indicam as funcgOes preditas para cada gene.

Nas regides IR foram encontrados 18 genes duplicados. Dentre estes estdo cinco
genes que codificam proteinas (rps7, rpsl2, ndhB, rpl2 e rpl23), quatro genes de rRNA
(rrn4.5, rrn5, rrnl6 e rr23), sete genes de tRNA (trnA-UGC, trnl-CAU, trnl-GAU, trnL-
CAA, trnN-GUU, trnR-ACG e trnV-GAC), além dos genes ycfl e ycf2.

60



Tabela 13. Genes identificados no genoma cloroplastidial de E. precatoria e suas
respectivas fungdes putativas. (x2) indica genes duplicados nas regides IR.

Funcéo Genes

Fotossistema | psaA, psaB, psaC, psal, psaJ

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbl,
psbJd, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ

ndhA, ndhB (x2), ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG,
ndhH, ndhl, ndhJ, ndhK

Fotossistema Il

NADH desidrogenase

Subunidade maior da RuBisCO rbcL

Complexo do citocromo b/f petA, petB, petD, petG, petL, petN

Sintese de ATP atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpl

RNA polimerase rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2

Proteina da subunidade rps2, rps3, rps4, rps7 (x2), rps8, rpsll, rpsl2 (x2),
menor do ribossomo rpsl4, rpsls, rpsl6, rpsl8, rpsl9

Proteina da subunidade rpl2 (x2), rpll4, rpll16, rpl20, rpl22, rpl23 (x2), rpl32,
maior do ribossomo rpl33, rpl36

RNA ribossomal rrn4.5 (x2), rrn5 (x2), rrnl6 (x2), rrn23 (x2)

trnA-UGC (x2), trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC,
trnF-GAA, trnfM-CAU, trnG-GCC, trnG-UCC, trnH-
GUG, trnl-CAU (x2), trnl-GAU (x2), trnK-UUU,
trnL-CAA (x2), trnL-UAA, trnL-UAG, trnM-CAU,

RNA transportador trnN-GUU (x2), trnP-UGG, trnQ-UUG, trR-
ACG (x2), trnR-UCU, trnS-GGA, trnS-GCU, trnS-
UGA, trnT-GGU, trnT-UGU, trnV-GAC (x2), trnV-

UAC, trnW-CCA, trnY-GUA

Fator de iniciacdo da traducéo infA

Proteina membrana de envelope cemA

Maturase matK

Protease clpP

Acetil-CoA carboxilase accDh

Sintese do citocromo C CCSA

Outras funcdes ycfl (x2), ycf2 (x2), ycf3, ycf4

Foram identificados 276 microssatélites no genoma de cloroplasto de E.
precatoria (Tabela 14). A maioria deles compostos de mono- (185 ou 67,0%) e
dinucleotideos (70 ou 25,4%), com o motivo A/T sendo o mais abundante, seguido pelo
motivo AT/TA. O restante dos microssatélites representa 7,7% do total, sendo esses
compostos por tri- (3 ou 1,1%), tetra- (11 ou 4,0%), penta- (6 ou 2,2%) e hexanucleotideos
(1 ou 0,4%).
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Tabela 14. Distribuicdo dos microssatélites encontrados no genoma de cloroplasto de E.
precatoria pelo software MISA, quanto a sua composi¢édo em termos de tipo de

motivo.
Tipo de motivo NuUmero de microssatélites
Mononucleotideo 185
Dinucleotideo 70
Trinucleotideo 3
Tetranucleotideo 11
Pentanucleotideo 6
Hexanucleotideo 1

As sequéncias com repeticOes identificadas no genoma de cloroplasto de E.
precatoria pelo programa REPuter estdo representadas na Tabela 15. Foram identificadas
21 repeticOes do tipo forward, 16 do tipo reverse, 6 do tipo complementar e 32 repeticdes
do tipo palindromica. Nao foram identificados elementos transponiveis no genoma de

cloroplasto de E. precatoria pelo software RepeatMasker.

Tabela 15. Repetices dos tipos forward, reverse, complementar e palindrémica
identificadas pelo programa REPuter no genoma de cloroplasto de E. precatoria.

Tipo de repetigéo NUmero de regides
Forward 21
Reverse 16
Complementar 6
Palindrémica 32

Os resultados da analise comparativa entre a sequéncia do genoma de
cloroplasto de E. precatoria e aquelas de outros genomas cloroplastidiais disponiveis para a
familia Arecaceae estdo apresentados na Figura 16. A analise com o mVISTA foi realizada

com as sequéncias completas destes genomas.
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Figura 16. Representacdo da andlise comparativa entre as sequéncias dos genomas de
cloroplasto de diferentes espécies da familia Arecaceae, obtida pelo software
mVISTA. A sequéncia do genoma de cloroplasto de E. precatoria é utilizada
como referéncia (eixo x). As regides coloridas em roxo representam éxons. As
regides coloridas em vermelho representam sequéncias ndo codificantes. As
regides em azul claro representam regides UTR. As setas abaixo dos nomes dos
genes indicam sua orientacdo. No eixo y estdo representadas as medidas de
identidade entre cada uma das sequéncias e a referéncia.

A Figura 17 apresenta a arvore filogenética construida para se inferir a posicao
da espécie E. precatoria dentro da subfamilia Arecoideae, com base nas sequéncias
completas dos genomas de cloroplastos. Todos os n6s apresentaram medidas de suporte de
moderado a alto, tendo a grande maioria apresentado elevada consisténcia (100% de valores
de bootstrap). A arvore evidenciou a proximidade entre as espécies do género Euterpe, que
se posicionaram em um mesmo clado da tribo Euterpeae, formando um clado irm&o com a

tribo Areceae, contendo as espécies Areca vestiaria e Veitchia arecina.
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Figura 17. Arvore filogenética entre espécies de Arecaceae, obtida pelo algoritmo de
Neighbor-Joining. As consisténcias dos nos foram obtidas por bootstrap, com
1000 repeticdes.

64



5 DISCUSSAO

O controle de qualidade realizado se mostrou necessario e € uma etapa essencial
para a montagem de genomas. No total, 15,18 milhGes de reads foram retirados das
bibliotecas de E. oleracea, o0 que representa 2,1% dos reads presentes originalmente nestas
bibliotecas. O numero de bases retiradas foi de cerca de 3,2 Gb, representando de 2,9% dos
dados originais. J& para as bibliotecas de E. precatoria, foram removidos 2,3% dos reads,
correspondentes a 16,66 milhdes de reads. Com relacdo as bases sequenciadas, 3,1% foram
removidas, representando 3,4 Gb dos dados originais. O uso de bibliotecas com short-reads
gera uma enorme quantidade de dados e, sequéncias com baixa qualidade sempre estdo
presentes, além de possiveis contaminantes e adaptadores contidos nas bibliotecas (Baker,
2012). E importante se destacar a elevada qualidade dos dados de sequenciamento utilizados
neste trabalho, com rendimento, ap6s o controle de qualidade, de cerca de 97% dos dados
brutos produzidos originalmente.

As estimativas de tamanhos dos genomas das duas espécies pelo modelo
implementado no GenomeScope se mostraram cerca de 50% menores quando comparadas
aquelas apresentadas por Oliveira et al. (2016), de 4,61 Gb para E. precatoria e de 4,13 Gb
para E. oleracea. Metodologias baseadas na contagem de k-meros geralmente produzem
resultados similares a citometria de fluxo, porém, em alguns casos, os resultados produzidos
podem ser imprevisiveis (Pflug et al., 2020; Vurture et al., 2017). Os resultados apresentados
por Pflug et al. (2020), comparando métodos de estimacdo de tamanhos de genomas de
especies de besouros (Coleoptera), apresentaram o dobro da cobertura estimada para os
genomas estudados em metodologias utilizando a contagem de k-meros, levando a
subestimativas de tamanhos dos genomas analisados. Isso ocorreu principalmente em
genomas maiores. As causas das divergéncias entre estimativas obtidas via citometria de
fluxo e via contagem de k-meros podem ser as mesmas encontradas neste trabalho, ainda
gue nao se possa afirmar quais fatores tenham sido os responsaveis por esta divergéncia. Um
aspecto que pode ter influenciado as estimativas produzidas pelo GenomeScope é o fato de
que os genomas das duas espécies tém baixos niveis de heterozigosidade (0,6% e 0,5%, para

E. oleracea e E. precatoria, respectivamente), dificultando a distingdo entre os k-meros de
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regides de copias Unicas em homozigose, daqueles de regides efetivamente duplicadas nos
genomas. Ressalta-se ainda que as coberturas utilizadas neste trabalho foram relativamente
baixas, dificultando a aplicacdo do modelo implementado no GenomeScope.

A diversidade de tamanho de genomas de vegetais, mesmo em espécies de uma
mesma familia, ja € bem documentada (Barret et al., 2018; Pellicer et al., 2018; Puttick et
al., 2015; Soltis et al., 2009). Genomas de angiospermas, de modo geral, variam entre 0,5 e
1,0 Gb em tamanho. Em gimnospermas estes tamanhos podem chegar a mais de 20 Gb.
Ligados a essa diferenca de tamanho, estdo eventos de duplicacdo e poliploidizacdo de
genomas inteiros (Dodsworth et al., 2015). O grupo das monocotileddneas abriga as espécies
com as maiores diferencgas entre tamanhos de genomas (Leitch et al., 2010).

O alinhamento dos reads obtidos no sequenciamento dos genomas das duas
espécies de Euterpe a sequéncias de referéncia ja publicadas para genomas de outras espécies
de palmeiras (E. guineensis e C. nucifera) produziram resultados similares para as quatro
combinages, com taxas de alinhamento em torno de 50%. Cumpre destacar que, na auséncia
de um genoma de referéncia para se mapear reads, a disponibilidade de genomas de outras
espécies proximas pode ser a Unica alternativa para o desenvolvimento de ferramentas de
analise gendmica, como a genotipagem SNP, por exemplo. E importante destacar que o
genoma de referéncia a ser utilizado deve ser 0 mais préximo possivel, para que os resultados
sejam consistentes com 0 genoma da espécie sob estudo (Galla et al., 2018; Lischer &
Shimizu, 2017). As informacdes oriundas destes alinhamentos permitem a realizacdo de
diversos tipos de inferéncia como, por exemplo, o grau de proximidade da espécie em estudo
com outras espécies de genomas ja publicados, a estimacdo do nivel de diversidade de
nucleotideos, a estimacdo do nivel de heterozigosidade, além da prépria escolha entre as
estratégias alternativas de montagem da sequéncia de referéncia para o genoma de interesse:
de novo ou utilizando uma referéncia.

Para as duas espécies de Euterpe, drafts assemblies de novo foram obtidos a
partir das estratégias de montagem selecionadas. Os assemblies escolhidos chegaram, em
termos de tamanho total, préximos aos valores estimados pelo GenomeScope, com ~1,7 Gb
e ~1,9 Gb para os genomas de E. oleracea e E. precatoria, respectivamente. No entanto, em
ambos 0s casos, 0s assemblies obtidos foram extremamente fragmentados. Considerando-se
0s contigs que permaneceram nas versoes finais dos assemblies, a cobertura média de
sequenciamento se mostrou inferior a 10X. Os assemblies de genomas de palmeiras que se

encontram disponiveis em banco de dados publicos tém coberturas entre 16 e 173X (Xiao et
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al., 2017). O contetdo GC de ambos os genomas obtidos ficaram em cerca de 42%, acima
do contetdo GC de E. guineensis (37%) (Singh et al., 2013) e de P. dactylifera (38,5%) (Al-
Dous et al., 2011).

As estimativas obtidas para a fracdo dos genomas que € constituida por
elementos repetitivos variaram bastante em funcdo da abordagem de analise utilizada. Pelo
GenomeScope, 57,6% do genoma de E. oleracea e 58,7% do genoma de E. precatoria sao
constituidos por regides de DNA repetitivo. Os resultados obtidos pelo RepeatMasker, no
entanto, apresentaram valores incomuns para a participacdo dos elementos repetitivos nos
genomas de E. precatoria (14,33%) e E. oleracea (13,89%). Estes valores s&o inferiores
aqueles ja obtidos para outras espécies de palmeiras, que geralmente possuem boa parte de
seus genomas compostos por elementos repetitivos. Sequéncias gendmicas de outras
espeécies vegetais depositadas em bancos de dados publicos como de P. dactylifera (~22%),
E. guineensis (~57%) e C. nucifera (~72%), demonstram que elementos repetitivos
compdem grande parte dos genomas de espécies de palmeiras (Lantican et al., 2019; Al-
Mssallem et al., 2013; Singh et al., 2013).

A retirada dos contigs inferiores a 500 pb e a fragmentacdo dos assemblies, esta
ultima pelo menos em parte consequéncia da utilizacdo da estratégia de sequenciamento e
montagem com short-reads, podem ter sido a causa das baixas taxas de regides repetitivas
estimadas pelo RepeatMasker. Isto pelo fato de que a montagem das regides de DNA
repetitivo deve ter sido justamente a mais prejudicada pela utilizacdo da estratégia de
utilizacdo de short-reads. Tendo sido a montagem destas regides mais fragmentada, ha uma
maior chance de que elas tenham sido removidas pela aplicagédo do filtro de 500 pb para os
contigs permanecerem no assembly. Cumpre destacar que as estimativas obtidas pelo
GenomeScope ndo sofreram este tipo de viés e devem, portanto, estar mais préximas dos
valores verdadeiros.

Programas que utilizam montagem de genomas utilizando reads curtos sé@o
conhecidos por possuirem dificuldades na montagem de genomas grandes e altamente
repetitivos, que é uma caracteristica de plantas. O uso de bibliotecas mate-pairs ou de
tecnologias de sequenciamento que produzem reads longos melhoram substancialmente os
assemblies, ancorando regifes Unicas do genoma e reduzindo a quantidade final de contigs
(Michael & VanBuren, 2020; Del Angel et al., 2018).

A presenga de microssatélites em genomas de eucariotos € abundante. Os

marcadores SSR, baseados nos polimorfismos destas regides, sdo extremamente Uteis para
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0 desenvolvimento de estudos de caracterizagdo da diversidade vegetal. Ainda hoje, no
contexto do melhoramento de plantas, os marcadores SSR podem ser usados para a distingao
de cultivares de uma mesma espécie, por meio de DNA-fingerprinting (Vieira et al., 2016;
Gao et al., 2013; Rodriguez et al., 2013).

Nas duas espécies investigadas, a quantidade e as caracteristicas dos
microssatélites encontrados foram condizentes com resultados j& publicados, em que a
quantidade de regides microssatélites em outras especies de palmeiras variou entre 70 e 450
mil. Ainda de acordo com estudos de caracterizacdo de genomas de outras espécies de
palmeiras, os motivos de mono- (com destaque para o motivo A/T) e dinucleotideos
(representados em sua maioria por AT/TA) foram os de maior predominancia. Em
consonancia com a literatura, os motivos de hexanucleotideos se mostraram 0s menos
frequentes nos genomas de E. precatoria e E. oleracea (Manee et al., 2020). Os primers
desenhados neste estudo podem servir de ferramentas importantes para o desenvolvimento
de estudos de genética de populacbes de ambas as espécies de acaizeiro.

As quantidades preditas de genes nos genomas de E. precatoria (97.021 genes)
e E. oleracea (83.792 genes) demonstraram-se muito superiores as quantidades de genes
preditas nos genomas de outras palmeiras como C. nucifera (28.039), P. dactylifera (41.660)
e E. guineensis (34.802). Em angiospermas, a media de genes encontrados é de,
aproximadamente, 33 mil genes (Neale et al., 2017). O alto nimero de genes preditos neste
trabalho pode estar ligado tanto a baixa cobertura, quanto a fragmentacdo, aumentando a
dificuldade de identificacdo de genes completos (Denton et al., 2014). Outras causas de
superestimacdo do nimero de genes incluem a contabilizacdo de hapldtipos distintos em
individuos heterozigotos como locos génicos distintos. No entanto, pelas taxas de
heterozigose estimadas nos genomas de E. oleracea e E. precatoria, este ultimo efeito deve
ter influenciado pouco as estimativas obtidas neste trabalho. Maior influéncia pode ser
atribuida a fragmentacdo dos assemblies obtidos. A fragmentagdo das sequéncias génicas
em multiplos contigs, faz com que estes fragmentos — na verdade correspondentes a genes
clivados — sejam contabilizados como multiplos genes distintos (Denton et al., 2014; Han et
al., 2013).

Paradoxalmente, apesar das provaveis superestimativas obtidas para o numero
de genes em ambos 0s genomas sequenciados, o benchmark realizado pelo BUSCO revelou
gue a maior parte dos genes ainda ndo esta representada nos assemblies. Somente 15% (E.

oleracea) e 11% (E. precatoria) dos genes ortélogos esperados em monocotileddneas foram
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identificados (como sequéncias completas ou fragmentadas) nos contigs obtidos. Este
resultado também pode ser consequéncia do elevado nivel de fragmentacdo apresentado
pelos assemblies. Ainda assim, é importante considerar que ha uma importante contribuicéo
no sentido da caracterizacdo do genoma das duas espécies, ja que, estima-se, foram obtidas
sequéncias completas de 7% e 6% dos genes dos genomas de E. oleracea e E. precatoria,
respectivamente.

Em comparacdo com genomas nucleares, os genomas de cloroplastos (cpDNA)
em plantas superiores, geralmente, sdo moléculas circulares e o seu tamanho é mais
uniforme, com cerca de 120 a 160 kb em tamanho, com algumas excec¢des podendo chegar
a 2000 kb. A principal fungdo dos genomas de cloroplasto esta relacionada a transcri¢éo de
genes envolvidos na fotossintese (Zoschke et al., 2007; Zheng, 2011; Zhang et al. 2020).

O cpDNA de E. precatoria apresentou estrutura quadripartida tipica de genomas
cloroplastidiais de Angiospermas. O genoma € dividido em uma regido de copia simples
longa e outra de coOpia simples curta, as quais sao separadas por duas regides repetidas
invertidas. O tamanho do genoma cloroplastidial montado (159.280 pb) foi similar aqueles
de cloroplastos de outras espécies pertencentes ao mesmo género, sendo ele 883 pb maior
que o genoma de cloroplasto de E. edulis (158.397 pb) e 478 pb maior que o genoma de
cloroplasto de E. oleracea (158.802 pb) (Lopes et al., 2021).

A quantidade total de genes (113) e suas respectivas posi¢cOes se mantiveram
conservadas entre todos os genomas de cloroplasto das espécies do género Euterpe ja
publicados (Lopes et al., 2021). O numero de microssatélites encontrados no genoma de
cloroplasto de E. precatoria (276) se mostrou similar aos encontrados em estudos anteriores
com espécies do mesmo género (245). Os microssatélites identificados podem ser utilizados
futuramente para desenvolver marcadores moleculares, que sdo recursos Uteis em estudos de
processos evolutivos, de estrutura genética de populagdes, além de serem amplamente
utilizados em estudos voltados para a conservacdo, a domesticagdo e 0 manejo de espécies
(Lopes et al., 2021; Vieira et al., 2016).

Foi observada uma grande similaridade entre os genomas de cloroplasto das
cinco espécies da familia Arecaceae submetidas a analise pelo mVISTA, especialmente no
que tange as regides génicas. Colaborando com essa analise, a relacdo filogenética entre as
especies sugeriu que E. precatoria e E. oleracea sdo espécies irmds, com E. edulis
compartilhando um né com o ancestral destas duas espécies. Esse resultado se mostrou

diferente de estudos anteriores realizados com marcadores moleculares em genomas
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nucleares por Pichardo-Marcano et al. (2019), o qual sugeriu que E. precatoria e E. edulis
sdo espécies irmds, enquanto E. oleracea estaria posicionada em um nd mais abrangente.

Uma das hipdteses para se explicar o resultado obtido pela analise filogenética
esta relacionada aos habitats em que estas espécies evoluiram. E. oleracea e E. precatoria
estdo presentes em regides ao norte da Amazonia brasileira e em outros paises (Venezuela,
Guiana e Guiana Francesa). Por outro lado, E. edulis, uma espécie-chave da Mata Atlantica,
ocorre predominantemente do nordeste até o sul do Brasil, no nordeste argentino e sudeste
do Paraguai (Reis et al., 2000; Cymerys et al., 2011; Lopes et al., 2021).

70



Vi.

6 CONCLUSOES

. Os resultados obtidos nesse estudo sdo passos iniciais para a obtencdo das sequéncias

completas dos genomas de E. oleracea e E. precatoria.

. As estimativas para os tamanhos dos genomas de E. oleracea e E. precatoria séo de

1,74 Gb e 1,97 Gb, respectivamente.

As fracBes dos genomas de E. oleracea e E. precatoria constituidas por DNA repetitivo
séo estimadas em 57,6% e 58,7%, respectivamente.

O genoma cloroplastidial de E. precatoria é bem conservado quando comparado a outras
espécies do mesmo género em termos de tamanho, composicdo de genes e de regides
microssateélites.

E. precatoria e E. oleracea sdo espécies irmas, com E. edulis compartilhando um ancestral
comum com o ancestral destas duas espécies.

Os resultados obtidos neste estudo sdo um aporte para maior entendimento das espécies do
género, abrindo caminhos para pesquisas futuras dedicadas a conservacdo, domesticacdo e

melhoramento destas espécies.
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Tabela 16. Caracteristicas gerais dos primers para amplificacdo de regides contendo

microssatélites no genoma de E. precatoria. (continua)
Nome Motivo ;?;Z’u(:g Sequéncia Forward T(eércr;)p ' Sequéncia Reverse T(?)rg)p '
Ep001 AT(25) 248 GCGTGCAACATAACCCACTC 59,83 GACCCTCTCCGTCCCTACAT 60,11
Ep002 AG(14) 154 AGAAGAGAGACCATGGCCTG 58,80 TGAGTGCACTTCAGGCTGAG 59,97
Ep003 AC(25) 142 TTTGCAACTATTTAGGTTGGCTT 57,20 TGACCTAAGGGAGCTGCTTTG 60,00
Ep004 AG(25) 299 CCGCTATCCACCTTCTCCTG 59,61 TTGTTGCCAGTACCAAGCCT 59,82
Ep005 AG(25) 298 AGGCTTGGGCATCAGTCTTG 60,32 CATTTGAGCAGCAAGGGCAG 60,11
Ep006 AG(25) 265 AATCCAAAGTCCGAGCCCAG 60,04 AACCATCGTCATCGCTCCTC 59,90
Ep007 AT(11) 250 ACAGAAAGTCATGAAACAGGAGGA 59,90 CAACCCGTGCTGCAAAGAAA 59,90
Ep008 AT(25) 297 CCTCTAGACCCTTCCATGTGC 59,86 AAGGTCTTTGAAAGCTTTCATGT 57,14
Ep009 AT(13) 263 TTGGGCCTTTGCAGAGCTTA 59,89 TCAAGGATCTGCAGACAGCC 59,75
Ep010 AG(25) 278 CCTGGGAGATGAGCAGCAAT 59,82 GGTGTGGAAAGAGTTGCAGG 59,05
Ep011 AT(25) 263 CGCGGACACACGAAGAGATA 59,90 CCGATTCTATGGCCCAGGAC 59,97
Ep012 AG(12) 273 AGAGAAGAGAATGCAGTTGCCA 59,96 TCATCGTGCCTGCCTTCAAT 60,04
Ep013 AT(14) 243 TTCCATGGTGGTGTATGCGT 59,67 AAAGAAGACGGCGGAGGAAG 60,04
Ep014 AC(25) 263 GGGCGCTGATAACTTGGTTG 59,55 CTCTCTCTCCTCTCTTCCCTCA 59,49
Ep015 AG(25) 237 GAGGCCTCTCGGATCTCGTA 60,25 GGAGGAGAGTAATGGCGAGC 59,97
Ep016 AC(25) 179 GGAGCCTCACTGAATTGATCCA 60,09 TCAGATGGTAGAGAACGCCA 58,15
Ep017 AG(25) 131 AATGACGCAGCAGACCATGA 60,04 AACGGTTTGAGGCCATGTGT 60,47
Ep018 AT(10) 242 TGATCATAGCACTGCATCCATGT 60,18 CCATGATCTCTCTGCCTGGC 60,25
Ep019 AT(16) 278 AACTGTGAGGCTTAGTGGCA 59,24 GGAGAGAAACGAAGAGAGGTCA 59,18
Ep020 AG(12) 274 TGTCACTCTTGTTCCAGCCA 59,16 ACAGCAACACCCTGCCATT 60,15
Ep021 AG(25) 300 GCCCTGTCATCATGCAAATCC 59,93 TCTCTTGCAAGCAGATGGTCT 59,37
Ep022 AG(25) 270 AGCCAGAGCAAGAAAGGTTG 58,39 AAATGTGTGGACGTTACCCA 57,36
Ep023 AG(25) 290 ACCACTTTAGCAGATATACTCACTTCA 59,88 TTGATTATACTAAGTTTCCCTCCCTT 57,60
Ep024 AT(25) 251 TCGATTCTAACTAGTTGACCCGA 58,74 GCCCTGGCATAATGCGAGTT 61,10
Ep025 AAT(23) 300 TCCGATGATGACAACTTCACT 57,04 AGTCCGGAAGTCTGGCTACT 59,96
Ep026 AAT(25) 227 TTTCGCCGGGATCATACAGG 59,89 ATGGCGGAGAAGGAACTCAC 59,75
Ep027 AAT(22) 278 GGCATTGTCCAGGATACGCT 60,18 GCTGGAGCAGGTATCTTCCC 59,89
Ep028 AAT(22) 281 AGCATAACCTCAGGACCTTGC 60,07 CAGCTACCCACTTACCTGCA 59,39
Ep029 AAT(25) 257 AGCTATCCGGTGCAGAATGC 60,53 GTTGCAAGCGACGTTTGTCT 59,97
Ep030 AAT(23) 298 TGCCAACCCTTCTTAATTGAGC 59,17 TGGACTCATTGCATGGTCCT 59,01
Ep031 AAT(23) 297 GCCAACCCTTCTTAATTGAGCA 59,17 TGGACTCATTGCATGGTCCT 59,01
Ep032 AAT(25) 269 CCTTAGGCCAGGTGCAGTTT 60,25 AGGGCGGTTTAACCTTTCCA 59,52
Ep033 AAT(20) 258 CCAGGAGAGTGGTGGCTTG 60,00 GGGATTTCAATTAGCCAGTTCCTG 59,90
Ep034 AAT(21) 243 TGACCGCAGAAGAGAGAACG 59,76 CATCTCTACGCGGCTCAGAG 60,04
Ep035 AAT(21) 295 TCTTTGACTACGGGATAACATGA 57,07 ACAGTACTGGTTTATAATAAGGTGGT 57,85
Ep036 AAT(22) 262 ACAATTCTTGGAATCCCGGCT 59,99 CGGTCCCATTTCTTCTATCGC 58,86
Ep037 AAT(24) 276 TTGGAGCCCGGCTTGAATTT 60,54 AGGCTGAACTTGAGTTGGAGT 59,23
Ep038 AAT(23) 196 GAGAAGTAGTGCCACTGCCA 59,68 TTTCTTTAACCTCGATCTCCCTT 57,24
Ep039 AAT(21) 277 GGCTGGATGGAACCCTTTCA 59,96 TTGGTTAAGTCAAGGACAGCA 57,43
Ep040 AAT(23) 271 ACCACTTTCATAAGCAGCTCA 57,58 CCCATGCTTTGTTGTGCAGT 59,61
Ep041 AAT(25) 295 TCACAATGTCCAAATGGTTATTCA 57,09 TGAGCAGCAGTACTTTGGTCT 59,31
Ep042 AAT(22) 156 GTGGTGGCTGCTACTTCTCA 59,68 TAGCAGGCAGGAATTAGCCC 59,53
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Nome Motivo ;?Q&‘Jig Sequéncia Forward T(((ejrg)p ' Sequéncia Reverse T(%rg)p '
Ep043 AAT(24) 297 ACCCATTGCTGCAGTTGGAT 60,25 TCCATGACAAGGCAATTGGGA 59,92
Ep044 AAT(10) 231 TGAGGATATGGACGAAGCCAC 59,59 GGCATACACCGGTGAGATGA 59,54
Ep045 AAT(22) 262 TGCTTAGCATCTCTCTACTCAGA 58,21 GGGAGGAAATATGATTTCTTGCTT 57,28
Ep046 AAT(22) 225 TCCATGCACCTCTACATCAACT 59,16 GGCGCGTGAGATGTTTGAAA 59,76
Ep047 AAT(20) 267 TGCTAAGCATCTTCACCGCA 60,04 GCTTCCTGATGTCGAGTGCT 60,11
Ep048 AAT(21) 296 ATCCCTCTCCACCACCCATT 60,25 ACATGATTAACGACAAAGAGGGA 57,84
Ep049 AAT(20) 246 TGGTTTCCTCCCTTTCTCTCA 58,30 CGGCAAATCTTGATCTGAACGG 60,22
Ep050 AAT(25) 297 CGCTGAGCTGATTGAATGGC 59,97 TTCCAAAGGACAGCAAAGGG 58,30
Ep051 AAT(21) 174 CACTGTCTTGTGTTGCACGG 59,97 ACAGCTGAATGACTTTGGATGA 57,98
Ep052 AAT(20) 176 AGAAGAAGCTGCCGGAAAGT 59,60 TCCTGATTGGAAGCTATATATTCAAGT 58,12
Ep053 AAT(20) 296 ATGCGCGAAGATATCAGCCT 59,68 AGATCGAGGGCACGCTTTAG 59,90
Ep054 AAT(23) 271 AGAAAGCTTGTGGACCTAGACA 59,03 AAAGTGATTTGGCGGCAACA 59,25
Ep055 AAT(23) 280 TTGGTTATTTCAAAGACCATCATATGA 57,53 TGGCCATTTCAAATCCATTGCA 59,70
Ep056 AAT(21) 204 GGTGGGTTGGATGGATCAGG 60,11 TTTGATTTGTTATGTTCTGTCTCCA 57,18
Ep057 AAT(23) 280 TTTAGGTTGTCAAACGCGCG 60,04 GCTCTACTACCAACAATAATCCTGG 59,01
Ep058 AAT(20) 222 GGGCACCGATAGCAAAGAGC 61,44 TCACACGATCACTGTTGAACCA 60,16
Ep059 AAT(20) 238 TCTAAAGCTAGCAACAAACATAGAAA 57,38 GGTGTGCCACATCATCTCCA 60,04
Ep060 AAT(25) 213 TTGTGCTTACTTGGCAAAGC 57,49 AGCAACCTCCACATGGTTTCT 59,85
Ep061 AAT(22) 260 GCAATAAGAGCAAACAAGCAACA 58,95 TGCTAGCTAACGTTGGGTGT 59,32
Ep062 AAT(25) 281 GTGAATTGTTAGGTGCCCGC 59,83 TCTGCAAAGCTGAGACAAGTGA 60,16
Ep063 AAT(23) 183 ACATGCGCAACTTGCACAAT 59,97 GGACCGTCTCTTCTTCTCGG 59,55
Ep064 AAT(23) 252 TGACTTAGACAGGGCTTGCC 59,68 AATCTATGGTGGCGGTTCCG 60,18
Ep065 AAT(20) 192 CTTGCCCTCCGGTCTAACAT 59,46 TGGAGGTTCCTCTTTGCACT 58,86
Ep066 AAT(23) 253 ACGTTCAACCATGAAGTTGGC 59,66 ATGCTTTCAGATAGGCGGCA 59,82
Ep067 AAT(20) 219 ACAAGTTAAGGGCCCTGCAA 59,81 TTGTCCTTGCATGTGTGGGT 60,11
Ep068 AAT(20) 286 AGGTCAGGATACGTGGTGGA 59,96 GCGGAGGATGTTGAAACTGG 59,20
Ep069 AAT(23) 289 CTCTTCCTCGACACCTGCAC 60,39 TGGGTCAGCTCGGATATGGA 60,11
Ep070 AAT(23) 226 GGTCTGGTGGAAGCCTATGG 59,82 AGTGCTCTTCGCCAGTGAAA 59,89
Ep071 AAT(24) 227 TGGAACATGACTAGAAATCTTGCA 58,44 TGTCCTGATATGTTTCTATCTGTGA 57,34
Ep072 AAT(23) 262 GGGTCTTCTTTGGCATGATGA 58,27 TGCAACTACATGGCTACGGT 59,39
Ep073 AAT(23) 261 TGCAACTCAGCCACCTTCTT 59,82 GGATCCTCCTAGATCAACCAAGG 59,67
Ep074 AAT(20) 255 TGATGGGTGAACTGTTGAGCA 59,86 CGTGCATGCAACTATGTGCA 59,83
Ep075 AAT(24) 251 ATGGCCCATTGTCCATGTCT 59,37 GGCAGGTCAATATTGTTCCGC 59,93
Ep076 AAT(25) 248 CTGCATCCCTCAGTGCTGAA 60,04 AACCATGCATGCCTGGAAGA 59,96
Ep077 AAT(23) 178 TCATGTTATCTGAGTCATTATCGGC 58,84 TGTTCCATTGACCGAACCGA 59,61
Ep078 AAT(23) 285 CCTCTCCTCCAGCTCCGAAT 60,76 CCCTTCCCTCCCTATCTGGT 59,73
Ep079 AAT(25) 254 AGGAACGAAATCAGGGTTGGA 59,30 ACCCTCACTTGTCCTGTCCT 60,11
Ep080 AAT(20) 215 AGGCTCAGTTTGCAAAGGGA 59,81 TGGCGATCATGTGAACTGCT 60,04
Ep081 AAT(21) 246 AGTTTGTGGCACTTCGTTCA 58,26 AGAGGTCAAGGAAAGACATTGT 57,29
Ep082 AAT(25) 266 ACCAGCATGCATAGCCATGT 60,11 GCCACTAGCTAAGTTGGCCA 60,04
Ep083 AAT(21) 253 AATTCAGCGCATGATGCACC 59,90 ATCCCTGTGAAGTCCAGGAT 57,72
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Ep084 AAT(20) 300 TGCCACATCTTAGACCCATACA 58,89 GCACCTCTTTCTCCGTGCTA 59,75
Ep085 AAT(20) 260 GCATGGTTCCTGTGAAAGCC 59,76 AATCCCACTCAACGCCAGAG 60,04
Ep086 AAT(24) 287 AGATGCAGAATGGTGGGTGG 60,03 GGGATCTGCTTCGGTCAGAG 59,90
Ep087 AAT(21) 222 GGAGGGCTTGAAGGGTGATC 60,11 GCCAAGGCAACCTTATGTCAG 59,53
Ep088 AAT(21) 169 ACTTTGCCAGCTTGGTCAGA 59,82 ATGGTTCAGCATGCTCCGAA 60,04
Ep089 AAT(25) 237 TCCATCATTCCATACTACCATATGCA 59,79 AGTTGACTTGGAACATAAGTTTGCT 59,41
Ep090 AAT(21) 220 GAGAATTGGACGGACAGGCA 60,04 TTTGGCTTCCACCTCTTTCA 57,25
Ep091 AAT(20) 135 GGACGAGGGAGTTGCTGATC 60,18 TGCAAACACCATGACGATGA 58,11
Ep092 AAT(24) 265 CCTAACCAAGCCAACCTCCA 59,60 GCCATGGAAGCATCAAGTGG 59,54
Ep093 AAT(20) 285 AGCAGCATCCTTCTTCCCAT 59,08 TTAAGCCTGGTGTTGAGCCC 60,25
Ep094 AAT(23) 223 AGCCTGGCACCATTCTTTCA 59,89 GCAACGAGTACCCAAGACCA 59,97
Ep095 AAT(23) 145 CGGAGAAATTGGTGCCTCCT 60,04 GGCCTGGTATCCGGCATATC 60,11
Ep096 AAT(20) 209 CGCAGGGTATAATGGCTCGT 59,97 CCGCTTCAGCAGGCAAGAAT 61,31
Ep097 AAT(21) 281 CGAGGAGTGGACTTGAGATGG 59,86 AATGGTAGCTGAACGTTAATAACTT 57,08
Ep098 AAT(23) 155 CCTACCCAGGACAACAACCC 59,96 GAGGTACCGCGATCCTCAAG 59,97
Ep099 AAT(25) 204 TCTTGCAAGCGATGAGGGAG 60,11 TGACGGCAGTTGCAACAGTA 60,18
Ep100 AAT(22) 244 ACCCGAACCAGATAGGACTG 58,51 ATCAAGCCGTGCCAGATCAA 60,04
Epl101 AAT(21) 167 TGATAGGTGCGAATGGTTGT 57,22 TTGAGAGCAATAATTTACCATCTCTTT 57,53
Ep102 AAT(24) 179 GCTGTTATGGCATGTGACCC 59,26 TCCTGTCCCATTGGAAGGTT 58,54
Ep103 AAT(24) 209 ACTGGGCTTGATGGAGTTTGT 59,85 | TGATAAATATAAGGAAGCACAGGAATT 57,13
Ep104 AAT(20) 264 TGCTTAGTCATCGGTTTGGCT 60,00 GAGACTGGGCCACTCTGTTC 60,04
Ep105 AAT(25) 271 GGACCCACCAAGATCCACTG 60,04 TGAACTTCACCAAGTATGCCA 57,50
Ep106 AAT(20) 276 TGGCTCGATGTCTCTTCCTTG 59,79 AAATCAATAGGGCACGATGGT 57,70
Ep107 AAT(23) 263 TCGAGCTCATCACCTCTCCT 59,74 ACCGTCCGAAGTGTAGAACG 59,76
Ep108 AAT(25) 216 CCCTCCTCCTCCTCTTCCTC 60,11 AACAGGTCGAATACAGGCCA 59,02
Ep109 AAT(22) 273 GGGCTTGGCTCGGTATAACA 59,82 GGCTTGGCACGTTAACCATG 60,11
Ep110 AAT(23) 238 AGGTAGTCGACGAAGCTCCT 60,04 ACTCAAAGGGCCCTTCATCG 60,04
Eplll AAT(23) 281 TTTCGTTTCCCGGGAACTCA 59,53 TGCAAGTCACTTCAGCATTCC 59,12
Ep112 AAT(21) 219 ATTTGTCAGCTCCTGAGGCC 60,04 ACTGATTAGAACGGGCAGCA 59,39
Epl13 AAT(21) 196 ACATGGGTCAAGCTACCAAACA 60,16 TCATCCTAGCTCTACGATTGTAAGA 58,70
Epl14 AAT(20) 258 TGGTTCAGAATGCAAATATGGCA 59,23 TGCTGCATGTTCCTAGCATCA 60,07
Epl15 AAT(25) 272 AACCAAGATGTCACTTTATCAATCTT 57,36 TCCTTGGTTGATGGAGATGGT 58,72
Epl116 AAT(20) 300 CGGATGGAGGCTTGCCAATA 60,18 AGGGACTAGTTTCAAAGGATCCA 58,82
Epl117 AAT(25) 300 CCTGTTTGGGAGAGAAGAATGGA 59,99 ACTCCGTTGCTACTTTGATTCA 58,00
Ep118 AAT(22) 249 TTTGTGGCTCTTCGGAGGTG 60,25 GCTTCCCTTCTTTGTATTGTCTCC 59,60
Epl19 AAT(22) 242 TGGGTGTTGGATGTTAGGGAC 59,65 GCATTACCTTCAATGAATGCCCT 59,61
Ep120 AAT(23) 195 TGCAACCACAGATCTACGTT 57,17 TCCATCCATGCATCGCAGAG 60,25
Epl21 AAT(23) 274 ATCTTTGACAAGGCTCGCCA 59,96 CCAACACTGCTCCCTCTCTG 60,04
Ep122 AAT(21) 244 GTCATGGCAGCAACTCTCCT 60,04 TCATGGATGTCAGTGCAGCA 59,67
Ep123 AAT(20) 109 TCAGGTGGCAGACTCCCTTA 59,88 AATTATAAGTGGTTGCCCAGAGA 57,55
Epl24 AAT(23) 274 TGAATCCTTTCAAGCCCGCT 59,96 TGGGCTACACAAGTGAGCTG 59,97
Epl25 AAT(21) 277 TCTGGTCGAGCTTGAGTTACA 58,76 ACTGAGCGATACTTGAGCTCG 59,94
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Ep126 AAT(24) 292 TGAAACCATGGATGCTAGGTT 57,26 ACCTGAGTCGAGACATTGGA 58,08
Epl27 AAT(22) 184 AGCACCGTAATCATTTCTCAACA 58,68 ACCGATGGGAAGGATTGTCC 59,45
Ep128 AAT(25) 254 CTCGGCATGCAAGATTGGTG 59,90 TGCCACAGCCAAGTCTTCAA 60,11
Epl29 AAT(25) 229 CGACTGGCCTTCACAACTCT 59,97 GTGTTGTAATGCTGTCTAGTACAAT 57,40
Ep130 AAT(22) 213 TGAACCATTGCATGTCATTTCCT 59,17 TCCGTCTGTGAGCACAATGG 60,32
Epl31 AAAT(11) 296 GCTGCATCGCGAAAGATAGC 60,11 CTGGCTATGGGCTACACAGG 59,89
Epl132  ACAT(11) 237 AGATCCAACAACCACAATCTAAATT 57,22 TGTAGCATAGGAGGTGGCCT 60,03
Ep133 AATT(10) 258 AGTTGGAAAGGAGATCAGAGCA 59,09 GGCCTTGGCAATGACGATTG 60,18
Epl34  AGAT(10) 221 TCGATTTCGGTGGCTTCTCC 60,11 TCTCCCAGCTCCTCTCTGAC 60,03
Ep135  AAAT(20) 287 GCTTGCTTGCTGAGATCATGA 58,99 CTGGATTGCCATTGCCAAGG 59,82
Epl36  AAAT(11l) 300 AACACCCAAATGCATGGCAC 59,97 CATTGGCTACGGCACTTGAC 59,55
Ep137  AAAT(10) 203 GCTTATGCTCCTTGCCATGC 59,97 CCAAAGGAGGATCAGCCCAA 59,67
Ep138  AAAT(10) 267 GTTGTTGGTCATATGCGGCC 59,90 GTTGGGTTTAATACGGCCGC 59,90
Ep139  AAAG(11) 275 GCAAGCAAGTGGATGGAGGA 60,32 TCTTCCTTGCCTTGCCGTC 60,30
Epl40  AAAT(10) 300 AGCTGATCATAGTGGCTGTCA 58,89 GCAAGACCAATGGGACCGTA 60,04
Epl41 AAAT(10) 268 AGGCTCCTGAGGTCATAGGC 60,76 TGGTCTTAAACATGGTTCGGG 58,21
Epl42  AAAT(11) 271 TCTCGAAGCACATGCATGGT 60,04 CGTCCCTTCTTTCCCACCTC 60,04
Ep143  AAAT(10) 182 ACTTTCCCTCGGGATAGGCT 60,03 ACTAGGAGGTGTGGACGTGA 59,89
Epl44 ACAT(11) 285 TGCTGGCATGTAGCATCCAG 60,47 AGGCTCCTGCATTCACATGT 59,67
Epl45 AATT(10) 267 TCGGATCTTGGGTCCCTTCT 59,96 TCTTTGCACACAAGATAGAGACCT 59,72
Epl46  AAAT(10) 269 GGCCAAGGAAGGGTGATGAA 59,96 ACAGGAGATCAAAGCAAGGCT 59,65
Ep147  ACAT(10) 222 CGATCCAAACTCTTCTTCACCG 59,33 GGAACGGCTTCCTCCTATCG 59,97
Ep148 AAAT(10) 267 AGTATATTGAACAAGTTGCCCAGA 58,18 GCCTAATAACTCTCTTTCAATAGGCA 59,01
Epl49  ACAT(10) 291 TATCAATCGGTGCCTCGGTG 59,90 GTAACCAGCTGGCGGATCAG 60,81
Ep150 ACAT(12) 155 GTTTGAGAGCCATGCTTTGCT 59,73 GGGTCATGATATGGGTCAGCC 60,27
Epl51 ACAT(11) 169 AAGCCTGGTTCAAGCTTGGT 60,11 TCAAGCTTGGCCCGATTAGG 60,11
Epl52  AAAT(12) 267 GGACTCACTCAGATGGCAGG 59,82 AAACTGCAGAACATGGCTCT 57,72
Ep153 AATT(13) 223 ACGGGTCCTGGATATCCTGA 59,44 TGCAGAGCATTACCCGGTAT 58,87
Epl54 AAAAG(10) 251 TGACCTTGACACGATGGCTC 60,04 TTGCTTCGAGCTAATGGCCA 60,04
Ep155 AAAAT(10) 287 TATGCTTGACCGTGGATCGC 60,53 AGCTGGGACTAGGACAGGAA 59,59
Epl56 AATAT(12) 246 TGCTTGATCGATCCTCCATTG 58,16 AGTACGTGGGCTTGAGTGTG 59,97
Epl57 ACCAT(11) 221 CCCTCCCTCTTACAACCTCC 58,80 TCAGCAAACACCTCCAAGCT 59,82
Epl58 AATAT(16) 297 CAAGCACATCAAGCAACCACA 59,93 CAGGTGCCCACTATCCGAAC 60,46
Ep159 AAAAT(10) 200 CTCTGGTTGTGTCTAGGCCG 60,11 CGTGCAGTGATTGGCTCATG 59,90
Epl60 AAAAT(10) 271 TGGTTGCGTACTGCTTAGCA 59,97 AACCACGGTTCGACACGTTA 59,90
Epl61 AAAAT(10) 168 AGCCTTCGAGTAAATGGCAGT 59,72 AGAAACACCATCCGACGCAT 60,04
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Tabela 17. Caracteristicas gerais dos primers para
microssatélites no genoma de E. oleracea. (continua)

amplificacdo de regides contendo

Nome Motivo -r[)-?cr::j.u(:s Sequéncia Forward ngf ' Sequéncia Reverse T(ir('r;)p '
Eo001 AG(25) 285 GGGCAATGAGAAGGCTACCA 59,74 TCACACCAGCTTGAGTTCGT 59,54
E0002 AG(11) 262 GAGTGGGAATTGTGCCCTGA 59,96 CCGTGCCTCATTTGGAGTCT 60,04
Eo003 AG(25) 189 CCGAAGACCCGACTCAAACA 59,97 TTTCCCGCGAGTCATGGTAC 60,11
E0004 AT(11) 255 CCGTCAATGTGCCCTTCTCT 60,04 TTGTGTCATGAGGACCGTCG 60,04
Eo005 AT(25) 297 CCTCTTTAAACAGTGCCTGGG 58,84 CCCGTGTTCCACCGTTCTAA 59,97
E0006 AG(25) 173 TGCTCGTGATGTTGATCTAGGA 58,98 CTCTCACACTCTCTACGCCC 59,26
Eo007 AG(25) 240 CTGGAACACATAGCCTTTCGG 58,99 TCAACAATAGCAGCAGCAGTG 59,19
E0008 AG(25) 167 TGGTGGGTACGTGCAGAAAG 60,25 CAATTGCAGCACCACCCAAG 60,32
E0009 AG(17) 199 ATCCATGCACAACCTCTGGG 60,03 GCGCATCGATCGTTTGGTAC 60,04
Eo0010 AG(11) 214 ACCACCCAGATCCGATCAGA 60,03 CCACATCCTCATCTGGGAGC 59,89
Eo011 AG(25) 174 ACTAGCTGCTACCTCATATGCA 58,77 GGTGGCCGAAGAAGATGTGA 60,04
Eo012 AT(25) 236 GGAAGACCAAACCGCCCTAA 59,96 TTGTTGAGCTGACAGTGCCT 59,82
Eo013 AT(25) 247 TGACTGTGATGCTGCCCAAT 59,96 TCCGAGGTATTGTGCAAGCT 59,39
Eo014 AAT(20) 230 TTTAGGTTGTCAAACGCGCG 60,04 TCCATGTGTATTGCAGGTGGT 59,65
Eo015 AAT(24) 284 CAACTGCCAGCCTGCAATTA 59,11 TTGGGTCAACCGGTCATGTC 60,25
Eo0016 AAT(21) 278 TTCTTGATGGGCTTGCCCAA 60,18 CCAGTGCCCATGTCTACTACC 59,86
Eo017 AAT(21) 165 ACAACAAACCGCATCCCATT 58,66 TTGCTGGTGACGAGTTCCTC 59,97
Eo018 AAT(22) 271 GGTGCTAGTATCTGCACCGA 59,26 AGTGTAGGTTTGCAAATTACTGGA 58,62
Eo019 AAT(24) 248 AAGCTCAACTTTGGAGTGGT 57,26 TGGATGCGAACAAATTGTGCT 59,39
E0020 AAT(22) 268 AAATGCAGTACCTGGAGGCC 60,03 AGCCTTGACTTGTCTCCAGC 59,96
Eo021 AAT(22) 184 TCGAGGCAGGGAGTTGACTA 59,96 CTTCCACGTGTGATGTACGC 59,29
E0022 AAT(21) 226 TCAACTGGAATCAGCGGCTT 59,96 GGATACCTTTGGCATGGGCT 60,11
E0023 AAT(20) 300 AGGATGCAAAGGAGCCAACT 59,59 GAGGCCATGCATTCGAACAG 59,62
E0024 AAT(25) 270 AGCACGATACCTTGCGAACT 59,75 GCCTTACCCTAAAGCCGACA 59,75
E0025 AAT(25) 295 GAGAGGTTGCTGCATGGACT 60,04 TGGCTGCCATCCCACTAGTA 60,33
E0026 AAG(20) 152 ACACTCAAACCGACTGAGAAGA 59,31 CCTCCAAACCCAAGCTTTCC 59,03
E0027 AAT(25) 298 TCGGTCTCAGCTGCATTCAA 59,68 GCGTAGATTTCGATCGAGCG 59,30
E0028 AAT(20) 296 CGTCAAGCACTACTCGAGCA 60,11 AAACAAGGTGGCAGGTGAGT 59,74
E0029 AAT(23) 279 GAGCAGCTTGTCCACCGTTA 60,32 TCGTTCATCGGGCAAGCATA 59,82
E0030 AAT(21) 289 TCAAGGCTCATGCTCACGAA 59,68 ACCGGTCCATGATCAATTCGA 59,52
Eo031 AAT(24) 300 TCCCAGAGCATATCGTATCTGT 58,23 GGCTTGAGCATTAACTTGGGA 58,55
E0032 AAT(24) 297 CCTCTTTGATGAGGCATAAGAGA 57,71 TTTGAGCAGCAGTGAGACAA 57,67
E0033 AAT(23) 227 TCACCTCCATCTACAACCTCA 57,82 GTTCCCTAATGAGGCCAACCA 60,00
E0034 AAT(21) 298 AGGCATAGTCCATCTCGGGA 59,81 ACGGCTATATACTTCCCAAGAGA 58,26
E0035 AAT(20) 170 AATGCATGCATTGGCTTCCA 59,09 CTCGGTGGATACGTGGATGG 59,97
E0036 AAT(24) 283 TTCCAAATCCTCGTCCTGGT 58,64 | TCTAATGAAGAGAAATCCATGCAAA 57,06
Eo037 AAT(21) 295 TTTGATTTGTTATGTTCTGTCTCCA 57,18 GGCAACAGGTTGGGTATGGA 59,96
E0038 AAT(21) 282 CTCTCAGTCCACCATGCACA 59,68 TTGATTCCGAGTGCGCTGTA 59,76
E0039 AAT(20) 266 CACCCTGTCCGCAAACAAAG 59,97 TGCAGTATTAATCCACCGCCT 59,51
E0040 AAT(22) 269 CCCGAACACCCAATCTCCAA 59,96 AGCTGATAAGAACCGTACCGT 58,90
Eo041 AAT(20) 214 GCTCGACTCTAAGGAGCTCC 59,33 GGCCACCCTCTATTCAGCTC 59,89
Eo042 AAT(21) 276 AGGTGAGAAGAAGACCTAAACAAGT 59,63 GCAAGCATGAAGGTTCTCCC 59,19
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E0043 AAT(25) 286 TTCTCCTCCGACCCAGATGA 59,67 GCCTTCTAACTTGGCAAGCG 59,83
Eo044 AAT(24) 299 ACCTGCAATGCACCATCCTC 60,68 GCAATCAGGTTGGATCGGGT 60,39
Eo0045 AAT(21) 243 GAGCCCAGAGTGGCTTCATT 60,04 GCGAGGCTGAGTACATAGCA 59,61
E0046 AAT(24) 248 CAGATCTGGATCACGAGGTGT 59,25 CTCCTGGAGCACTGATTAGCA 59,52
Eo0047 AAT(21) 236 AGGCTGTAACTTTGGATGCCA 59,93 | AAACCATGGTAACCATACATATGAAA 57,17
Eo048 AAT(22) 217 TGGTGTCAATGCCTTGGGTT 60,11 ATGGCGGTTGTGAGATTGGT 59,96
E0049 AAT(22) 266 GTTGGCCACTTCTGAAGGGA 59,89 AGGGCATTGTCAACAGGCAT 60,25
Eo050 AAT(23) 229 ATAGGATGGGACGGACCGAA 60,11 CAATTGTACCAAGTGGCGCC 60,11
Eo0051 AAT(20) 280 AGTTTGACTTGACTTGGCTGC 59,32 CACACTAAGTGGCGCCAAAG 59,76
E0052 AAT(20) 262 TGGCTAACCTCATGATCAGCA 59,16 CGGTCTTCTCAGCCTCCATT 59,46
E0053 AAT(20) 278 GCTTCATCACAGTCCCTCACA 60,00 AGTTTGGTTCCGTCAGGCTT 59,82
E0054 AAT(22) 268 TTACACACCCATGGAGCCAG 59,67 TCAACTCAACTTTGGAGCGT 57,67
E0055 AAT(21) 236 TCGAAAGTGCTTCCATCTGCT 60,00 CTCCAATGAGTCCCATCCGC 60,53
E0056 AAT(23) 245 CCCAACCTCATGAACTCGGT 59,68 CAAGGGAGAAGTGCTGCAGT 60,25
Eo0057 AAT(20) 271 AAGGCAACCCTCCCATGATG 60,03 ATGTGGGCTGCAAAGTCTCA 59,89
E0058 AAT(24) 282 CACATGCATTGGATCTGCCG 59,97 GCAGTGAGTTGCTCGGTGAT 60,67
E0059 AAT(25) 271 GTTCCAGGACCCTGATTTGGA 59,65 GGGATCAGAGAGCAAGGCAT 59,53
E0060 AAT(24) 240 TCACGGGTTTCACGATCGTT 59,97 CTGTTCATCGGCTCGCTGAT 60,53
Eo0061 AAG(20) 182 ACACAGCCAACAAGGTTCCT 59,74 GTTACCTTCTCCCTCTGCCG 59,82
E0062 AAT(23) 225 ACATCCTAAAGCTAGAGTTATGTTACA 58,02 TAGAGGCTGGAGTTGTGTGC 59,68
E0063 AAG(21) 275 TCCTCCGTCACAGTTGAAGC 59,97 TCCGTGAGTAGGGAGAGTGG 60,03
Eo064 AAT(24) 166 GCTTAGACGAAGGGACCCAG 59,82 GGGTACGAGTGGAATGTCAA 57,25
E0065 AAT(23) 203 GGCGCATGCTTATCCATTGG 60,04 CAGTCTGCACCCGGTGATAG 60,18
E0066 AAT(22) 269 GAGGAAACTGGCGGTTGAGT 60,25 ACCGCTCAAAGCAAGATCCA 59,96
Eo0067 AAT(25) 300 AATGTTTATGAGGCTATACATGCAA 57,18 ACCACCACCACCACTATTAACT 59,02
E0068 AAT(21) 244 CGAGTAACCAAATGGGCCCT 60,03 GCTCAAGTGGCTGATCATGG 58,98
E0069 AAT(22) 139 CCCTTCAAATGAACGGTGCA 59,04 ACTCAGCAAAGGCAGTTGGT 60,11
E0070 AAT(22) 230 GAAGGGTAGCCACGAGGAAC 60,11 TCACTGTGACCTCATGCGAC 60,04
Eo071 AAT(23) 270 GATGGGTGATGGTGCTTTGC 59,83 AGCATGACGGATCATCGCAA 60,18
Eo072 AAT(22) 293 AGTAGACCCTGCAGTCCTCC 60,33 TTGTGTATCTCTAAGGTTTGCAATT 57,24
Eo073 AAT(22) 260 GATGAGCTAGGTGGATGGGC 59,96 TGCCATCCGAGATGTGTGAC 60,11
Eo074 AAT(25) 295 GACCTCTCACTAGCTCGGGA 60,11 TTTGATGCCCTGGTTCTTATGA 57,69
Eo075 AAT(23) 172 TGTTCAAGGCTTCCCATGCA 60,18 AAGAAGGACCGGCATCCATC 59,82
Eo076 AAT(23) 297 TCCATGACAAGGCAATTGGGA 59,92 ACCCATTGCTGCAGTTGGAT 60,25
Eo077 AAT(22) 217 GCGATAGTTGTTGACCGCAC 59,91 TTTCAGGCGCACAGGTGATT 60,54
Eo078 AAT(22) 254 TTTCTCCACCTGCTAGCACG 60,04 CAGAAACGGTCAGATTTATGGCA 59,31
Eo079 AAT(21) 295 ACATCCACTCTCCCACTTGG 59,01 TCATGCTTGTACGCACCTAA 57,25
Eo080 AAT(20) 220 TGGCAAGGTGATATGGACACA 59,37 TTTGGCAGCAGCAACAACAA 59,75
Eo081 AAT(22) 266 TTCCTGAGCGGTCGAGGATA 60,11 TACACCAATAACCCGTGGGC 60,04
E0082 AAT(25) 288 TGGCACATGCAACCCAAATT 59,24 GCAAGAACAACACCATTGGCA 60,20
E0083 AAT(22) 118 TGCTGTTGCTGCTTCTACGT 60,25 AGGCAATTCCTTCTCCAATCA 57,26
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E0084 AAT(24) 193 TCAGCATTGTTTCCTCCAGGT 59,58 GCCCAGTGCCTACCTCTATG 59,61
Eo085 ACAT(17) 275 TGCATAGAGATCAGTGCAGCA 59,52 ACCCTATCACCATCCCACCA 59,95
E0086 AAAT(12) 188 AGTTTCAGTGGATGCATGCA 58,09 TTTGCTGTGTCCAGGCACC 60,83
Eo087 AAAT(10) 257 GGCTTTGGTTAGGTCCCAAGA 59,93 ACCGTTGAACTTTATTACCGCA 58,60
E0088 AGAT(10) 249 CTTGTGCCGTAACAATCCGG 59,55 AGTGCAAGTCTGGCCTCTAC 59,39
Eo089 AAAT(13) 237 GTTGGCATCTCAGAAGCAGC 59,55 ACCTGAAGGGAGTTCACGGA 60,47
E0090 ACTC(10) 185 TTTCGATCCGATGCACCGAT 59,90 TGTCGCACAACCCTTCTCAA 59,82
Eo091 AAAG(10) 207 AACAGCTTCACCTGCTCTCC 59,96 CCTCTTCTGCTCCCTCTCCT 60,03
E0092 ACAT(10) 260 CCATTGTGTGGGAATCATGCT 58,90 TTCTACCTCGATGTCCTGCA 58,15
E0093 ACAT(11) 286 TGACATTCCTGCAATGCTAGGA 59,76 AAGGCCGAATGCATGGGTAG 60,47
E0094 ACAT(12) 290 CCACAAGCACAACCACCAAG 59,90 AAGGACAGGCCGGAGACTAT 60,03
E0095 AAAT(11) 250 TGCAGGTTATCATCAATTGCTCG 59,69 AAAGCGATGCAAATGGCCAC 60,39
E0096 AAAT(10) 228 TGGTTGGGTTAGGGTTGACC 59,52 TTCAGCCAGCCTTGCTAGTG 60,32
E0097 AAAT(10) 248 CTACCCTACTGGCCTCCCTT 60,03 TCCACCAGCATCCACATCAC 60,04
E0098 AAAT(10) 280 GGCAACGTCCGTGTTCTCTA 60,04 GGATCTGACGGCAAGGTGAT 59,82
E0099 AAAT(10) 152 CCGGACGATGCTTTAAGGGT 60,11 CGTTAAACGCGTCGCACAAA 60,65
Eo0100 AAAG(10) 229 TTCCAGGAACCATTTGGCCA 59,81 AATGTTTCAGGCGATGGTGT 58,09
Eo101 AGAT(13) 108 TCTCTAGTGCTCTGCCTGGT 59,96 TTCAATCCCTCACCCTCCCT 59,88
Eo0102 AAAG(10) 297 TATTAAGACGGCCCGCTTGG 60,18 TTGCATGTCTGCCAAGCATG 59,76
Eo0103 AAAT(13) 261 CCATCGACCACATCTGCACT 60,11 AGTCACCAAGCCTACGTTCG 60,04
Eo0104 AAAT(10) 112 TCGCGCTACAACAAAGGAGG 60,67 TGGATGAGATCTCAAGCCGT 58,51
Eo0105 ACAT(12) 289 CACAGGAGCAGAACAGGACG 60,67 CCATGTGGGTGTTCATGCAA 59,03
Eo0106 ACAT(10) 239 ATGTCTTGGCTGGCCTTTGT 60,18 TCGTCGCATAGGGTATTGCC 59,97
Eo107 AAAT(10) 233 ACCTCACCGGCACAATCAAT 59,96 TCATCTATCCAATGTGATTCAGCA 58,07
E0108 ACAT(10) 213 TTTGCTGCACGGATCTCCAT 60,04 CCAACAGTTGGCTTTGGGAC 59,61
Eo0109 AAAC(11) 284 GCGGCAAATGCTTAACCGTT 60,39 GCACGGGACAGACAGCTAAA 60,32
Eo0110 AAAT(10) 243 TCCTGCTGGTGTTGCTTACA 59,53 TGAGAAGGCTTCAAGTGAGCT 59,30
Eolll AAAT(10) 272 GGAGCATCGGGCCTGATTTA 59,89 GCAACAACACTTGTCATCGCT 60,00
Eo0112 AAAT(10) 199 GCATGAGCAGATCGCATCTTC 59,81 ACACGGCACATACACAGTGT 59,89
Eol13 AAAT(12) 153 ACGGGTCCTGGATATCCTGA 59,44 ACCATTCCACTGTTCAAGTAGT 57,29
Eol14 AAAT(10) 234 TAGTGGATAGCCCGTGGTCA 60,03 CACCACGCACTATATCCGGT 59,61
Eol15 AAAT(10) 154 TGTACGGTTGTATGGCCTGG 59,75 ATGTAGCGTCACAGCACAGT 59,68
Eo0l16 AATAT(11) 160 TAGGCTGCACATGAACTGGG 60,04 TGGAGACAGACATGGTTGCC 59,96
Eoll7 AATAT(10) 275 AGCCATGCTCAAGCTCATGT 60,03 TTGGAGCATGACAACCGTCT 59,60
Eo0118 AATAT(13) 266 TGTCTTGTTCTTGTTCTCTTCTTGA 58,59 TAGGAAGCTGTTCGACGTCG 59,83
Eol19 AATAT(10) 276 TCACTCCATGTCACTGCACC 59,97 TGGGAGTATTAACCTGTTGCCT 59,08
Eo0120 AAAAT(10) 146 CCAACAATTGGCTTTGGGACA 59,58 AGTCAAGTACAGGCAGCAGG 59,68
Eol21 AATAT(10) 150 TAGACAATCGGACAGCCTGC 59,82 TGGACTTCAGGCTTTGGGAC 59,89
Eo0122 ACATAT(18) 219 AAATGGATAGCACATCTCCTCAT 57,42 TCACTTCCAACTCTCCAACAACA 60,06
Eo123 AATATT(10) 251 TCAAATACAGTTGCTAGTGAGTTTGT 59,23 TCAAGGCTATCCCATATCCTAGGA 59,70
Eo124 ACATAT(10) 300 CATGACCGGATCTGAGTCCA 58,89 TTAGGATTGAGCCGGCCATT 59,45
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