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RESUMO

Espécies exoéticas invasoras tém a capacidade de estabelecer e expandir sua
distribuicdo em novos habitats. Um exemplo notavel é Calotropis procera (Aiton) W.
T, uma espécie xerdfita e invasora na América do Sul, com ocorréncia predominante
nos ambientes de Restinga e no dominio da Caatinga. Apesar de sua tolerancia aos
fatores abioticos, como ambientes salinos, de baixa disponibilidade hidrica e
nutricional, a espécie carece de informacdes que ajudem a ilustrar 0s mecanismos
gue contribuem para sua colonizacdo em regides aridas e semiaridas. Neste sentido,
0 presente estudo objetivou caracterizar e estruturar o genoma cloroplastidial (cpDNA)
de C. procera, através da anotacdo, comparacdo da estrutura e da reconstrucao
filogenética para a familia Apocynaceae. Dessa forma, as informagdes gendmicas
foram montadas com NOVOPlasty e anotadas via GeSeq. As regides altamente
variaveis para o género Calotropis foram identificadas pelo DnaSP. Para as analises
de expansado/contracdo, o cpDNA foi comparado com plastomas da familia
Apocynaceae, identificando variacdes criticas nas juncdes LSC/IRb/SSC/IRa no
IRscope. Por fim, a filogenia foi reconstruida pelo método de maxima verossimilhanca
(ML) no RAXML, com base em 117 plastomas completos. Com a metodologia
descrevemos pela primeira vez o plastoma da espécie, os dados revelaram um
genoma plastidial de estrutura circular e conteudo de GC de 38,43%. O plastoma
codifica 133 genes, com 94 loci de SSRs identificados e seis regides altamente
variaveis para o género (trnK-UUU, matK, rpsl6, infA, ycf2 e psbB). A analise entre
os limites IR indicou que o genoma de C. procera apresenta variacoes entre as
juncbes JSB e JSA, concentradas nos genes ycfl, tRNAs e rRNAs, que sugerem
eventos evolutivos significativos, incluindo adaptacfes especificas a ambientes ou
pressdes seletivas. A reconstrucéo filogenética de Apocynaceae atribui forte suporte
a monofilia do género Calotropis (C. procera e C. gigantea) e contribui para esclarecer
incertezas taxonémicas em Hoya e na subfamilia Periplocoideae. Por fim, nossos
resultados contribuem para ilustrar os mecanismos que levaram C. procera a suportar

ambientes extremos e ampliam os recursos gendmicos disponiveis em Apocynaceae.

Palavras-chave: Plastoma; Exética invasora; SSRs; Filogenia; Genoma comparativo;

Calotropis



ABSTRACT

Invasive alien species have the ability to establish and expand their distribution in new
habitats. A notable example is Calotropis procera (Aiton) W. T, a xerophytic and
invasive species in South America, predominantly occurring in Restinga environments
and Caatinga environments. Despite its tolerance to abiotic factors, such as salinity
and low water and nutritional availability, the species lacks information that helps to
illustrate the mechanisms that contribute to its colonization in arid and semiarid
regions. In this sense, the present study aimed to characterize and structure the
chloroplast genome (cpDNA) of C. procera, through annotation, structure comparison
and phylogenetic reconstruction for the Apocynaceae family. In this way, the genomic
information was assembled with NOVOPlasty and annotated via GeSeq. The highly
variable regions for the genus Calotropis were identified by DnaSP. For
expansion/contraction analyses, cpDNA was compared with plastomes of the
Apocynaceae family, identifying critical variations in the LSC/IRb/SSC/IRa junctions,
based on annotations using IRscope. Finally, the phylogeny was reconstructed by the
maximum likelihood (ML) method in RAXML, based on 117 complete plastomes. With
the methodology, we described for the first time the plastome of the species, the data
revealed a plastid genome with a circular structure and a GC content of 38.43%. The
plastome encodes 133 genes, with 94 SSR loci identified and six highly variable
regions were estimated for the genus (trnK-UUU, matkK, rps16, infA, ycf2 and psbB).
The analysis between the LSC/IRb/SSC/IRa boundaries indicated that the C. procera
genome presents variations between the JSB and JSA junctions, concentrated in the
ycfl, tRNAs and rRNAs genes, which suggest significant evolutionary events, including
specific adaptations to environments or selective pressures. The phylogenetic
reconstruction of Apocynaceae strongly supports the monophyly of the genus
Calotropis (C. procera and C. gigantea) and contributes to clarify taxonomic
uncertainties in Hoya and the subfamily Periplocoideae. Finally, our results contribute
to illustrating the mechanisms that led C. procera to withstand extreme environments

and expand the genomic resources available in Apocynaceae.

Keywords: Plastome; Invasive exotic; SSRs; Phylogeny; Comparative genome;

Calotropis
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1 INTRODUCAO

Calotropis procera (Aiton) R. Br. conhecida popularmente como algodao-de-
seda € uma planta lenhosa pertencente a familia Apocynaceae. Originaria de
ambientes secos da Africa Ocidental e do Sul da Asia (Abbassi et al., 2003; Grin,
2021), é conhecida pelo seu rapido crescimento e capacidade de florescer e frutificar
durante todo o ano, em especial na estacao seca (Andrade et al., 2005; Sobrinho et
al., 2013). A espécie apresenta dispersao facilitada pelo sistema radicular profundo,
caule raramente ramificado, folhas grandes cobertas por uma cera cuticular e pela
producdo de sementes aladas que facilitam a dispersdo anemocorica (Staples &
Herbst, 2005; Lorenzi & Matos, 2002). Por esse motivo, € notavel por sua
adaptabilidade as condi¢cbes ambientais extremas, incluindo em solos pobres, acidos,
salinos ou com altos niveis de aluminio, além de ser igualmente descrita ocorrendo
em areas com baixa pluviosidade e de variacdes drasticas de temperatura (Costa et
al., 2009).

Nessa perspectiva, trabalhos com a espécie tém ganhado destaque, uma vez
gue sua disseminacdo acelerada tem sido relatada em varias partes do mundo,
incluindo a América do Sul, onde tornou-se exotica invasora com principal nucleacao
no bioma das Florestas Sazonalmente Secas (SDFs) (Goncalves-Oliveira et al., 2022).
A propagacao rapida e eficaz de C. procera em novos ambientes levanta questdes
sobre os fatores que contribuem para sua capacidade invasiva. Embora estudos
anteriores se concentrem nas caracteristicas ecologicas, anatémicas e fisioldgicas da
espécie (Tabatinga-Filho, 2008; Melo et al., 2021; Igbal, Hameed & Ahmad, 2023;
Rivas & Santos, 2023). A anotacdo dos genomas, incluindo o genoma cloroplastidial
(cpDNA), pode revelar aspectos estruturais e funcionais que auxiliem na compreensao
0S mecanismos que permitem C. procera prosperar em condi¢cdes extremas (Artigo
1).

Neste sentido, o cpDNA esté entre as estruturas mais estudadas do genoma
vegetal, uma vez que participa de processos vitais como fotossintese e fungbes
relacionadas a resposta fisiologica (Yagi & Shiina, 2014; Zhang et al., 2020). O cpDNA
€ geralmente representado por uma molécula circular (Kolodner Tewari, 1972; 1979),

constituido por duas regifes de repeticao invertida (IRs), separadas por uma regido
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de cépia Unica menor (SSC) e uma regido de copia Unica maior (LSC). Nessas regides
sdo encontrados diferentes genes codificadores de proteinas (PGCs), rRNA e tRNA
(Huang et al., 2013) que exercem funcgdes vitais.

Embora o genoma cloroplastidial mantenha um nivel elevado de conservagao,
0s eventos de contracao e expanséo de genes podem favorecer o entendimento de
guestdes estruturais e evolutivas de C. procera, contribuindo para sanar lacunas sobre
as estratégias adaptativas da espécie para sobrevivéncia em ambientes extremos
(Kaur et al., 2021). Adicionalmente, marcadores moleculares baseados no cpDNA
podem ser valiosos para futuros estudos de diversidade genética, analises
filogenéticas e investigacdes filogeogréaficas em niveis mais profundos.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar e disponibilizar, pela primeira vez, a anotacdo completa do
genoma cloroplastidial de Calotropis procera, incluindo sua descricdo, analise
estrutural e reconstrucao filogenética do cpDNA recém-gerado comparativamente a

outros recursos gendmicos cloroplastidiais disponiveis para a familia Apocynaceae.

1.1.2 Objetivos especificos

e Descrever detalhes de montagem e primeira anotacdo do cpDNA completo de
Calotropis procera;

e Conhecer e caracterizar a composicdo de regides de sequencias simples
repetidas (SSR);

e |dentificar as regibes cloroplastidiais altamente varidveis para o género
Calotropis;

e Fornecer informacdes sobre a analise comparativa entre as regides
LSC/IRs/SSC dos genomas cloroplastidiais da familia Apocynaceae.

e Reavaliar a filogenia da familia Apocynaceae com base nas sequéncias

codificadoras de proteinas;
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CALOTROPIS PROCERA

2.1.1 Caracterizag&o e taxonomia

Calotropis procera (Aiton) R. Br. € classificada na familia Apocynaceae Juss.
Apresenta habito arbéreo ou arbustivo e perene, capaz de crescer entre 2,5 e 3,0
metros, podendo alcancar até 6,0 metros de altura (Figura 1). Possui um sistema
radicular profundo, caule redondo (raramente ramificado) e folhas grandes de cor
verde-clara, dispostas em filotaxia oposta, cobertas por uma cera cuticular (Cabi,
2021). Apresenta crescimento rapido (Andrade et al., 2005) e, apesar de florescer e
frutificar durante todo ano, observa-se uma maior incidéncia desses eventos durante
a estacao seca (Sobrinho et al., 2013). De modo geral, uma planta frutificada produz
milhares de sementes aladas, envoltas por uma plumagem que facilita a sua dispersao
pelo vento (Staples & Herbst, 2005; Lorenzi & Matos, 2002). Por esse motivo é
popularmente chamada de flor-de-seda, algodéo-de-seda, saco-de-velho, entre
outros (Flora do Brasil, 2021).
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Figura 1. Imagem adaptada de Calotropis procera. (a) C. procera em seu habitat (Praia de Maria
Farinha-PE), com destaque a planta frutificada e florida. (b) Imagem aproximada das flores da

espécie. (c) Fruto aberto e dispersdo das sementes.

Fonte: A autora (2024)

Tal como ocorre com outras espécies da familia Apocynaceae, C. procera
produz latex em abundancia, principalmente quando lesionada ou ferida (Lorenzi &
Matos, 2002). De modo geral, as plantas da familia citada, sdo reconhecidas pela
presenca de canais laticiferos, formagdo de uma regido expandida na por¢édo apical
do estilete, producéo de viscosidade no gineceu, ovario dividido em dois carpelos
unidos pelo estilete e estigma, além de flores actinomorfas (Endress et al., 2014).
Trata-se de uma das dez maiores familias de Angiospermas, incluindo 378 géneros e
cerca de 5.000 espécies, distribuidas globalmente, com excecéo da Antartica. Maiores

niveis de riqueza de espécie sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais
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(Endress et al., 2018; Cabi, 2021), locais onde densas populacbes podem ser vistas
habitando diferentes ambientes, com formas de crescimento e caracteristicas
morfolégicas distintas (Ollerton et al., 2019, Bitencourt et al., 2021).

Inicialmente, Apocynaceae (stricto sensu) e Asclepiadaceae eram
reconhecidas como duas familias distintas, mas intimamente relacionadas com base
no valor taxondmico dos polinarios (Brown, 1810). Cinco subfamilias subdividiam as
familias, sendo que Rauvolfioideae e Apocynoideae estavam inclusas em
Apocynaceae s.str., enquanto Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae
estavam classificadas entre as Asclepiadaceae (Brown, 1810; Endress, 2004; APG II).
No entanto, estudos morfolégicos e moleculares, ndo indicaram monofiletismo,
demonstrando que Asclepiadaceae compreendem um clado com caracteres
derivados dentre as Apocynaceae (lato sensu), indicando que as duas familias
deveriam ser unificadas (Simdes et al. 2007; Livshultz et al. 2007; Fishbein et al. 2018).

Dessa forma, em sua circunscricdo atual sustentada por dados filogenéticos
(Simdes et al. 2007; Livshultz et al. 2007; Fishbein et al. 2018), cinco subfamilias séo
reconhecidas em Apocynaceae: Rauvolfioideae Kostel., Apocynoideae Burnett.,
Periplocoideae R. Br. ex Endl.,, Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae R. Br. ex
Burnett (Endress & Bruyns, 2000; Endress et al. 2014). Destas, apenas
Rauvolfioideae, Apocynoideae e Asclepiadoideae ocorrem no Brasil, sendo
Periplocoideae e Secamonoideae representada por algumas poucas espécies
cultivadas (Viana, Santos & Simdes, 2017).

Dentre as subfamilias, merece destaque, o grupo das Asclepiadoideae R. Br.
ex Burnett, compreendendo a maior subfamilia de Apocynaceae. Sao caracterizadas
por possuir estruturas capazes de secretar substancias quimicas atrativas como
néctar, pélen e oOleos volateis para a atracdo de polinizadores (Rapini et al, 2007).
Compreendem aproximadamente 3.000 espécies distribuidas em 170 géneros em
regides tropicais e temperadas, principalmente nas Américas e na Africa (Rapini, Van
den Berg & Liede-Schumann, 2007; Rapini, 2012). Nesse contexto, a América do Sul,
em especial, é considerada como um dos principais centros de diversidade da
subfamilia, com o Brasil destacando-se com cerca de 32 géneros e 392 espécies,
figurando entre os paises com a maior diversidade de espécies do grupo (Rapini,

2012). Além disso, a subfamilia apresenta dados filogenéticos consolidados, com
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membros classificados em cinco tribos: Fockeeae, Asclepiadeae, Eustegieae,
Ceropegieae e Marsdenieae (Nazar et al., 2019; Endress, Liede-Schumann & Meve,
2014).

Dentro de Apocynaceae, 0 pequeno género Calotropis R. Br., pertencente a
tribo Asclepiadeae, é nativo da Asia, mas naturalizou-se em climas quentes como uma
planta invasora e daninha, a qual comumente cresce em ambientes perturbados
(Colombo et al., 2007). Este género, compreende duas espécies-irmas amplamente
distribuidas: C. procera (Ait.) R. Br. e C. gigantea (L.) W.T.Aiton. Ambas podem ser
por vezes confundidas; no entanto, diferem morfologicamente pelo tamanho, pois C.
gigantea cresce até mais de 4,5 metros com folhas menores e caules grossos em
comparacao com C. procera (Crothers & Newbound, 1998). Outro carater distintivo
refere-se a cor dos botdes florais (roxo e esbranquicado, respectivamente) (Verma,
2014). Aléem das semelhancas morfologicas, estima-se que as espécies também
apresentem compatibilidade nos seus perfis fitoquimicos (Srivastava et al., 2015).
Membros do género tém sido amplamente utilizados na medicina tradicional com
evidéncias de atividades antibacterianas, anti-inflamatodrias, antifangicas e
analgésicas a partir de extratos das folhas, raizes e do latex (Panda et al., 2010; Ezzat
et al., 2015).

2.1.2 Caracteristicas fisiologicas e adaptativas

Plantas que resistem a ambientes extremos apresentam adaptacdes distintas
gue as capacitam a manter seu crescimento, mesmo diante de condi¢cfes climaticas
adversas. As diferentes condi¢des, incluindo chuva, aridez, seca e salinidade, assim
como variacdes de temperaturas e incidéncia solar, influenciam as comunidades de
plantas, incluindo a forma como se estabelecem e prosperam em um determinado
ecossistema (Li et al., 2019). Tais fatores desempenham um papel crucial no
crescimento e na fixacdo das populacdes em um determinado ambiente.

Dentre as plantas que conseguem prosperar em ambientes adversos, as
espécies invasoras exdticas podem ser capazes de se estabelecer e de expandir sua

distribuicio em um novo habitat, por meio de novas estratégias ecoldgicas e
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adaptativas. Por conseguinte, ameacam a biodiversidade local por gerar competicao
com espécies nativas (Ledo et al., 2011). Um exemplo deste fenbmeno envolve a
Calotropis procera, espécie exdética e invasora capaz de se adaptar a diferentes
condicbes, manter certa plasticidade e estabelecer-se mesmo em condi¢des
perturbadas (Igbal, Hameed & Ahmad, 2023).

Esta espécie apresenta padrdes variados entre comportamento, organizacao e
ajustes que juntos funcionam para uma melhor resposta aos ambientes adversos
(Igbal, Hameed & Ahmad, 2023). As caracteristicas dos caules e folhas séo peculiares
por apresentarem canais lactiferos, cuticula densa e uma éarea foliar relativamente
baixa, variagcbes morfolégicas que auxiliam na conservacao dos recursos adquiridos
pela planta (Tezara et al., 2011; Hassan et al., 2015; Pompelli et al., 2019). As folhas
tendem a apresentar certa plasticidade morfologica a depender das condi¢cdes
ambientais em que se encontram. Em condi¢gdes otimas de umidade tendem a ser
mais estreitas e espessas, enquanto se tornam mais largas e finas em ambientes
secos (Pompelli et al., 2019). Essa variacao contribui para a formacao de uma barreira
gue reduz a perda de agua por transpiracao, ajudando a planta a reter agua e a lidar
com condic¢des de déficit hidrico (Pompelli et al., 2019).

Algumas caracteristicas adaptativas também merecem destaque, como o0
padrao reprodutivo e a fenologia de C. procera (Tabatinga-Filho, 2008), dispersao pelo
vento (Sobrinho et al., 2013), sistema radicular profundo (Sharma, 1968; Grace, 2006),
anatomia foliar (Melo et al., 2021; Igbhal, Hameed & Ahmad, 2023), mecanismos
complexos de defesa contra herbivoros e patdogenos (Sehgal et al., 2005; Arya &
Kumar, 2005; Shivkar & Kumar, 2003) e tolerancia a estresses abidticos com destaque
para a seca e a salinidade (Rivas & Santos, 2023; Frosi et al., 2013; Igbal, Hameed &
Ahmad, 2023).

A reproducdo vegetativa da espécie € um dos fatores chave para sua rapida
colonizacdo, uma vez que a planta € capaz de regenerar-se a partir de partes do caule
ou rizoma (Tabatinga-Filho, 2008), permitindo sua propagacao mesmo em condi¢des
adversas. Além disso, a espécie é capaz de transicionar rapidamente da fase de
crescimento para a fase reprodutiva com fenologia perenifélia, ou seja, folhagem e

floracdo persistentes durante todo o ano (Ghazoul, 2002), o que garantem uma
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producao constante de sementes ao longo do ano, maximizando suas chances de
reproducao e disperséo.

As flores do género Calotropis sao altamente especializadas e apresentam uma
estrutura floral complexa, com um sistema reprodutivo hermafrodita (Tabatinga-Filho,
2008). Apesar dessa condicdo, a espécie é predominantemente alégama,
dependendo de polinizadores para a transferéncia de polen e favorecendo a
polinizacdo cruzada (Rejméanek, 2000). No entanto, C. procera é considerada
autocompativel, permitindo a autopolinizacdo em determinadas circunstancias,
embora essa via reprodutiva seja limitada pela morfologia floral e pelo comportamento
dos polinizadores, que tendem a promover a polinizacéo cruzada (Barret et al. 2007;
Ghazoul, 2002).

Na literatura € relatada uma estreita relacdo coevolutiva entre Calotropis e
abelhas do género Xylocopa L., consideradas os principais polinizadores da planta em
areas nativas. Embora essas abelhas também sejam encontradas em regifes da
Caatinga (Zanella, 2000), estudos indicam que, nesses ambientes, elas ndo estédo
diretamente associadas a polinizacdo de C. procera (Tabatinga-Filho, 2008). Nessas
areas, a planta parece depender de visitantes florais mais generalistas, 0 que pode
ser uma adaptacdo a auséncia de polinizadores especificos, facilitando sua
reproducdo em diferentes ecossistemas (Tabatinga-Filho, 2008). Além disso, a
dispersdo anemocorica é facilitada pela morfologia alada das sementes, envoltas por
uma plumagem semelhante ao algoddo, o que lhes permitem serem facilmente
transportadas por longas distancias (Sobrinho et al., 2013; Igbal, Hameed & Ahmad,
2023).

As adaptacdes no sistema radicular permitem acessar fontes de agua em solos
aridos e pobres em nutrientes, como ambientes de dunas. As raizes profundas e
ramificadas sdo capazes de explorar grandes volumes de solo em busca de umidade,
enquanto suas raizes laterais aumentam a superficie de absorcdo (Sharma, 1968).
Além disso, em areas propensas a incéndios florestais, a planta demonstrou
habilidade para sobreviver e se regenerar apos o fogo, gracas as suas raizes e a
capacidade de rebrotar rapidamente a partir de rizomas subterraneos (Grace, 2006).
Ainda, a baixa condutancia estomatica € importante para manter o potencial hidrico

em momentos de escassez hidrica (Rivas et al., 2017).
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A anatomia foliar de C. procera com a presenca de tricomas, contribuem para
reduzir a perda excessiva de agua por meio da transpiracdo, além de proteger as
folhas dos raios solares (Melo et al., 2021). Aumentando a capacidade de realizar a
fotossintese de forma eficiente, mesmo em condi¢cdes de altas temperaturas e
luminosidade (Igbal, Hameed & Ahmad, 2023). Além disso, a espécie possui uma
fisiologia adaptada que permite rapida recuperacao apos periodos de estresse hidrico
e perca de folhas, como a capacidade de acumular solutos compativeis em suas
células para manter o equilibrio osmético e a homeostase ibnica, rebrotando
rapidamente quando as condi¢cfes se tornam novamente favoraveis (Rivas & Santos,
2023; Frosi et al., 2013).

Outra caracteristica envolve a capacidade de C. procera de sintetizar
compostos quimicos, uma vez que o latex produzido contém uma variedade de
compostos bioativos, incluindo alcaloides, flavonoides e terpenoides, que exibem
atividades farmacolégicas como anti-inflamatorias, analgésicas e antimicrobianas
(Sehgal et al., 2005; Arya & Kumar, 2005). Além da toxicidade e acao repelente contra
herbivoros e patdgenos com a producao de fitoalexinas, em resposta a uma infestacéo
(Shivkar & Kumar, 2003). Essas adaptacdes contribuem para a sobrevivéncia e o
sucesso desta planta em diferentes ambientes ecoldgicos.

De modo geral, C. procera possui uma série de caracteristicas fisiolégicas e
adaptativas que permitem que seus individuos colonizem ambientes extremos, apesar
de existir uma infinidade de trabalhos que exploram fatores ecologicos, fisiolégicos,
anatébmicos e medicinais em diferentes regides onde a espécie habita. Existe uma
relativa lacuna na literatura sobre as estratégias adaptativas da espécie para

sobrevivéncia em ambientes semiaridos e aridos (Kaur et al., 2021).

2.1.3 Distribuic&o e ocorréncia

Calotropis procera é nativa de ambientes secos da Africa Ocidental, no extremo
sul de Angola, Norte e Leste da Africa, Madagascar, Peninsula Arabica, Sul da Asia,
india, China até a Malasia (Abbassi et al., 2003; Grin, 2021). No entanto, a introducdo
de C. procera para além das regifes nativas levou a naturalizagdo da espécie nas

Américas, Australia e emilhas do Pacifico e Caribe (Hassan et. al., 2015; Grin, 2021).
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Em decorréncia de sua ampla distribuicdo, os individuos prosperam em diversos
ambientes que variam de &ridos, semiaridos a umidos, podendo crescer em regides
de até 2.000 m de altitude (Hassan et al., 2015). Prop8e-se que foi introduzida na
América do Sul em meados do século XIX, como planta ornamental (Lorenzi; Matos,
2002; Crothers & Newbound, 1998), tornando-se posteriormente uma exotica invasora
em ambientes secos com principal nucleagdo no bioma das Florestas Sazonalmente
Secas (SDFs) (Goncgalves-Oliveira et al., 2022).

No nordeste do Brasil, C. procera é encontrada em especial em ambientes
secos similares ao seu habitat de origem: regides costeiras de restinga, cerrado, areas
urbanas degradadas e no principal nacleo de Floresta Sazonalmente Seca, sob o
dominio morfoclimatico da Caatinga (Sobrinho et al., 2013; Oliveira e Landim, 2020;
Goncalves-Oliveira et al., 2022). Nesses locais a espécie floresce em habitats abertos
com pouca competicdo (Francis, 2002), incluindo regides perturbadas pelo homem
(areas de pastagens, abandonadas e urbanas degradadas) e areas abertas de
ambientes extremos (dunas costeiras, margens arenosas de rios e estradas) (Khan et
al., 2007; Meenge et al., 2016). Nesses locais a erradicacdo da espécie é dificultada,
uma vez que apresenta uma notavel capacidade de suportar condi¢des climaticas
desfavoraveis em solos deficientes de nutrientes (Lgbal et al., 2023b,).

Trabalhos de modelagem ecoldgica baseados em projecbes de mudancas
climaticas sugerem que habitats mais ao norte e nordeste da Australia —em areas que
ainda nao sao invadidas pela espécie — estdo em potencial risco de invasao em
projecbes futuras (Menge et al., 2016b). Na América do Sul, todos os cenarios
recuperados de mudancas climaticas apontam para um grande potencial de expansao
nas SDFs, com perspectivas mais preocupantes nos Llanos na Venezuela, no Cerrado
no Brasil e no Chaco (Gongalves-Oliveira et al., 2022). Na Caatinga, existe
preocupacdo com a expansdo para brejos de altitude, que estdo ameacados em

alguns cenarios de mudancas climaticas (Gongalves-Oliveira et al., 2022).

2.1.4 Panorama genético

Em decorréncia do potencial invasor o conhecimento genético de Calotropis

procera tem avancado de maneira significativa, elucidando diferentes aspectos
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gendmicos da espécie. Entre esses avancos, destaca-se a publicagdo do genoma
nuclear em nivel cromossémico, o qual apresenta um tamanho estimado de
202,83Mb, distribuidos em 11 cromossomos, com namero cromossdmico 2n = 22
(Gadri et al., 2025). O genoma € composto por 20.660 genes codificadores de
proteinas, um numero significativamente maior em comparag¢do com outros genomas
de plantas da familia Apocynaceae sequenciados (Gaafar et al., 2024). Além disso, a
analise funcional das sequéncias codificadoras revelou uma gama genes envolvidos
em processos cruciais, como tolerancia ao estresse ambiental, fotoaclimatag&o
(adaptacéo da fotossintese a diferentes intensidades de luz), transporte de membrana
vacuolar e desintoxicacado de compostos nitrogenados, todos eles importantes para a
sobrevivéncia em condicbes adversas, como seca e solos pobres em nutrientes
(Gaafar et al., 2024; Gadri et al., 2025).

Paralelamente, estudos de transcriptdmica e metaboldomica tem o potencial de
revelar importantes rotas metabolicas, como as envolvidas na biossintese de
cardenolideos (CGs), compostos esteroidais de reconhecida relevancia
farmacologica (Pandey et al., 2016). Nesse contexto, diversos genes candidatos
relacionados a essas vias foram identificados em plantulas saudaveis e estressadas.
Enquanto que nas plantulas injuriadas houve uma elevacgéao, tanto nos niveis de CGs
guanto a expressao dos genes relacionados a sua biossintese, evidenciando o
potencial biotecnoldgico da espécie (Pandey et al., 2016).

Além disso, analises de expressao génica sob condi¢cdes de estresse hidrico e
salino mostraram que a espécie ativa diversos mecanismos de defesa (Mutwakil et al.,
2017). Essas mudancas estéo relacionadas a inducao de diferentes efeitos, incluindo
as alteracdes da morfologia da célula-guarda para reduzir a perda de agua, a rigidez
da parede celular e o acumulo de metabdlitos afim de equilibrar a pressdo osmatica.
Além dos ajustes hormonais, com a sinalizacdo por inositol sendo induzida em
resposta ao estresse hidrico (Mutwakil et al., 2017).

Em estudos populacionais, o uso de marcadores moleculares, em especial
microssatélites (Simple Sequence Repeat ou Sequéncias Simples Repetidas; SSRs),
tem permitido avaliar com precisao a diversidade e a estrutura das populagdes. Com
base em marcadores derivados do transcriptoma, estudos em populagdes naturais ao

norte da india revelaram niveis moderados de diversidade genética (Na = 3,625, Ho =
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0,58), valores compativeis com espécies adaptadas a ambientes extremos (Majeed et
al., 2020). De maneira geral, em seu habitat nativo, C. procera apresenta baixa
variabilidade genética (Muriira et al., 2018). Em areas onde se caracteriza como
exotica invasora, como no caso do Brasil, estudos em andamento sugerem que
apenas alguns individuos, advindos de uma Unica populagédo podem ter introduzido a
espécie na América do Sul. Essa conclusao € baseada em uma abordagem que utiliza
marcadores microssatélites em populacbes distantes das Américas (dados nao
publicados).

2.2 PLANTAS EXTREMOFILAS

2.2.1 Caracteristicas gerais e ambientes onde ocorrem

Organismos extremofilos ou extreméfitos sdo notaveis por viverem sob
condi¢cbes ambientais consideradas extremas. Ao contrario de espécies ou ecotipos
gue podem apenas tolerar essas condicbes, os extremofilos demonstram uma
maquinaria altamente especializada, incluindo taxons que abrangem todos os trés
dominios (Bacteria, Archaea e Eukarya) (Cavicchioli, 2002; Rothschild & Mancinelli,
2001). O termo "extremo" € relativo e toma como referéncia o homem, englobando um
amplo conjunto de condi¢cbes ambientais que podem ser consideradas extremas
(Cavicchioli, 2002).

As plantas por exemplo, sdo encontradas em uma variedade de habitats
adversos, incluindo desertos, gradientes latitudinais (articos) e altitudinais
(montanhas), manguezais, ambientes salinos, geotérmicos e locais contaminados por
metais pesados dentre outros (Szabados et al., 2011). Suas habilidades de adaptacéo
sdo resultado de um longo processo evolutivo, no qual foram fixadas uma série de
estratégias para sobrevivéncia e reproducdo em condicfes desafiadoras (Kramer,
2018).

Esses organismos sdo capazes de viver e até mesmo exigir para sua
sobrevivéncia condi¢des fisicas ou geoquimicas extremas considerando-se condi¢cdes
como temperatura, umidade, pressédo, salinidade e pH, entre outros fatores. Em
termos, as extremoéfilas incluem as haldfitas (que crescem em solos com alta

salinidade), xerodfitas (que crescem em ambientes secos e aridos), plantas de
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ressurrei¢cao (que sobrevivem a desidratacdo ou dessecacgdo quase completa mesmo
ao longo de anos) ou ainda hiperacumuladoras de metais (que crescem em solos ou
aguas com niveis extremos de metais, concentrando tais metais em seus tecidos
vivos) (Uzilday & Gani, 2023; Rothschild & Mancinelli, 2001).

Por exemplo, em regides com altos niveis de salinidade, como salinas costeiras
e desertos salgados, plantas halodfitas do género Limonium Mill. desenvolveram
mecanismos para acumular, excretar e manter o equilibrio osmético por meio de um
poderoso sistema antioxidante, incluindo polifenéis com alta taxa eliminatéria de
radicais livres (Riviere et al., 2017; Flowers & Colmer, 2008). Além disso,
caracteristicas anatdbmicas especificas desempenham um papel significativo na
tolerancia ao sal. Por exemplo, as glandulas salinas sdo adaptacées morfologicas
comuns em algumas espécies de manguezais negros, como Avicennia spp.,
permitindo a excrecdo do excesso de sais através da superficie das folhas (Popp,
1995; Popp & Albert, 1995).

Enquanto que, os mecanismos desenvolvidos por espécies hiperacumuladoras
de metais como no caso da alga cardfita Micrasterias denticulata Brébisson ex Ralfs,
visam reduzir totalmente os impactos dos compostos toxicos nas ceélulas da planta,
por meio de uma estratégia de detoxificacdo, como quelacdo de metais pesados como
fitoquelatinas (processo quimico onde um composto se liga a ions metalicos para
formar um complexo estavel) e a formacéo de complexos insolluveis que se dissolvem
no processo de morte celular natural (Volland et al., 2014).

Em regides aridas e semiaridas como a Caatinga pernambucana, onde a
disponibilidade de agua € limitada, as plantas xeréfitas da familia Cactaceae sao bem
caracteristicas. Essas plantas apresentam adaptacfes como a capacidade de
armazenar agua em seus tecidos, reduzindo a transpiracdo através de estdbmatos
altamente especializados, além de desenvolver raizes superficiais e profundas para
absorver a umidade do solo (Nobel, 2002).

Nesses locais destacam-se também as Bromeliaceae, com plantas onde a
presenca de tanque (fitotelma) foi responsavel pelo sucesso evolutivo e permitiu
habitar diversos ambientes (Givnish et al., 2014). Essas estruturas abrigam um
microclima especifico para a ocorréncia de varias espécies de seres vivos associados

(Rocha et al.,, 2004; Benzing, 2000). Diferentes géneros da familia apresentam
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estratégias distintas de sobrevivéncia, a exemplo do género Tillandsia L. com
representantes atmosféricos, que apresentam raizes reduzidas, mas com epiderme
densamente coberta por tricomas, responsaveis pela absorcédo de agua diretamente
da atmosfera (De Oliveira et al., 2021, Leroy et al., 2022). Por sua vez, outros géneros
da familia, como no caso de Dyckia Schult. & Schult.f. a morfologia é bem
caracteristica a partir da sobreposi¢cao da base das folhas combinadas com aculeos,
garantindo o armazenamento e absorgéo de nutrientes pelas folhas (Leroy et al., 2022;
Forzza, 2005).

Outro ambiente extremo sdo as regibes montanhosas, onde as plantas
enfrentam condi¢cdes como baixas temperaturas, altitudes elevadas e ventos fortes.
Plantas adaptadas a esses ambientes, como as espeécies da familia Brassicaceae,
desenvolveram estratégias como a producdo de substancias anticongelantes,
crescimento compacto e tolerancia ao vento (Kérner, 2003). Além disso, em alguns
casos, as plantas extremofilas desenvolveram adaptacfes especificas para atrair e
recompensar polinizadores em ambientes adversos, como cores vivas, odores
atraentes e néctar rico em energia, assim estabelecendo uma relacdo coevolutiva
(Tabatinga-Filho, 2008).

Essa capacidade de sobreviver e prosperar em ambientes extremos desafia as
nocdes convencionais sobre os limites da vida e oferece informacGes valiosas sobre
0S mecanismos de adaptacado e evolu¢do dos organismos em resposta a condicbes

ambientais adversas.

2.2.2 Omicas de extremoéfilas

A capacidade de seguenciamento de um genoma completo marca o ponto
inicial para o surgimento de uma nova gama de abordagens voltadas a compreensao
da estrutura, funcdo e evolucdo do material genético. Um dos marcos mais
importantes foi o esfor¢o colaborativo do Projeto Genoma Humano em 1990 (Lander
et al., 2001). No entanto, a medida que o numero de trabalhos publicados aumentou
e a técnica de sequenciamento ganhou novas abordagens além de tornar-se mais
acessivel e eficiente, ficou evidente que apenas a identificacdo de genes nédo seria

suficiente para compreender a complexidade de um organismo. A fim de aprimorar e
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aprofundar a compreensdo desses processos, surgiram as chamadas "Ciéncias
Omicas", que incluem abordagens como a gendmica, transcriptdmica, protedmica,
metabolomica e a mais recente metagenomica.

A gendmica concentra-se no estudo do genoma completo de um organismo,
incluindo a identificacdo de genes e variantes genéticas (Hudson et al., 2009). Por
outro lado, a transcriptdmica se dedica a analise do transcriptoma, ou seja, 0 conjunto
de todos os RNAs transcritos em uma célula ou tecido em um determinado momento
(Wang et al., 2009). Por sua vez, a protedbmica tem como objetivo identificar e
caracterizar todas as proteinas presentes em uma célula, tecido ou organismo em um
dado momento e situacao, bem como suas modificacdes pds-traducionais (Aebersold
& Mann, 2003). A metabolomica se concentra no estudo do conjunto de metabdlitos
presentes em um organismo ou sistema biolégico em um determinado momento,
fornecendo informacdes sobre vias metabdlicas, regulacdo e interacdes entre
diferentes classes de moléculas (Fiehn, 2002). Por fim, destaca-se a metagendémica,
gue consiste na analise genbmica e funcional do DNA ambiental (e-DNA,
environmental DNA) compreendendo todas as sequéncias de DNA de um
determinado local, 6rgéao ou tecido, sem a necessidade de isolamento e cultivo prévio
em laboratério (Handelsman et al., 1998).

As O6micas tornaram-se cada vez mais relevantes e consolidaram-se por meio
de novas técnicas de sequenciamento e aquisicdo de dados, transformando-se em
potentes ferramentas para elucidacdo dos processos regulatérios e funcionais em
diferentes niveis celulares. Uma das areas de foco tem sido a identificacdo de genes
e vias metabdlicas envolvidas na resposta ao estresse, bem como ha manutencéo do
crescimento e desenvolvimento sob condicdes adversas (Hudson et al., 2009; Fiehn,
2002).

Um exemplo recente desse enfoque aborda a comparacdo de metabdlitos
expressos entre espécies haléfitas do género Salicornia L. (Benjamin et al., 2019), que
incluem as suculentas que crescem em regides entremarés sob condicbes de
salinidade. Foram identificadas respostas distintas a salinidade nas raizes Salicornia
brachiata (Roxb.), S. maritima Wolff & Jefferies e S. portulacastrum L. Na primeira, os
niveis de flavonoides e demais compostos fendlicos (compostos antioxidantes que

desempenham papeis importantes contra danos oxidativos) aumentou na presenca
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de NaCl, enquanto que em S. portulacastrum esses niveis diminuiram, tendo uma
presenca mais expressiva de carotenoides, que também possuem papel antioxidante.
Ainda, os parametros de prolina (aminoacido ndo essencial que desempenha papel
na estabilidade estrutural de proteinas, na regulacdo osmotica e na protecdo contra
estresses abidticos), aumentou de acordo com as concentracbes de NaCl nas
espécies S. maritima e S. portulacastrum. Além disso, glicina, betaina e poliois, foram
acumulados em S. maritima e S. branchiata. De modo geral, o trabalho constata que
0s metabdlitos encontrados atuam como osmdlitos, ajudando na regulagdo osmética
e na protecdo contra os danos oxidativos associados ao excesso de sal no ambiente
(Benjamin et al., 2019).

No dominio da Caatinga as plantas xerofitas tém revelado uma gama
diversificada de adaptacdes. Uma abordagem transcriptdmica do tecido radicular de
Stylosanthes Scabra Vogel, sob déficit hidrico revelou um conjunto diversificado de
transcritos expressos, envolvendo 236.712 transcritos expressos unicos (UETS). A
analise de expressao diferencial revelou baixa modulacéo transcricional no tratamento
de déficit hidrico no tratamento de 6 horas apos imposi¢cdo do estresse, enquanto o
tratamento de 24 horas apresentou alta modulacdo, com 4.630 transcritos
diferencialmente expressos. Esses transcritos regulados positivamente (UR)
abrangeram 129 processos biologicos distintos, com destaque para processos como
metabolismo do estresse oxidativo e biossintese de aminoacidos celulares. Além
disso, foram identificados fatores de transcricdo (TFs) e proteinas quinases (PKs)
expressos diferencialmente, com varias familias destacando-se na resposta ao déficit
hidrico. Dessa forma, os resultados revelaram uma série de alteracdes transcricionais,
indicando uma resposta complexa da planta ao estresse hidrico em nivel molecular
(Ferreira-Neto et al., 2022).

Em um outro exemplo, desta vez investigando o perfil protedmico de caules,
raizes e folhas de Erythroxylum pungens O.E.Schulz. (Erythroxylaceae) (Chacon et
al., 2021) foram identificadas 3.055 proteinas. Os resultados revelaram uma
distribuicdo estratégica dessas proteinas relacionadas a defesa em diferentes 6rgéaos,
indicando uma adaptacao da espécie as condi¢cdes extremas da Caatinga. Proteinas
predominantes em raizes estavam envolvidas na resposta a estresses, enquanto

caules exibiam proteinas associadas a sintese proteica e regulacdo, e folhas
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mostravam abundancia de proteinas ligadas a fotossintese e glicélise. De modo geral,
o perfil protedmico revelou um conjunto significativo de proteinas n&do caracterizadas,
sugerindo pistas importantes para a adaptacdo da espécie ao ambiente semiarido.

Enquanto que uma analise combinada de transcriptoma e metaboloma da
espécie Cuminum cyminum L. uma erva anual também conhecida popularmente como
cominho (Guo et al., 2018). Visou compreender as alteragbes metabdlicas nas raizes
em resposta ao estresse de chumbo (Pb). A combinacéo das duas abordagens indicou
correlacbes entre genes e metabdlitos. A expressdo de genes associados ao
crescimento hormonal, citocinina e acido abscisico aumentou sob estresse de Pb,
enquanto os niveis de glutationa foram elevados pela planta para mitigar a toxicidade
do Pb. Esses resultados sugerem que C. cyminum modula seus niveis metabdlicos e
de expressao génica para aumentar a tolerancia ao estresse de chumbo, de modo
geral os trabalhos que associam diferentes 6micas trazem uma compreensdo mais
abrangente e integrada sobre os objetivos estudados.

De modo geral, os trabalhos aplicando as dmicas em plantas extremdfilas,
fornecem importantes informacbes sobre as adaptacbes subjacentes a sua
sobrevivéncia em ambientes desafiadores. E em grande parte sdo capazes de
elucidar variacGes genéticas dentro e entre espécies extremofilas, revelando padrbes

de adaptacao local, enfoque no qual a genémica se destaca.

2.3 GENOMA PLASTIDIAL

2.3.1 Origem e caracteristicas dos plastidios

Os plastidios s@o organelas celulares encontradas em células vegetais que
desempenham papeis fundamentais em processos metabdlicos, como a fotossintese,
a sintese de lipidios e aminoacidos, além de armazenar pigmentos e outras
substancias. A origem dos plastidios remonta a um evento de endossimbiose, no qual
uma célula ancestral eucariética englobou uma cianobactéria, dando origem aos
plastidios primarios (Jarvis e Lopez-Juez, 2013).

A evolucédo dos plastidios envolveu uma série de eventos endossimbidticos
subsequentes, nos quais organismos hospedeiros englobaram células eucaribticas

contendo plastidios primarios. Esses eventos deram origem aos plastidios
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secundarios e terciarios encontrados em diferentes grupos de algas eucarioticas e em
plantas terrestres (Rolland et al., 2012; Jarvis e Lépez-Juez, 2013). Como
consequéncia desses eventos houveram perdas completas ou parciais de genes
plastidiais, além da transferéncia de alguns para o genoma nuclear da célula
hospedeira. Por esse motivo, apesar de possuirem genoma préprio, grande parte das
proteinas plastidiais sdo codificadas no nucleo (Green et al., 2011; Rolland et al., 2012;
Jarvis e Lépez-Juez, 2013).

Nas plantas vasculares, os proplastideos, inicialmente conhecidos como
"eoplastos”, que sao plastidios indiferenciados encontrados nas regides
meristematicas das plantas. Diferenciam-se em formas distintas de acordo com a
funcdo que irdo desempenhar na célula (Figura 2). Por exemplo, os cloroplastos sao
responsaveis pela fotossintese, os cromoplastos desempenham um papel crucial na
sintese e armazenamento de pigmentos, enquanto os amiloplastos acumulam amido.
Além disso, os elaioplastos armazenam lipidios, os etioplastos, sdo formados na
escuriddo e acumulam precursores de clorofila (em estruturas membranosas
cristalinas chamadas de corpos prolamelares (PLB)). Por sua vez, os gerontoplastos
se formam durante a senescéncia e sao responsaveis pela reciclagem de nutrientes
por meio da desmontagem da maquinaria fotossintética e autofagia (Jarvis & Lopez-
Juez, 2013; Sakamoto, Miyagishima & Jarvis, 2008; Lopez-Juez & Pyke, 2005).
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Figura 2. Diagrama ilustrando o ciclo de desenvolvimento, a diversidade de formas plastidiais e suas

interconversdes entre os varios tipos de plastidios.
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Dentre os plastidios mais estudados, os cloroplastos se destacam por seu
papel na fotossintese, um processo no qual a energia luminosa € convertida em
energia quimica para a producdo de carboidratos. No entanto, para além da
fotossintese, também desempenham fun¢Bes relacionadas ao metabolismo de
elementos como nitrogénio, enxofre e fosforo (Taiz & Zeiger, 2004). Além da notavel
plasticidade mediada pelas respostas adaptativas das células aos fatores ambientais,
especialmente a luz, onde mecanismos de interacédo e regulacdo sdo orquestrados
pelos cloroplastos, influenciando aspectos metabdlicos, fisioldgicos e genéticos das
plantas (Zelisko et al., 2005).
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A organela é caracterizada por uma estrutura bem organizada, com trés
conjuntos de membranas em trés compartimentos (Figura 3): 1- O espacgo
intermembranar (entre dois envelopes), locais para biogénese lipidica e translocacéo
de proteinas codificadas no nucleo (Reumann et al., 2005). 2- O estroma (envolto pelo
envelope interno), contém todas as enzimas necessarias para as reagdes de carbono
da fotossintese e sintese de moléculas organicas (Sakamoto, Miyagishima & Jarvis,
2008). 3- Lumen do tilacéide (cercado pela membrana do tilacoide), estes formam um
compartimento interligado achatado que se agrupam empilhados (granum) (Moreira,
2015).

Os cloroplastos possuem genoma préprio constituido por 120-180 Mb, na
grande parte das plantas superiores (Maliga, 2004). Estruturalmente o plastoma é
constituido por duas regides de repeticao invertida (IRs), separadas por uma regiéo
de copia unica menor (SSC) e uma regido de copia unica maior (LSC) (Figura 2).
Nessas regides sao incluidos genes ribossomais (16s, 23s e 5s), genes tRNA (cerca
de 27-31), genes para a subunidade da RNA polimerase, genes para fotossistema | e
I, citocromo, além de genes ligados a sintese de ATP (Huang et al., 2013). De modo
geral, o plastoma esta entre as estruturas mais estudadas do genoma da planta, sendo

geralmente representado por uma molécula circular (Kolodner Tewari, 1972; 1979).
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Figura 3 - Representacgdo esquematica do genoma do cloroplasto. LSC = regido grande de copia
Unica, SSC = regido pequena da regiao de copia Unica, IRa = repeticao invertida A e IRb= repeticao

invertida B.

Cloroplastidial

Fonte: Modificado de Ke et al., 2022

O conhecimento do genoma cloroplastidial tem sido de extrema relevancia
uma vez que a plasticidade apresentada permite que as plantas regulem a expressao
génica e a sintese de proteinas em resposta a mudancgas ambientais (Zhang et al.,
2020; Yagi & Shiina, 2014). Além disso, o plastoma tem sido amplamente utilizado em
estudos filogenéticos e filogeograficos por meio da utilizacdo de genes e espacadores

intergénicos como rbcL, matK e trnH-psbA, altamente informativos para determinar as
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relacdes entre espécies (Huang et al., 2013). Essas abordagens tém sido cruciais para
compreender as adaptacdes das plantas sob diferentes condi¢des e para estabelecer

relacdes evolutivas entre espécies vegetais.

2.3.2 Plastoma de angiospermas extremofilas

O plastoma das angiospermas abriga um conjunto conservado de
aproximadamente 120 genes, com papel importante para a sintese de proteinas e
RNA, necessérios para o funcionamento adequado dos plastidios (Daniell et al. 2016).
A guantidade de cloroplastos em uma célula de angiosperma pode variar dependendo
do tipo de célula e das condi¢cdes ambientais. Por exemplo, uma célula de mesofilo de
folnas de angiospermas pode conter entre 20 a 100 cloroplastos. Essa variacao
também pode ser devido ao estagio de desenvolvimento da folha (Wise & Hooker,
2007).

Nas angiospermas, a heranca do cloroplasto ocorre predominantemente por
via materna, tratando-se de um genoma haploide (cada organismo possui apenas uma
copia desse genoma). Em comparacéao, nas coniferas (gimnospermas) os cloroplastos
sdo geralmente herdados paternalmente (Birky, 1988), assim, enquanto nas
angiospermas o cloroplasto descreve a histdria evolutiva através da fungcéo feminina
(padrbes de dispersdo de sementes), nas coniferas € tracada relacionando com a
funcdo masculina (padrdes de dispersao de polen) (Birky, 1988).

A biogénese e o desenvolvimento dos cloroplastos divergem entre plantas
dicotiledbneas e monocotiledéneas (Pogson & Albrecht, 2011). Enquanto em
monocotiledéneas, como o arroz, a diferenciacdo dos cloroplastos ao longo da folha
€ notavel, com regulacdo genética diferencial entre o lado adaxial e abaxial, em
dicotiledbneas, como o milho, a diferenciacdo € mais rapida e ocorre em resposta a
luz, envolvendo a formacdo de etioplastos seguida pela transformacdo em
cloroplastos maduros (Pogson & Albrecht, 2011).

Embora a estrutura e o conteudo genético dos plastomas sejam na grande
maioria conservados, estudos recentes revelaram eventos atipicos, incluindo reducéo
do tamanho do plastoma, novas configuracbes das IR, perda de varios genes e

rearranjos especificos como exemplo na familia Cactaceae (Solérzano et al. 2019;
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Silva et al. 2021). Merece destaque a espécie ameacada de extingdo Melocactus
glaucescens Buining & Brederoo, endémica da Caatinga, cujo plastoma é considerado
0 mais divergente entre as espécies da familia Cactaceae sequenciadas até o
momento. Foram identificados rearranjos unicos, IRs expandidos contendo um
conjunto incomum de genes e diversas perdas genéticas. Alguns genes relacionados
ao complexo ndH foram perdidos durante a evolucao do plastoma, enquanto outros
perderam sua funcionalidade. Além disso, a perda de trés genes de tRNA (trnA-UGC,
trnV-UAC e trnV-GAC) sugere a transferéncia de tRNA do citosol para os plastidios
(Dalla Costa et al., 2022).

De modo geral, a presenca de regides variaveis desempenha papel crucial na
interacdo genotipo e ambiente. Por exemplo, os espacadores intergénicos no
plastoma, como o espacador trnH-psbA, tém sido amplamente utilizados em estudos
de filogenia e filogeografia devido a sua alta variabilidade e taxas de evolugéo
(Scarcelli et al., 2011). Essas regides gendmicas fornecem marcadores moleculares
Uteis para inferir posicionamentos filogenéticos entre espécies e para estudar a
dispersédo e a evolucao de populagbes em resposta a mudancas ambientais ao longo
do tempo.

Em plantas halofitas, como espécies de manguezais, foi realizado um estudo
com 14 plastomas completos com representantes de 5 ordens. De modo geral, 0s
genomas das halofitas de manguezais sdo semelhantes em estrutura e conteudo
genético, com excecdes apenas na retencao do gene do fator de iniciacédo da traducao
infA em duas espécies de mangue (Avicennia marina (Forsk.) Vierh. e a Heritiera
littoralis Dryand.) (Shi et al., 2020). Os resultados sugerem uma possivel convergéncia
evolutiva em resposta as pressdes seletivas, propondo-se que essas espécies
possam ter desenvolvido estratégias genéticas semelhantes para lidar com altas
concentracfes de sal e outras condi¢cdes adversas encontradas em ambientes salinos
(Shi et al., 2020).

Por outro lado, ganhos de genes ou de regiées genémicas sdo observados
em plantas acumuladoras de metais pesados, como em Noccaea caerulescens (J. &
C. Presl) F. K. Mey. Uma pesquisa de Lgnal et al. (2013) identificou a presenca e

amplificacdo do gene AtHMA4, envolvido na tolerdncia ao zinco no genoma
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cloroplastidial dessa espécie. Esse ganho gendmico pode contribuir para a
acumulacéao eficiente de metais pesados em condi¢des de solos contaminados.

Sob frio extremo varios genes cloroplastidiais sao induzidos pela planta,
sendo mediados pelo estresse, a exemplo dos genes regulados pelo frio (COR). A
planta modelo Arabidopsis thaliana (L.) Heynh possui dois homélogos de COR15B,
gue séo alinhados no mesmo cromossomo. De modo geral, na espécie o COR15B
maduro é detectado apenas em folhas submetidas ao frio, ndo sendo detectado em
folhas sem tratamento pelo frio ou raizes aclimatadas ao frio. Propde-se que tal gene
esteja envolvido no suporte a desidratacao, que ocorre em plantas estressadas por
baixas temperaturas (Liu, 2014).

Aléem disso, mutacdes pontuais podem afetar a expressdo de proteinas
envolvidas na fotossintese, na sintese de pigmentos ou na regulacdo do metabolismo
de amido, influenciando assim a capacidade da planta de realizar a fotossintese sob
diferentes condicbes ambientais (Pogson et al., 2015). Em Bromeliaceae, estudos
gendbmicos tém revelado eventos de rearranjos estruturais, como duplicacdes de
genes e inversdes de segmentos gendmicos, como no caso da duplicacdo do gene
ndhF, envolvido na fotossintese, em algumas espécies da familia (Givnish et al.,
2007). Alem disso, foram relatados eventos de transferéncia horizontal de genes entre
o plastoma e o nucleo celular, evidenciando a complexidade das interacfes
genbmicas entre essas organelas (Millen et al., 2001).

Na familia Apocynaceae foram identificados eventos de perda de genes do
plastoma, como o gene accD, clpP e ycfl em Asclepias syriaca (Straub et al., 2011),
envolvidos na biossintese de &cidos graxos. A perda desses genes pode afetar
diretamente o metabolismo lipidico e a sintese de membranas celulares nas espécies
afetadas (Straub et al., 2011). Por outro lado, em Catharanthus roseus (L.) G. Don
uma espécie pertencente a mesma familia, esses mesmos genes aparecem presentes
(Ku et al., 2013). VariacGes encontradas na estrutura do plastoma entre diferentes
géneros, sugerem uma rapida evolucdo e uma diversificacdo genémica dentro da
familia. Essas divergéncias destacam a importancia de Apocynaceae como um grupo
modelo para estudos adicionais, visando a compreensdo das relacbes evolutivas

especificas dentro deste grupo.
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ABSTRACT

Calotropis procera (Aiton) W. T. is a xerophytic perennial shrub and an invasive exotic
species well adapted to semi-arid conditions. This species has been widely studied
due to its medicinal properties, ecological importance, and resistance to adverse
environmental conditions. However, despite efforts, there are gaps regarding its
genomic structure and evolution, which could also help to resolve the phylogeny of
Apocynaceae. Aiming to fill this gap, chloroplast genomic information was acquired
through high throughput sequencing (HTS). The chloroplast genome was assembled
in NOVOPIlasty and annotated in GeSeq. To characterize the repetitive portion, the
SSRs were detected by the MISA-web, whereas highly variable regions for the genus
Calotropis were identified by DnaSP. Subsequently, the data was compared with five
other chloroplast genomes from Apocynaceae using the IRscope. To infer about the
group evolution, the phylogeny was reconstructed based on 117 complete plastomes
of Apocynaceae. Results show that the genome has a circular structure with a length
of 165,443 bp and a GC content of 38.43%. The major single-copy (LSC, Large Single
Copy), minor single-copy (SSC, Small Single Copy), and two inverted repeats (IR)
regions comprise 93,624 bp, 25,789 bp, and two of 23,015 bp in length, respectively.
C. procera plastome encodes 133 genes and has 94 SSR loci, in addition to six highly
variable regions estimated for the genus (trnK-UUU, matK, rpsl6, infA, ycf2, and
psbB). The contraction/expansion analysis between IR limits indicated that cpDNA of
C. procera exhibits subtle variations between the JSB and J5* junctions concentrated in
the ycfl, tRNAs, and rRNAs genes, which bring new information about the acquired
strategies. The phylogenetic reconstruction supports a close relationship between the
genera Calotropis, Gomphocarpus, and Asclepias within the tribe Asclepiadeae. The
current classification obtained also gives high support to the monophyly of the genus
Calotropis (C. procera and C. gigantea) in addition, helps clarifying taxonomic
uncertainties regarding the genus Hoya and the position of subfamily Periplocoideae.
Finally, our discoveries expand the genomic resources available in Apocynaceae and
provide essential information about the ecological adaptation to arid environments of

Calotropis procera.

Keywords: Comparative genome; Invasive alien species; Phylogenomics; SSRs
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1. INTRODUCAO

As plantas que resistem a ambientes desafiadores desenvolvem
caracteristicas que permitem seu crescimento sob condi¢des climaticas adversas.
Tais fatores atuam por influenciar onde as populacdes se estabelecem e prosperam
(Dos Santos et al., 2022). Um exemplo claro sdo as espécies exdticas invasoras,
capazes de se estabelecer e expandir sua distribuicdo em um novo habitat por meio
de novas estratégias ecolbégicas e adaptativas. Como consequéncia, ameacam a
biodiversidade local ao competir com espécies nativas (Ledo et al., 2011).

Na familia Apocynaceae Juss. algumas espécies exoticas tém se tornado
invasoras em diversas regides do mundo. Na América do Sul, um desses exemplos é
Calotropis procera (Aiton) R. Br. uma planta arbdérea e/ou arbustiva, nativa de
ambientes secos da Africa Ocidental e do Sul da Asia (Abbassi et al., 2003; Grin,
2021). Introduzida em meados do século XIX (Lorenzi & Matos, 2002) tornou-se
exotica invasora no continente com principal nucleacdo no bioma das Florestas
Sazonalmente Secas (SDFs) (Gongalves-Oliveira et al., 2022). Nesses ambientes a
espécie € capaz de manter notavel plasticidade fenotipica, entre comportamento,
organizacao e ajustes que juntos estabelecem uma melhor resposta aos ambientes
adversos (Igbal et al., 2023).

Embora os estudos anteriores tenham concentrado principalmente na sua
fitofisiologia (Pompelli et al., 2019; Igbal et al.,, 2023; Rivas & Santos, 2023),
farmacologia (Arya & Kumar, 2005; Sehgal et al., 2005) e ecologia (Shivkar & Kumar,
2003; Grace, 2006; Tabatinga-Filho, 2008; Sobrinho et al., 2013) existe uma relativa
lacuna na literatura sobre as estratégias adaptativas da espécie para sobrevivéncia
em ambientes semiaridos e aridos (Kaur et al., 2021). Além disso, a espécie tem sido
incluida em estudos filogenéticos anteriores que destacam uma estreita relacéo dentro
do género Calotropis, baseados em DNA nuclear, fragmentos de DNA cloroplastidial
(cpDNA) (matK, psbA-trnH, trnL-trnF) e genoma cloroplastidial (plastoma) completo
(Sennblad & Bremer, 2002; Fishbein et al., 2018; Antonelli et al. 2021; Wang et al.,
2023), apesar de que, nenhum estudo dedicou-se a caracterizacdo da estrutura e
particularidades do plastoma de C. procera no contexto da sua adaptabilidade a

condicdes climaticas adversas.
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Em geral, o cloroplasto & conhecido como uma organela vital para
fotossintese, sinalizagdo intracelular e para producdo de compostos essenciais ao
metabolismo e crescimento. No entanto, para além dessas atribuicdes estende
funcdes relacionadas a tolerancia a estresses ambientais, atuando como sensores de
ambiente externo, capazes de enviar informacdes via sinalizacdo retrograda para o
nacleo (Taylor et al. 2009). Isso resulta na otimizacdo da expressdo de genes
nucleares impulsionados pela resposta fisiolégica (Yagi & Shiina, 2014; Zhang et al.,
2020). Tal organela contém seu préprio genoma, habitualmente representado por uma
molécula de DNA circular (cpDNA), constituido por 120-180 Mb na grande parte das
plantas superiores (Maliga, 2004). A representacdo quadripartida tipica € composta
por duas regides de repeticao invertida (IRs), separadas por uma regiao de copia Unica
menor (SSC) e uma regiao de copia unica maior (LSC). Nessas regides séo incluidos
genes ribossomais (16S, 23S, 5S), genes tRNA (cerca de 27-31), genes para a
subunidade da RNA polimerase, citocromo, genes para fotossistema | e Il, além de
genes ligados a sintese de ATP (Huang et al., 2013).

A estrutura e o conteudo genético dos plastomas seja majoritariamente
conservado em angiospermas (Daniell et al. 2016), entretanto, 0os eventos de
contracdo e expansdo das regides do genoma compreendem informacdes Uteis,
figurando como elemento crucial para processos vitais da planta, refletindo sua
organizacao e processos adaptativos. Em espécies extremdfilas, alguns genes das
familias ndh (ndhA, ndhH e ndhF) e ycf demonstram uma taxa evolutiva mais alta em
comparacdo aos de espécies de ambientes menos extremos (Chen et al., 2022).
Dessa forma, a anotacéo dos plastomas serve como base para elucidar processos de
regulacdo da expresséo génica e da sintese de proteinas em resposta a mudancas
ambientais (Yagi & Shiina, 2014; Zhang et al., 2020).

Além disso, os eventos de contracdo e expansdo fornecem marcadores
moleculares mais informativos, Uteis para andlises de diversidade populacional,
filogenética e filogeografica (Doorduin et al., 2011). Os SSRs (Sequéncias Simples
Repetidas ou Microssatélites) identificados a partir do genoma cloroplastidial se
destacam tanto pela presenca de repeticbes do tipo mononucleotideos,
compreendendo as bases A ou T, quanto por nimero e ocorréncia, dessa forma, sao

particularmente adequados como marcadores (Khan et al., 2019). Como resultado,
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reconstrucdes com base nos plastomas resolveram diferentes incongruéncias
flogenéticas em niveis profundos, como polifilias ou parafilias de alguns géneros
(Abba et al., 2021; Rodda & Niissalo, 2021; Rodda et al., 2020: Wang et al., 2023).
Nesse estudo, (1) apresentamos a anotacdo completa do genoma
cloroplastidial de Calotropis procera; (2) fornecemos detalhes de montagem contendo
informacgdes de sequéncias simples repetidas (SSRs); (3) identificamos as regides
cloroplastidiais altamente variaveis para o género Calotropis L.; (4) comparamos a
estrutura do cpDNA recém gerado com outros dados cloroplastidiais disponiveis para
a familia, inferindo sobre importancia funcional para espécie; e, (5) reavaliamos a
filogenia de Apocynaceae com base nas sequéncias codificadoras de proteinas de
117 plastomas disponiveis. Com isso, nossos resultados dao suporte para o desenho
de marcadores moleculares mais informativos para estudos de Calotropis, além de
fornecer uma base tedrica rica para estudos populacionais e avaliar relagbes

filogenéticas mais amplas dentro de Apocynaceae.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta do material vegetal e extracao de DNA

Espécimes de Calotropis procera foram coletados partir de populacdes
naturais localizadas no dominio da Caatinga (sob as coordenadas 9°04’15.6"S,
40°19°21.5"W), onde foram obtidas folhas frescas e um espécime testemunho como
voucher. Em seguida, o material foi submetido a uma extracdo de DNA gendémico total
com o kit DNeasy PowerPlant Pro (QIAGEN), seguindo as instru¢des do fabricante. A
integridade da amostra extraida foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
coradas com GelRed®. O DNA extraido foi quantificado com auxilio do fluorimetro
Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) e a qualidade da amostra foi aferida com o auxilio
de espectrofotbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) a partir das razbes
de absorbancia A260/A280 e A260/A230.
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2.2. Sequenciamento, montagem e anotacao do genoma cloroplastidial

O DNA extraido e purificado foi utilizado para constru¢ao das bibliotecas de
sequenciamento, com auxilio do kit Nextera™ XT (lllumina, CA, EUA). Por fim, os
fragmentos foram submetidos ao sequenciamento na plataforma HiSeq 2500
(Illumina, CA, EUA) paired-end (2 x 150 bp).

Os dados brutos gerados foram processados no FastQC v0.11.7 (Andrews,
2010) e filtrados utilizando Fastp (Chen et al., 2018), removendo as sequéncias de
baixa qualidade (phred 30) e dos adaptadores. A partir disto, a montagem do genoma
cloroplastidial foi realizada em duas etapas. Inicialmente, foi utilizado o script
NOVOPIlasty4.3.1.pl (Dierckxsens et al, 2017), definindo os parametros Tipo = chloro
e Faixa do Genoma = 120000-200000. Como sequéncia de referéncia foi utilizado o
genoma cp de Calotropis procera disponivel no NCBI (NC_041440.1) e como Seed
Input foi aplicada uma Unica leitura do conjunto de dados previamente mapeados para
o0 genoma NC_041440.1. A montagem com NOVOPIlasty resultou em oito contigs, que
foram submetidos a uma montagem com Phrap vers&o 0.990319, com configuracoes
padrdo, obtendo o genoma circular completo da espécie. O genoma foi anotado
utilizando o GeSeq (Tillich et al, 2017; disponivel em https://chlorobox.mpimp-
golm.mpg.de/geseq.html). Além disso, o recurso online OGDRAW (versdo v1.3.1;
Greiner et al., 2019; disponivel em https://chlorobox.mpimp-
golm.mpg.de/OGDraw.html) foi aplicado a fim de fornecer uma visualizacdo das

caracteristicas do genoma cp de C. procera.

2.3. Deteccao dos SSRs e analise de uso de cédons

As sequéncias simples repetidas (SSRs) foram detectadas no plastoma de C.
procera utilizando o programa online MISA (Beier et al., 2017; disponivel em:
https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa). Dentro do MISA, definimos o ndamero
minimo de unidades repetidas para dez, cinco, quatro, trés, trés e trés para
mononucleotideos, dinucleotideos, trinucleotideos, tetranucleotideos,
pentanucleotideos e hexanucleotideos, respectivamente (Figura 2; Tabela S1). Além
disso, selecionamos genes codificadores de proteinas com pelo menos 200 pb para
analisar o uso de <cbédons no programa CodonW (version 1.4.2)

(http://codonw.sourceforge.net//), sob configuragdes padréo (Figura 3; Tabela S2).
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2.4. Andlise da expansao e contracdo da Regido Invertida (IR)

O genoma cloroplastidial de C. procera foi comparado com os plastomas de
cinco espécies (Calotropis gigantea (L.) Dryand., Asclepias syriaca L., Asclepias nivea
L., Vincetoxicum forrestii (Schltr.) C.Y.Wu & D.Z.Li e Vincetoxicum mongolicum
Maxim.) pertencentes a mesma familia Apocynaceae (Tabela S3; dados obtidos do
GenBank, https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e intimamente relacionadas com base na
filogenia de Sennblad e Bremer (2002) a fim de identificar pontos criticos de variacdes
genbmicas. Foram visualizadas especialmente as variacdes entre as juncdes
LSC/IRb/SSC/IRa dos seis cpDNA com base em suas anota¢gdes usando o IRscope
(Amiryousefi et al., 2018).

Adicionalmente, foi realizada uma comparacao entre o genoma cloroplastidial
de Calotropis procera recém gerado com outros recursos genémicos para 0 género,
representados por Calotropis procera e Calotropis gigantea de populacdes de Wuhan
na China (Tabela S3; dados obtidos do GenBank, https://www.ncbi.nim.nih.gov) a fim
de identificar os pontos criticos a partir da comparagao geografica, visualizadas com

base no IRscope (Amiryousefi et al., 2018).

2.5. Diversidade de nucleotideos

Os plastomas de C. procera e do grupo irmédo C. gigantea foram alinhados
com MAFFT (versdo 7; Katoh et al.,, 2002) a fim de avaliar a diversidade de
nucleotideos para o género. A diversidade de nucleotideos (Pi) foi estimada no DnaSP
(DNA Sequences Polymorphism versdo V6.0; Rozas et al., 2017), com algumas
modificacdes. Definindo o tamanho de passo para 200 pb com um comprimento de
janela de 600 pb (Kong et al., 2021).

2.6. Analise filogenética

Para reconstruir a filogenia de Apocynaceae, foram obtidos 117 genomas
cloroplastidiais da familia, abrangendo cerca de 54 géneros e representando 4 das 5
subfamilias de Apocynaceae. Além disso, 0s plastomas de quatro espécies
pertencentes as Ericaceae, uma familia estreitamente relacionada as Apocynaceae,

foram obtidos para compor o grupo externo, incluindo Rhododendron calophytum
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Franch., Rhododendron datiandingense Z. J. Feng, Rhododendron latoucheae
Franch. e Vaccinium myrtillus L. (Tabela S3). Totalizando 121 genomas
cloroplastidiais para a reconstrucéao filogenética (Tabela S3).

As anotagcbes completas (arquivo RefSeq) do cloroplasto de todos os
genomas foram obtidas via GenBank, desses arquivos foram extraidas as sequéncias
génicas para input no SPLACE (Oliveira et al., 2022). Um arquivo contendo todos os
arquivos FASTA das 121 espécies e, outro arquivo de texto contendo a informacéo
dos genes codificadores de proteinas para concatenacdo foram gerados. A
supermatriz gerada pelo SPLACE foi entdo utilizada para determinar o melhor modelo
de ajuste de sequéncia via ModelTest-NG v0.1.7 (Darriba et al., 2020), que resultou
no modelo GTR + GAMMA. Por fim, realizamos a analise filogenética com o método
de maxima verossimilhnanca (ML) com um valor de bootstrap (BS) de 1.000 réplicas
no RAXML v8.2.12 (Stmatakis, 2014). Os arquivos finais da arvore foram visualizados
no iTOL v6 (Letunic & Bork, 2021; Disponivel em: https://itol.embl.de/#) e editados no
QGis 3.16 (Quantum GIS Development, 2016).

3. RESULTADOS

Caracteristicas gerais e organizacdo do genoma do cloroplasto de Calotropis procera

O genoma cloroplastidial de C. procera apresenta uma estrutura circular
guadripartida tipica com 165.443 pb de comprimento que consiste em uma regiao
grande de cdépia Unica (LSC) com 93.624 pb e uma regido pequena de coépia Unica
(SSC) com 25.789 pb, separadas por um par de regidoes de repeticdes invertidas (IRa
e IRb), cada uma com 23.015 pb. O conteudo GC total foi de 38,43% e de 37,75%,
32,45% e 45,08%, nas regides LSC, SSC e nas duas regides IR, respectivamente
(Tabela 1).

Foram anotados 133 genes, incluindo 88 genes codificadores de proteinas
(PCGs), 37 RNAs transportadores (tRNAs) e 8 RNAs ribossomais (rRNAs) (Tabela 1).
Dentre os 133 genes, 82 estavam localizados no LSC, 13 no SSC enquanto 19

estavam duplicados nas regides IR, que compreenderam cinco PCGs (ndhB, rpl2,
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rpl23, rps7, rpsl2), sete tRNAs (trnA-UGC, trnl-CAU, trnl-GAU, trnL-CAA, trnN-GUU,
trnR-ACG e trnV-GAC), quatro rRNAs (rrn4.5, rrn5, rrnl6 e rr23) e trés genes de
funcdo desconhecida (ycfl, ycf2 e ycfl5) (Figura 1, Tabela 2).

Os 133 genes incluiam 22 que continham um intron. Destes, oito eram PCGs
(clpP, petB, petD, atpF, ndhA, ndhB, rpoC1, rpsl6, rpl2 e rpl1l6) e seis eram tRNAs
(trnA-UGC, trnG-UCC, trnl-GAU, trnK-UUU, trnL-UAA e trnV-UAC). O Unico gene com

dois introns foi o ycf3, além do accD com trés introns (Tabela S4).

Tabela 1. Caracteristicas do genoma do cloroplasto de Calotropis procera (Apocynaceae).

Category Item Characteristics of
chloroplast genome
Size of chloroplast genome (bp) 165.443
Size of LSC (pb) 93.624
Construction of Size of SSC (pb) 25.789
chloroplast genome
Size of IRa (pb) 23.015
Size of IRb (pb) 23.015
N° of overall genes 133
N° of protein-coding genes 88
Gene content N° of tRNA genes 37
N° of rRNA genes 8
N° of duplicate genes 19
Overall GC content (%) 38.43
GC content of LSC region (%) 37.75
GC content GC content of SSC region (%) 32.45
GC content of IRa region (%) 45.08

GC content of IRb region (%) 45.08
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Figura 1. Mapa do genoma cloroplastidial de Calotropis procera (Apocynaceae). Os
genes nas por¢des externa e interna do circulo séo transcritos no sentido horario e
anti-horario, respectivamente. Os genes pertencentes a diferentes grupos funcionais
sdo codificados por cores e o circulo interno mostra suas localizagbes nas regides
LSC, SSC, IRa e IRb. As barras cinza-escuras no circulo interno correspondem ao
contetdo do GC.
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Tabela 2. Categorias funcionais para os genes presentes no genoma do cloroplasto de

Calotropis procera.

Category for genes

Group of genes

Name of genes

Genes for
photosynthesis

Self-replication

Other genes

Unkwon

Subunits of ATP synthase
Subunits of photosystein |

Subunits of photosystein Il

Subunits of NADH dehydrogenase
Subunit of cytochrome b/f complex
Subunit of rubisco

Large subunit of ribosome

Small subunit of ribosome

DNA dependent RNA polymerase

Transfer RNA genes

Ribosomal RNA genes
Translation initiation fator

Subunit of acetyl-CoA carboxylase
c-type cytochrome synthesis gene
Envelop membrane protein
Protease

Maturase

Conserved open reading frames

atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpl
psaA, psaB, psaC, psal, psal

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH,
psbl, psbd, psbK, psbL, psbM, psbN,

psbT, psbhz, ycf3.

ndhA, ndhB*, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG,
ndhH,ndhl, ndhJ, ndhK

petA, petB, petD, petG, petL, petN

rbcL

rpl2 *, rpll4, rpll6, rpl20, rpl22, rpl23 *, rpl32,
rpl33, rpl36

rps2, rps3, rps4, rps7 *, rps8, rpsll, rpsl2 *,
rpsi4, rpslbs, rpsl6, rpsis8, rpsl9

rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2

trnA-UGC *, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC,
trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCC, trnH-GUG,
trnl-CAU *, trnl-GAU *, trnK-UUU, trnL-CAA *,
trnL-UAA, trnL-UAG, trnM-CAU, trnfM-CAU,
trnN-GUU *, trnP-UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG *,
trnR-UCU, trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA,

trnT-GGU, trnT-UGU, trnV-GAC *, trnV-UAC,
trnW-CCA, trnY-GUA

rrn4.5 *, rrn5 *, rrni6 *, rrn23*
infA

accD

CcsA

cemA

clpP

matK

ycfl *, ycf2 *, ycf4, ycfls *

Note: (*) Duplicated genes located in the IR regions.


https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378111922003365#tblfn1
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Andlise das sequéncias simples repetidas (SSRs)

Foram detectados 94 loci de SSRs no genoma do cloroplasto de Calotropis
procera, entre sete classes de SSR do tipo: SSR composto, mononucleotideo,
dinucleotideo, trinucleotideo, tetranucleotideo, pentanucleotideo e hexanucleotideo
(Tabela S1). Dentre esses, considerando abundancia e variabilidade foram analisados
0s SSRs de quatro categorias diferentes (mono-, di-, tri-, tetranucleotideos) (Figura 2).
Dessas, foram encontrados 83 loci de SSR, entre eles o niUmero de repeticdes de
mono-, di-, tri-, tetranucleotideos foi de 47, 16, 5 e 15, respectivamente (Figura 2 e
Tabela S1).

Fig. 2. Microssatélites (Simple Sequence Repeats, SSRs) identificados no genoma
cloroplastidial de C. procera.
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A grande maioria dos SSRs compreendeu mononucleotideos, representando
57% das regides encontradas, as bases mais representativas sao timina (T), adenina
(A) seguida de citosina (C), com 30, 14 e 3 regifes de microssatélite encontradas com
cada base (Figura 2). Nao foram encontradas regides repetidas de guanina. Enquanto
gue para SSRs do tipo dinucleotideo as bases mais representativas foram AT e TA
com 7 e 6 ocorréncias. Para as repeti¢cdes do tipo tetranucleotideo observou-se um
maior numero de combinac¢fes presentes poucas vezes no genoma, compreendendo
as bases, ATAA, TTAT, TAAT, ATTA e TTAT entre 2 a 3 vezes. Por fim, as cinco
regides de trinucleotideos foram identificadas com uma ocorréncia cada (Figura 2).

Analise do uso de coédons

A andlise do uso de cddons indicou que os 88 genes codificadores de
proteinas do plastoma de C. procera compreendiam 25.841 codons, representando
20 aminoacidos mais o cdédon de parada. Além disso, foram identificados 31 cdédons
degenerados com valores de uso relativo de cédons sinbnimos (RSCU) acima de um,
indicando seu viés de utilizacdo no plastoma. Em particular, o codon AGA que codifica
a arginina teve o viés de uso mais alto, com um valor de 1.92, seguido do UUA que
codifica a leucina com um viés de utilizacdo de 1.85. De modo geral, todos os outros
coédons com valores RSCU acima de 1,0 terminaram com A ou U, exceto o codon

UUG que codifica para leucina (Figura 3 e Tabela S2).

Analise da diversidade de nucleotideos

A analise para detectar sitios polimérficos entre espécies do género Calotropis
(C. procera e C. gigantea) indicou que o valor médio da diversidade de nucleotideos
(Pi) foi 0,0057 (Figura 4). Foram detectadas um total de seis regides altamente
variaveis sdo elas: trnK-UUU, matK, rpsl6, infA, ycf2 e psbB (Figura 4). Todas as
regides variaveis encontradas estdo localizadas na regido LSC. Nao foram
identificadas regifes altamente variaveis com Pi > 0,012 na regido SSC e nem nas

regides IR.
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Fig. 3. Detalhes dos vieses de uso de codons no plastoma de Calotropis procera. As
barras (codificadas por cores) representam os valores relativos de utilizagdo de
codons sinbnimos para cada tipo de aminoécido.

7

RSCU




52

Fig. 4. Andlise da diversidade de nucleotideos (Pi) baseada nos genomas cp de
Calotropis procera e C. gigantea (Apocynaceae) com um tamanho de janela deslizante
de 600 pb e um tamanho de passo de 200 pb. O eixo X mostra as posi¢cdes dos
nucleotideos, enquanto o eixo Y representa os valores de diversidade de
nucleotideos.
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A andlise comparativa do genoma cloroplastidial de C. procera com o
plastoma completo de outras cinco espécies pertencentes a familia Apocynaceae,
indicou que todos os taxons tinham numeros semelhantes de PCGs, mas algumas
variacdes de tRNAs e rRNAs bem como posicées semelhantes das regifes de limite
entre as quatro juncdes IRa/LSC (J*4), IRb/LSC (J3'B), IRa/SSC (J5*) e IRb/SSC (JSB)
(Figura b).

No entanto, apesar da alta similaridade entre os genomas, algumas
expansdes e/ou contracdes entre os limites foram observadas (Figura 5). Como o
gene ycfl localizando entre as jungGes JSB e J5A em Calotropis gigantea, Asclepias
syriaca, Asclepias nivea e Vincetoxicum forrestii, com localizacdo quase exata entre
0s representantes do género Asclepias, enquanto que uma ligeira variagdo em C.
gigantea com 340 bp em SSC e V. forrestii com 872 bp em IRb e 223 bp em SSC.
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Além disso, 0 mesmo gene esta ausente entre os limites das quatro juncdes em C.

procera e em V. mongolicum.

Fig. 5. Analise dos limites entre LSC/IRB/SSC/IRA e de genes adjacentes anotados
entre seis genomas cloroplastidiais de Apocynaceae. Legenda das abrevia¢cdes: JLB:
regiao de limite entre LSC e IRB; JSB: linha de limite entre IRB e SSC; JSA: linha de
limite entre SSC e IRA; JLA: linha de limite entre IRA e LSC.
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Em situacdo semelhante, o gene rpl2 e o trnH apresentam certa variagao entre
as espécies ao longo da juncédo J“A, apenas em C. gigantea o trnH ndo cruza a jungéo
J'A, enquanto o gene rpl2 mantém 63 bp em IRa. Em todas as outras espécies, o trnH
apresenta um padrao ultrapassando entre 1-3 bp para IRa e em A. syriaca 9 bp. Nas
juncbes J'B, os genes rpl22, rps19 e rpl2 mantém o mesmo padrdo em todas as
espécies.

Dentro do género Calotropis, nossa andlise dos limites LSC/IRB/SSC/IRA do
género, em comparacdo com as populacdes C. procera de Petrolina no Brasil e C.
procera e C. gigantea de Wuhan na China, revelou uma relativa conservacao (Figura
6). As variacdes no tamanho total do genoma entre as trés amostras sdo sutis, com
C. procera de Petrolina apresentando um genoma cloroplastidial ligeiramente menor

gue o da mesma espécie de Wuhan, com 166.010 pb, e o de C. gigantea, com 165.928
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pb. Além disso, a populacdo de Petrolina destaca-se por apresentar a maior regiao
SSC com 25.789 pb, apresentando um maior numero de tRNAs e rRNAs
especialmente entre a juncdo JS* com a presenca do trnR, rrn5S, rrn4 e rrn2,

ocupando 146 e 238 bp ao longo da regido SSC.

Fig. 6. Analise dos limites entre LSC/IRB/SSC/IRA e de genes adjacentes anotados
entre genomas cloroplastidiais do género Calotropis. Legenda das abreviacdes: JLB:
regido de limite entre LSC e IRB; JSB: linha de limite entre IRB e SSC; JSA: linha de
limite entre SSC e IRA; JLA: linha de limite entre IRA e LSC.

Inverted Repeats of the genus Calotropis

; JLB JSB JSA
Calotropis procera

JLA
Petrolina - Brazil ,‘_n;%&@“ il %~
i .1 :1 73 || —z= X //:Mggﬁ‘L::ﬂ

T —
165,443 bp P A

4912 bp,1370 bp_ 3by

Galoimnt rﬁ122 a.bp a ndnF ¢ ——— P \dH
alotropis procera ps19 M rpiz . | l'___ bA
i 94,104 b / 26219 b 19,468 b 1!
Wuhan - China - S v —— | ——25% /’—_"‘ﬁlﬂﬁr\ﬂ.

psb;

166,010 bp ' T370 bp 1654 bp

' ’_ﬁ_lrs}b' e P Iﬁil%a T T
Calotropis gigantea — — 1 m_// 22,444 bp // Z%ehe I
Wuhan - China 40 bp trnN 63 bp
165,928 bp

Relacgdes filogenéticas

A filogenia gerada a partir dos 117 plastomas de Apocynaceae, resultou em
uma arvore com espinha dorsal bem suportada em todos os nds principais,
representando quatro subfamilias (Periplocoideae, Rauvolfioideae, Apocynoideae e
Asclepiadoideae) com auséncia apenas da subfamilia Secamonoideae para a qual
ainda ndo h& dados disponiveis. Além disso, os dados abrangem 22 tribos
(Aspidospermateae, Alstonieae, Willughbeieae, Tabernaemontaneae, Vinceae,
Alstonieae, Melodineae, Hunterieae, Amsonieae, Plumerieae, Carisseae, Wrightieae,
Nerieae, Malouetieae, Odontademieae, Echiteae, Mesechiteae, Apocyneae,
Fockeeae, Asclepiadeae, Ceropegieae e Marsdenieae) dentre as 27 reconhecidas
para a familia, com auséncia de dados para as tribos Rhabdadenieae, Baisseeae,

Eustegieae, Alyxieaea e Secamoneae. A espécie Hemidesmus indicus R. Br. aparece
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como o taxon basal, enquanto a primeira linhagem divergente posiciona-se dentro da
subfamilia Periplocoideae, ao passo que Hoya silvatica Tsiang & P.T.Li figura como a
mais derivada dentro da subfamilia Asclepiadoideae (Figura 7A e 7B).

Os clados basais que se divergem de maneira sucessiva correspondem aos
parafiléticos, com um representante da subfamilia Periplocoideae e os clados da
subfamilia Rauvolfioideae (Figura 7A). Dentro de Rauvolfioideae, a tribo mais basal
Aspidospermateae apesar de ndo ser monoespecifica apresenta em nossa analise
uma unica espécie amostrada, sendo o mesmo posicionado no clado da tribo mais
derivada Carisseae, tratando-se da tribo irma do clado da subfamilia Apocynoideae
(Figura 7A). Além dessas, Willughbeieae, Melodineae e Hunterieae também

representam tribos com uma unica espécie amostrada cada (Figura 7A).
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Fig. 7A. Arvore filogenética reconstruida por analise de maxima verossimilhanca (ML)
com base em 88 sequéncias codificadoras de proteinas (CDS) de 117 espécies de
Apocynaceae e dois grupos externos. Os numeros proximos aos ramos Sao
porcentagens de suporte bootstrap (BS) obtidas a partir da inferéncia de maxima
verossimilhanca. O nés com BS = 100% estdo sendo demonstrados com asteriscos.
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Fig. 7B. Continuacdo - Arvore filogenética reconstruida por andlise de maxima
verossimilhanca (ML) com base em 88 sequéncias codificadoras de proteinas (CDS)
de 117 espécies de Apocynaceae e dois grupos externos. Os nimeros proximos aos
ramos sao porcentagens de suporte bootstrap (BS) obtidas a partir da inferéncia de
maxima verossimilhanca. O nés com BS = 100% estdo sendo demonstrados com
asteriscos.
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Dentre as onze tribos de Rauvolfioideae, as subtribos Vinceae e Alstonieae
mostraram-se como monofiléticas (Figura 7A). Por sua vez, Vinceae sao parafiléticas
uma vez que Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex Kurz. (Unica espécie amostrada para
a subtribo Rauvolfiinae) é considerada espécie-irma de Alstonia yunnanensis Diels,
pertencente a tribo Alstonieae (Figura 7A). As tribos citadas, junto com as demais
subtribos, formam um clado bem suportado em Vinceae (BS: 98). Por outro lado,
Alstonieae é considerada polifilética por formar um clado mais basal com Alstonia
scholaris (L.) R. Br. (BS: 100).

Dentro da arvore a monofilia das subfamilias Apocynoideae, Periplocoideae e
Asclepiadoideae é bem suportada (Figura 7A). A subfamilia Apocynoideae
compreende 11 clados, com a subfamilia Periplocoideae compondo um deles (BS:
89), sendo Periplocoideae irméa do clado que inclui as subtribos irmés Odontadenieae,
Echiteae e Mesechiteae. Além disso, em Apocynoideae, as Wrightieae e Malouetieae
representam tribos com um taxon amostrado (Figura 7A).

A proximidade filogenética entre as subfamilias Apocynoideae e
Asclepiadoideae € bem suportada (BS:100; Figura 7A). Inclusive com as relacbes
entre as quatro tribos amostradas dos clados das Asclepiadoideae consideradas como
bem resolvidas, incluindo o clado das Asclepiadeae com bom suporte (BS: 100), onde
Ceropegieae figura como irméd de Marsdenieae e Fockeeae sendo irmas do restante
das Asclepiadoideae (Figura 7A e 7B). Em Asclepiadeae a classificacdo atual obtida
suporta uma relacao estreita entre os géneros Calotropis, Gomphocarpus e Asclepias
(Figura 7A). Além do alto suporte atribuido a monofilia do género Calotropis (C.
procera e C. gigantea) (BS: 100), bem como a integridade e separacao das espécies
em duas linhagens. Entretanto, na tribo Marsdenieae apesar do alto suporte entre os
clados, algumas relacdes — como no caso do género ndo monofilético Hoya R.Br. —

ainda permanecem néo resolvidas (Figura 7B).
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4. DISCUSSAO

4.1 Cfomparagées de tamanho, estrutura de plastomas e pontos de divergéncia de
sequéncia

O processamento das sequéncias de Calotropis procera resultou em um
plastoma de 156,80 Mb, ou seja, semelhante ao encontrado na espécie irma C.
gigantea (157.28 Mb) e relativamente menor ao relatado em Vinca minor L. e
Voacanga thouarsii Roem. & Schult. com 679.10 e 1,351.26 Mb respectivamente,
sendo o Uultimo considerado o maior genoma cloroplastidial disponivel para
Apocynaceae (Cuello et al., 2022). Apds a anotacao, assim como acontece na maioria
das angiospermas, o plastoma de C. procera exibiu uma estrutura circular
guadripartida consistente com o0 observado em outras espécies da familia
Apocynaceae que também exibem uma organizacdo semelhante (Bautista et al.,
2020; Li et al.,2020; Abba et al., 2021; Zheng et al., 2022).

Nos plastomas em especifico, embora as IRs sejam mais conservadas, 0s
eventos de contracdo e expansao entre os limites sdo vistos de forma comum e
representam as principais razdes para a variacdo de tamanho dos genomas
cloroplastidiais (Goulding et al., 1996; Wang et al., 2008; Qian et al., 2013). Por
exemplo, embora o gene ycfl5 possa estar ausente em algumas Apocynaceae e em
outras ordens (Shi et al., 2013; Du et al., 2020; Zheng et al., 2022), 0 mesmo gene
ycfl5 além de outros representantes do complexo (ycfl e ycf2) estdo presentes no
genoma de C. procera e séo frequentemente encontrados em outras Apocynaceae (Li
et al., 2020; Liao et al., 2020; Liu et al., 2023).

O conteudo GC geral do genoma de C. procera € comparavel aos encontrados
em outros cloroplastos de Apocynaceae (Bautista et al., 2020; Abba et al., 2021,
Zheng et al., 2022). Por exemplo, em Apocynum pictum Schrenk o conteudo foi de
38,3% (Zheng et al., 2022), Wrightia laevis Hook. f. foi de 38,05% (Li et al., 2020),
Apocynum venetum L. com 38,3% (Guo et al., 2022), Duvalia velutina Lavranos com
37,9%, enquanto Gomphocarpus siniacus Boiss apresentou 38% (Alzahrani et al.,
2024). Assim como no presente trabalho, em Apocynaceae o conteudo GC nas
regides de copia Unica é relativamente menor do que nas regides de repeticdo

invertida (Alzahrani et al., 2024). Essa discrepancia entre contetdo por regido é
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atribuida a presenca de oito genes de rRNA nas regides de repeticdo invertida, os
quais sao reconhecidamente ricos em conteudo GC (Xue et al., 2019).

No que diz respeito ao contetdo génico, valores semelhantes ao reportado em
C. procera (Tabela 2) também sdo encontrados em Vincetoxicum mongolicum,
Wrightia laevis, Catharanthus roseus (L.) G. Don e Cerbera manghas L. (Ku et al.,
2013; Li et al., 2020; Liao et al., 2020; Liu et al., 2023). A conservacao da estrutura
gendmica e do contetdo génico em C. procera e em outras Apocynaceae indicam um
alto grau de conservacgao evolutiva, bem como um provavel processo de evolucao
recente no grupo.

Além desses achados, a presenca de 22 genes contendo pelo menos um intron
em C. procera (Tabela S4), incluindo genes importantes como clpP, petB, petD, e
rpoC1l, reflete um padrédo entre angiospermas (Shinozaki et al., 1986; Qian et al.,
2013). Por sua vez, genes com multiplos introns, como ycf3 e accD, também sé&o
comuns (Tabela S4). O gene ycf3 integra parte essencial na montagem do complexo
fotossistema | (Boudreau et al., 1997; Nellaepalli et al., 2018), assim mdaltiplos introns
S&0 necessarios para o correto funcionamento do processo. Enquanto que o accD que
codifica para a subunidade B-carboxiltransferase da acetil-CoA carboxilase, é vital
para a sintese de acidos graxos e para manutencdo de processos metabdlicos no
cloroplasto (Caroca et al., 2021). Dessa forma, ambos os genes desempenham papeis
criticos na regulacdo da expressdo génica e na manutencdo da funcionalidade do
cloroplasto (Li et al., 2018).

No genoma cloroplastidial de C. procera foram identificados 94 loci de SSRs
distribuidos em sete categorias. Dentre esses, 83 loci de SSRs foram analisados em
detalhe (Figura 3). A abundancia dos SSRs do tipo mononucleotideos excedeu a de
di- e trinucleotideos, incluindo 57% das regides identificadas, com timina (T) e adenina
(A) sendo as bases mais frequentes (Figura 3). Este padrdo é consistente com 0s
achados em Apocynaceae (Ku et al., 2013; Abba et al., 2021) sendo comum devido a
alta prevaléncia de pares de bases A-T na maioria dos genomas de plantas. Os
dinucleotideos AT e TA também foram predominantes (Figura 3), o que é esperado,
dado que repeticdbes A/T sdo frequentemente mais comuns em regifes nao
codificantes dos genomas cloroplastidiais, possivelmente devido a menor estabilidade

das interagbes comparativamente aos segmentos ricos em G-C (Chen et al., 2000).
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O mesmo padrdo também foi observado em espécies de Apocynaceae, onde
dinucleotideos AT/TA predominam nas regifes intergénicas dos genomas
cloroplastidiais (Ku et al., 2013; Liao et al., 2020; Abba et al., 2021; Liu et al., 2023).
Apesar de SSRs do tipo pentanucleotideos e hexanucleotideos terem sido
identificados no plastoma de C. procera (Tabela S1), assim como em outras espécies
de Apocynaceae, como Asclepias syriaca L. e Perguleria tomentosa L. (Abba et al.,
2021, 2020), os achados nao sao potencialmente relevantes uma vez que SSRs em
unidades menores, principalmente mononucleotideos, tendem a ser mais
polimérficos, portanto, de maior interesse para estudos comparativos (Cohen et al.,
2004).

Além disso, ao analisar o uso de coédons, identificamos um total de 31 codons
degenerados com valores de uso relativo de coédons sinbnimos (RSCU) acima de um
(Figura 3), este viés de uso de codons desempenha papel crucial na formacéo da
expressao genética e funcéo celular (Xiong et al., 2020). Considera-se que o RSCU
seja o resultado de processos como deriva genética, selecdo natural e mutacao
(Zheng et al., 2022). Em particular, os aminoacidos Metionina e Triptofano foram os
menos representados no plastoma de C. procera, esse padrao também foi observado
no plastoma de Caralluma quadrangula (Forssk) N. E.Br (Apocynaceae) (Abba et al.,
2021), bem como representantes de outras familias, como Physalis macrophysa
Rydb. e Physalis ixocarpa L. (Solanaceae) (Zhang et al., 2023). Em geral, o cpDNA
de C. procera apresentou valores de uso relativo acima de um para os cédons
terminados em A ou U. Esse viés de utilizacdo, onde cdédons terminados em A ou U
sdo preferencialmente utilizados, € comum em genomas cloroplastidiais, refletindo
possivelmente a selecdo por maior eficiéncia de traducdo e estabilidade do mMRNA
(Parvathy et al., 2022).

A andlise da diversidade de nucleotideos do género Calotropis (C. procera e C.
gigantea) identificou cinco regifes altamente variaveis (Figura 4), em decorréncia do
viés de divergéncia tais regides sdo potencialmente indicadas como marcadores
moleculares. Tais regifes estdo localizadas na LSC do genoma cloroplastidial,
enquanto que é vista uma auséncia de regifes altamente varidveis na SSC e IR
(Figura 1). Esses achados indicam uma menor taxa de mutagao e maior conservagao

na SSC e IR, atribuidas a presenca de genes essenciais e de duplicacdes nas regides
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IR, que aumentam a pressao seletiva. De modo geral, genes duplicados nas IR séao
cruciais para a estabilidade estrutural do genoma cloroplastidial e para a regulacao da

expressao génica (Blazier et al., 2016).

4.2 Regibes do genoma e potencial importancia funcional para a espécie

Apesar da estrutura do genoma cloroplastidial ser em sua maioria estavel ao
longo das familias, o tamanho e as regi6es do genoma podem variar devido a
contracoes, expansdes ou mesmo perda completa de genes, especialmente no que
tange as regides de repeticdo invertida (IR), ainda que sejam as mais conservadas do
plastoma (Yaradua et al., 2019; Henriquez et al., 2020). Em angiospermas Sao
descritas quatro regides de limite entre IRa/LSC (J**), IRb/LSC (J'B), IRa/SSC (J%*) e
IRb/SSC (JSB) nas quais se observam alteragdes no tamanho e na localizacédo dos
genes tipicos dessas regides, resultando em variagbes nos tamanhos totais dos
genomas (Wang et al., 2022).

Na familia Apocynaceae sao relatadas variacoes entre as quatro regides limite,
por exemplo, no género Caralluma onde diferencas de tamanho s&o vistas entre o
limite JSA e JSB (Abba et al., 2021), em Gymnema e Duvalia, as variacGes mais
significativas sdo observadas em JSB, Por sua vez, em Gomphocarpus tais flutuacdes
estdo localizadas entre J'B e JSA (Alzahrani et al., 2024). Com base nessas variagoes,
em Apocynaceae sdo descritos seis tipos de combinacado e diferentes subtipos de
limites IR (Wang et al., 2023). Dessa forma, esses achados sustentam a aplicacdo das
IRs como polimorfismos relevantes, eficazes para avaliar reorganizacdes
conformacionais dentro dos genomas cloroplastidiais.

Nossa analise comparativa das regifes IR (Figura 4) indica que apesar de
todos os taxons terem uma organizacao relativamente conservada, algumas variacdes
de PCGs, tRNAs e rRNAs, principalmente localizadas entres as jungées JA de C.
procera sao vistas. Nessas regides, o gene ycfl esta ausente entre os limites em C.
procera e em Vincetoxicum mongolicum (Figura 4; Liu et al., 2023). A auséncia do
gene também é documentada entre os limites de outras Apocynaceae (Liu et al.,

2023), embora a presen¢ca massiva (Rodda & Niissalo, 2021; Zheng et al., 2022;
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Zhang et al., 2023; Alzahrani et al., 2024) e pseudogenizacao (Abba et al., 2021; Guo
et al., 2022; Zheng et al., 2022) sejam igualmente relatadas.

O ycfl € conhecido por sua alta variabilidade em termos de tamanho e
sequéncia entre diferentes espécies de plantas, o gene € codificado pelo plastoma de
dicotiledbneas e algas verdes, estando ausente nas gramineas (Rochaix, 2022).
Integra 0 quadro de leitura hipotética do cloroplasto (ycf) um grupo de genes que
desempenha papel importante na montagem do complexo clorofila-proteina da cadeia
de transporte de elétrons conhecidos como fotossistemas | e Il, correspondentes aos
agrupamentos de moléculas de clorofila e pigmentos acessorios (Rochaix 2011;
Moreira, 2013; Dai et al., 2024: Levin, 2024).

Como um dos genes mais longos do plastoma, o ycfl codifica uma proteina
de 1.800 aminoacidos (Dong et al., 2015). Embora este gene esteja presente na SSC
do genoma de C. procera (Figura 1), 0 mesmo esta ausente entre os limites IR, o que
revela uma translocacéo dos limites IR para a SSC (Figura 4). Na literatura é relatado
gue em plantas com flores as duas regides do gene ycfl sdo altamente variaveis, com
diferencas substanciais entre os varios tipos de genomas cloroplastidiais (Dong et al.,
2012; Bolter & Soll, 2017). Em algumas espécies 0 gene é encontrado em regides
IR/SSC e IR/LSC, mas compdem pseudogenes devido a falta de duplicacdes
completas (Abba et al., 2021; Zheng et al., 2022). Ao passo que também se observou
gue o ycfl, tal como outros genes tipicos das IRs, foram translocados para a regiao
LSC ou SSC, demonstrando uma reorganizacdo gendmica significativa (Guo et al.,
2022; Alzahrani et al., 2024).

A identificacdo da localizacdo do gene ycfl pode fornecer novos
conhecimentos quanto ao entendimento de um genoma cloroplastidial. llustrando
alteracdes na estrutura do genoma que podem indicar eventos evolutivos
significativos, incluindo adaptacdes especificas a ambientes ou pressdes seletivas. O
gue pode ser justificado pelo fato de ambas espécies C. procera e V. mongolicum
serem nativas de areas semelhantes na China e Mongolia (Ma et al., 2007). Nessas
regides, V. mongolicum é considerada como uma das plantas indicadoras de
desertificacdo em regides aridas ou semiaridas (Wang et al., 2022).

Além dessas particularidades no plastoma de C. procera, ressalta-se também

a presenca abundante de sitios de tRNA e rRNA entre a juncédo J54, como evidenciado
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na comparacao entre as populagdes de Petrolina - Brasil e Wuhan - China (Figura 6).
Essas variacdes observadas podem refletir processos relacionados as condi¢bes
ambientais locais, como no municipio de Petrolina, localizado no bioma das Florestas
Sazonalmente Secas (SDFs), especificamente no Dominio Morfoclimatico da
Caatinga. Nesses ambientes, a flora da regido é moldada por processos ecoldgicos e
evolutivos que culminam em um sistema dinamico e heterogéneo, onde variacdes de
clima e solo influenciam as adaptacdes das espécies vegetais (Araujo et al., 2022).

Nessas condic¢des, as variagdes encontradas podem assegurar que a planta
mantenha uma sintese proteica eficiente uma vez que tRNAs séo fundamentais para
a traducao eficiente de mRNAs em proteinas (Mohanta et al., 2019), enquanto que
rRNAs sdo componentes essenciais dos ribossomos, responsaveis pela sintese
proteica (Fox, 2010). Tais processos sao vitais para a sobrevivéncia em condi¢des de
altas temperaturas, incidéncia solar e escassez de hidrica, como as encontradas no
Dominio da Caatinga.

Dessa forma, a eficiéncia na sintese proteica, mesmo em ambientes de
estresse, pode ter sido um fator determinante para o sucesso de C. procera em
habitats aridos e semiaridos, contribuindo para sua ampla distribuicdo geogréfica.
Outra hipotese € de que essa caracteristica seja resultado do processo de invasao da
espécie. Em tais ambientes extremos, onde os recursos podem ser limitados e as
condi¢cbes podem mudar rapidamente, a eficiéncia e a robustez na traducdo sao

cruciais para a sobrevivéncia e adaptacao das espécies (Zhang et al., 2020).

4.3 Analises filogenéticas em Apocynaceae

Os genomas dos cloroplastos provaram ser Uteis em andlises filogenéticas e
na sistematica molecular evolutiva. Em trabalhos anteriores diferentes abordagens
foram aplicadas, a fim de resolver incongruéncias filogenéticas na familia, seja com
base em genomas nucleares e plastomas parciais (Rodda et al., 2020; Antonelli et al.
2021) ou plastomas inteiros e até mesmo reconstrucées somente baseadas em genes
especificos (Sennblad & Bremer, 2002; Fishbein et al., 2018; Wang et al., 2023). Entre
elas a abordagem de reconstrucdo baseada em genomas completos, combinadas

com a utilizagdo dos genes codificadores de proteinas compartilhados sado capazes
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de reconstruir e fornecer uma compreensao mais clara das relagbes evolutivas em
nos profundos (Hohmann et al., 2014).

Considerando o exposto, o presente trabalho inclui o plastoma completo de
117 espécies de Apocynaceae disponiveis atualmente, capaz de recuperar uma
arvore bem suportada com topologia contendo algumas semelhancas com as
recuperadas anteriormente (Fishbein et al, 2018; Wang et al., 2023). Na arvore obtida
(Figura 7A e 7B) vérios nos semelhantes receberam forte suporte de acordo com o
visto antes; no entanto, algumas variacfes consistentes entre as arvores foram
observadas e merecem destaque.

Relacdes no género Calotropis - em Calotropis R. Br. a filogenia suporta
uma relacédo estreita com os géneros Asclepias L. e Gomphocarpus L. e 0s agruparam
na tribo Asclepiadeae (Figura 7A). A relacédo irma entre C. procera e C. gigantea
contém alto suporte atribuindo a monofilia do grupo (BS: 100), tais resultados sé&o
consistentes com trabalhos anteriores usando outras abordagens (Fishbein et al,
2018; Wang et al., 2023) e sugerem que as duas espécies compartilham um ancestral
comum exclusivo.

Morfologicamente, as espécies podem ser facilmente confundidas por meio
de caracteristicas semelhantes como o latex leitoso e a estrutura das flores, diferindo-
se pelo comprimento e pelo tamanho de folhas e caules (Crothers & Newbound, 1998;
Verma, 2014). Além dessas semelhancas, as espécies ainda apresentam
compatibilidade nos seus perfis quimicos (Srivastava et al., 2015). Adicionalmente, a
distribuicdo geogréafica das espécies sugere uma origem comum, com padrdes
biogeograficos histéricos de dispersao e vicariancia corroborando a monofilia do grupo
(Endress & Bruyns, 2000). Entretanto, estudos genéticos populacionais suportam a
separacao entre duas espécies distintas (Muriira et al., 2018).

Posicao das Periplocoideae - Apesar da utilizacdo de multiplos loci, os quais
fornecem inferéncias filogenéticas mais robustas (Fishbein et al.,, 2018) uma
incongruéncia foi observada na subfamilia Periplocoideae com duas fortes aparicées,
primeiro como um clado basal e outra representando um grupo monofilético dentro da
subfamilia Apocynoideae (Figura 7A). Para discutir de forma abrangente o

aparecimento de Periplocoideae como um clado basal e sua representacao
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monofilética, se faz crucial aprofundar aspectos da analise filogenética, da biologia
evolutiva e das caracteristicas especificas na familia.

Apesar da variagdo entre a filogenia aqui reconstruida e trabalhos anteriores,
uma intima relagcéo entre Periplocoideae e Apocynoideae foi observada em estudos
anteriores (Livshultz et al., 2007; Livshultz 2010; Fishbein et al., 2018; Wang et al.,
2023). Inicialmente com base em caracteres florais de presenca de auséncia de
polinia (Endress & Bruyns 2000; Fishbein 2001; Endress 2004) e posteriormente
resultados filogenéticos (Fishbein et al., 2018; Wang et al., 2023) foram capazes de
sustentar a hipétese de que as Periplocoideae possam representar um estagio
intermediario em meio a uma transicdo de caracteres tipicos de Apocynoideae e
Asclepiaidoideae (Wyatt et al., 2000).

No entanto, para além dessa evidéncia, caracteristicas morfologicas e
anatdémicas, como as diferencas na distribuicdo dos vasos do caule, a ocorréncia de
traqueides e a distribuicdo do parénquima axial entre as trepadeiras Apocynoides e
Periplocoides (e, por extensdo, também todo o clado da coroa trepadeira) agregam
uma maior importancia filogenética para reconstrucdes dentro de Apocynaceae; uma
vez que fornecem evidéncias para o posicionamento de Periplocoideae dentro do
clado basal da familia (Verhoeven & Venter, 1998; Endress & Bruyns, 2000; Venter &
Verhoeven, 2001).

Neste sentido, a reconstrucéo da arvore filogenética atual foi capaz de mostrar
uma relacdo consistente (BS:100) em que todas as 117 espécies de Apocynaceae
aqui amostradas sdo monofiléticas com a subfamilia Periplocoideae e com a espécie
Hemidesmus indicus L. alocada como a primeira linhagem divergente (Figura 7A). O
mesmo achado € observado em estudos recentes, um deles com uma amostragem
menor, mas que inclui o género Hemidesmus, o qual foi capaz de reconstruir uma
arvore em que os plastomas de espécies de Apocynaceae distribuidas entre as
subfamilias Rauvolfioideae, Apocynoideae e Asclepiadoideae, eram monofiléticas
com Periplocoideae (Zheng et al., 2022).

Tais fatos podem ser atribuidos a eventos histéricos de hibridizacéo,
responsaveis por confundir os limites entre linhagens evolutivas distintas, resultando
em taxons que parecem basais em algumas analises e mais derivados em outras. Isto

foi documentado em varias familias de plantas, incluindo Apocynaceae, onde o fluxo
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génico entre linhagens tem sido considerado como uma forgca evolutiva significativa
(Livshultz et al., 2018). Desse modo, a origem hibrida de Periplocoideae, com um
evento de hibridizac&o remota, ndo pode ser descartado em estudos posteriores que
enderecem o tema.

Género nao monofilético — Apesar da filogenia atual incluir uma amostragem
limitada para alguns géneros, para 0 género Hoya um numero maior de
representantes foi obtido, capazes de suportar a parafilia do grupo (Figura 7B). O
género pertence a tribo Marsdenieae, grupo que tem sido um ponto intrigante na
literatura, devido a polifilia e parafilia de alguns géneros, como Marsdenia e Hoya
(Rodda et al., 2020). Em Hoya trabalhos recentes sustentam 0 género como
parafilético (Rodda et al., 2020; Rodda & Niissalo, 2021; Wang et al., 2023).

Aqui, a filogenia foi capaz de separar Hoya em dois clados principais (Figura
7B), sendo que o clado menor incluiu as espécies H. lithophytica, H. ariadna e H.
omlorii, anteriormente classificados no género Clemensiella Schltr. (Meve et al. 2009).
Em contrapartida observa-se um segundo clado maior que compreende 0s principais
clados estabelecidos em Rodda e Niissalo (2021), classificados como Hoya s.s. Em
geral, as relacdes filogenéticas dentro de Hoya tém sido ambiguas, principalmente
devido a baixa amostragem de alguns clados e a ma resolucao infragenérica (Rodda
et al., 2020; Rodda & Niissalo, 2021)

No entanto, nossos achados sdo condizentes com estudos anteriores, 0s
guais atestam a monofilia do género Dischidia e agrupam o clado menor de Hoya
(Clemensiella) em separado (Rodda et al.,, 2020; Rodda & Niissalo, 2021).
Morfologicamente o grupo Clemensiella € bastante diferente do restante dos clados
do grupo Hoya, apresentam particularidades nos ramos, retinaculo e polinias as quais
se apresentam em formas diferentes e maiores (Rodda & Niissalo, 2021). Assim,
nossos achados dao suporte a filogenias anteriormente reconstruidas, as quais
também apoiam Clemensiella como um género distinto (BS = 100; Figura 7B). Dessa
forma, recomenda-se que Clemensiella deva ser tratado como um grupo separado em

nivel genérico ou subgenérico, de acordo com 0s suportes aqui apresentados.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, apresentamos a primeira anotagdo do genoma cloroplastidial
de Calotropis procera e o comparamos de forma abrangente com outras 116 espécies
de Apocynaceae. Os resultados apresentados, indicaram que o plastoma de C.
procera é altamente conservado dentre as Apocynaceae, embora apresente variacées
significativas, especialmente no gene ycfl. A translocagao desse gene para a regiao
SSC e a presenca muitos sitios de tRNAs e rRNAs indicam uma reorganizacao
gendmica que favorece a eficiéncia fotossintética em condi¢cdes adversas, como as
da Caatinga. As diferengas observadas na amostra de Petrolina em comparagéo com
Wuhan ressaltam a importancia de adaptacdes para a sobrevivéncia em climas
extremos. Essas alteracbes gendmicas refletem mecanismos adaptativos essenciais,
permitindo uma ampla distribuicdo geografica da espécie.

A andlise filogenética baseada em cloroplastos inteiros forneceu forte apoio
para o posicionamento de C. procera como irma de C. gigantea, em posi¢cao de grande
proximidade. Ainda, suporta uma relacdo estreita entre os géneros Calotropis,
Gomphocarpus e Asclepias, agrupados na tribo Asclepiadeae, oferecendo uma
contribuicdo significativa para a compreensdo das relacbes evolutivas dentro de
Apocynaceae e entre Calotropis procera dentro da familia.

Para os demais géneros de Apocynaceae, a filogenia suporta dois
posicionamentos distintos e bem suportados para o género Hoya, sustentando a
parafilia do grupo. Ainda, em decorréncia do forte suporte filogenético, recomenda-se
gue o clado menor (Clemensiella) deva ser tratado como um grupo separado em nivel
genérico ou subgenérico. Adicionalmente, novas implicacdes filogenéticas
destacaram duas ocorréncias importantes da subfamilia Periplocoideae: primeiro
como um clado basal e, em seguida, como um grupo monofilético dentro da subfamilia
Apocynoideae. Portanto, eventos historicos de hibridizacdo ndo podem ser
descartados em estudos com a subfamilia.

Dada a importancia da espécie, seu potencial invasivo e adaptabilidade a
ambientes semiaridos, o nosso trabalho contribui para lancar luz ao potencial de
adaptacdo da espécie em ambientes adversos, abrindo caminho para trabalhos
futuros que busquem avaliar a diversidade genética e as adaptacdes ecoldgicas que

permitem que C. procera prospere em ambientes extremos.
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Table S1. Summary of simple sequence repeats in the chloroplast genome of Calotropis procera. Statistics of density distribution of

seven SSR types. C, compound SSR; p1, mono-nucleotide; p2, di-nucleotide; p3, tri-nucleotide; p4, tetra-nucleotide; p5, penta-

nucleotide; p6, hexa-nucleotide.

No. SSRtype SSR Size Start End
1 p4 (TTAT)4 16 292 307
2 pl (A)12 12 1672 1683
3 p2 (TA)5 10 6771 6780
4 p4 (ATAA)3 12 8673 8684
5 pl (A)10 10 8939 8948
6 pl (M14 14 10080 10093
7 pl (A)22 22 11913 11934
8 pl (A)10 10 12916 12925
9 pl (T)11 11 14387 14397

10 pl (T)11 11 14581 14591

11 p2 (TA)6 12 18414 18425

12 p2 (GA)5 10 18800 18809

13 p4 (ATTA)4 16 19854 19869
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Table S2. Summary of codon usage patterns in the chloroplast genome of Calotropis

procera.

Amino acids Codon Number RSCU
Phe uuu 1002 1.36
uucC 476 0.64

Leu UUA 847 1.85
uuG 557 1.22

Cuu 586 1.28

CucC 179 0.39

CUA 401 0.88

CUG 176 0.38

lle AUU 1073 1.48
AUC 421 0.58

AUA 680 0.94

Met AUG 567 1.00
val GUU 535 1.52
GUC 177 0.50

GUA 496 1.41

GUG 197 0.56

Ser UCu 572 1.62
UcCcC 308 0.87

UCA 382 1.08

UCG 255 0.72

AGU 440 1.25



Pro

Thr
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Tyr

Ter
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GCG
UAU
UAC
UAA
UAG
UGA
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CAC
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CAG
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373

153
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253

346

145

739

207

144

83

97

418

158

691

207

1008

319
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Lys

Asp

Glu

Cys

Trp

Arg

Note: Values underlined indicate optimal codons for each amino acid.

AAA

AAG

GGG

1150

420

943

248

1109

358

241

92

438

549

225

327

104

351

159

543

200

678

342
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Table S3. GenBank accession numbers for the chloroplast genomes of 117 species

of Apocynaceae and two outgroups used in this study.

Accession number of

Family Genus Species
GenBank
Apocynum venetum MT365042.1
Apocynum )
Apocynum pictum OM643293.1
Allamanda )
) Allamanda cathartica 0Q579161.1
Asclepias ) )
Asclepias nivea KF539844.1
Asclepias syriaca NC 022432.1
Alstonia mairei MW770447.1
Alstonia i
Alastonia scholaris MN176280.1
Alastonia yunnanensis NC_068670.1
Amalocalyx )
) Amalocalyx microlobus NC_067035.1
Ansonia ) o
Amsonia elliptica NC_069298.1
o Amsonia tabernaemontana OP133593.1
Bousigonia . . o
) Bousigonia angustifolia OP133591.1
Calotropis ]
Calotropis procera NC_041440.1
Calotropis gigantea NC 041431.1
Catharanthus Catharanthus roseus KC561139.1
Apocynaceae Carissa Carissa macrocarpa NC_033354.1
Cerbera
Cerbera manghas NC_051546.1
) Ceropegia dolichophylla 0OP133580.1
Ceropegia ) o
Ceropegia longifolia 0OP133586.1
Ceropegia nilotica 0OP133584.1
Chonemorpha ] ]
Chonemorpha eriostylis NC_072067.1
Chonemorpha megacalyx NC_056322.1
Cynanchum auriculatum NC_029460.1
Cynanchum bungei OK271106.1
Cynanchum chinense NC_057432.1
Cynanchum otophyllum 0Q587923.1
Cynanchum
Cynanchum rostellatum NC_063665.1
Cynanchum sibiricum 0Q390041.2
Cynanchum thesioides MW864598.1
Cynanchum wilfordii NC_029459.1
Dischidia Dischidia australis NC _067885.1




Fockea

Gomphocarpus

Gongronemopsis

Gymnema

Hemidesmus

Heterostemma

Hoya

Dischidia griffithii
Dischidia milnei

Dischidia nummularia

Dischidia parasita

Dischidia ruscifolia

Fockea edulis

Fockea multiflora

Gomphocarpus physocarpus
Gongronemopsis tenacissima
Gymnema sylvestre
Gymnema latifolium
Gymnema yunnanense
Hemidesmus indicus

Heterostemma oblongifolium

Hoya angustifolia
Hoya ariadna
Hoya caudata
Hoya commutata
Hoya dimorpha
Hoya exilis

Hoya griffithii
Hoya ignorata
Hoya kerrii

Hoya lacunosa
Hoya lanceolata
Hoya liangii
Hoya lithophytica
Hoya longifolia
Hoya lyi

Hoya megalaster
Hoya meliflua
Hoya monetteae
Hoya omlorii
Hoya ovalifolia
Hoya pandurata
Hoya pottsii
Hoya pubicalyx

Hoya radicalis

NC_067965.1
MW?719059.1
NC_069567.1
MW?719057.1
NC_067966.1
OP133571.1
OP133572.1
OP133587.1
MW861760.1
NC_047175.1
OP133579.1
OP133577.1
NC_047471.1
OP133585.1
NC_069566.1
NC_069568.1
NC_069569.1
NC_067958.1
NC_067959.1
MW?719054.1
NC_069565.1
MW?719061.1
NC_069570.1
NC_069564.1
NC_067960.1
MH678666.1
MW?719058.1
NC_069560.1
MW?719055.1
MW?719063.1
NC_069571.1
MW?719053.1
MW?719060.1
NC_069563.1
NC_069562.1
NC_042246.1
NC_069561.1
NC_067961.1

84



Huernia
Hunteria

Jasminanthes

Kopsia

Leichhardtia
Leptadenia
Lygisma
Mandevilla
Marsdenia
Melodinus
Myriopteron
Nerium
Orbea
Pachypodium
Papouhoya
Parsonsia
Pergularia
Pentalinon

Pentasachme

Periploca

Plumeria
Rauvolfia
Rhazya
Stephanotis
Strophanthus

Tabernaemontana

Trachelospermum  Trachelospermum jasminoides

Hoya rigida

Hoya sylvatica

Hoya thomsonii
Huernia keniensis
Hunteria zeylanica
Jasminanthes maingayi
Kopsia arborea

Kopsia fruticosa
Kopsia hainanensis
Leichhardtia flavescens
Leptadenia pyrotechnica
Lygisma inflexum
Mandevilla sanderi
Marsdenia tinctoria
Melodinus tenuicaudatus
Myriopteron extensum
Nerium oleander
Orbea variegata
Pachypodium lamerei
Papuahoya urniflora
Parsonsia goniostemon
Pergularia tomentosa
Pentalinon luteum

Pentasachme caudatum

Periploca forrestii

Periploca tsiangii

Plumeria krugii
Plumeria obtusa
Rauvolfia serpentina
Rhazya stricta
Stephanotis volubilis
Strophanthus hispidus
Strophanthus wallichii

Tabernaemontana bovina

Tabernaemontana divaricata

NC_067962.1
NC_067963.1
NC_067612.1

OP133582.1
OP133595.1
MW719056.1
OP133588.1
OP133589.1
OP133590.1
MW719052.1
NC_070251.1
OP133573.1
OP133569.1
OP133574.1
OP133594.1
OP133597.1
KJ953907.1
OP133581.1
OP133567.1
MW719062.1
OP133570.1
NC_050396.1
OP133568.1
NC_054347.1

NC_056319.1
NC_072254.1

NC_069179.1
NC_069180.1
NC_047244.1
KJ123753.1
OP133576.1
OP133565.1
OP133566.1
OP133592.1
MZ073339.1
MK783315.1

85



Vallesia
Vinca

Vincetoxicum

Wattakaka
Wrightia
Outgroups
Ericaceae Rhododendron
Vaccinium

Vallesia antillana

Vinca major

Vincetoxicum forrestii
Vincetoxicum insigne
Vincetoxicum lindleyi
Vincetoxicum mongolicum
Vincetoxicum hainanense

Vincetoxicum pychostelma

Vincetoxicum shaanxiense
Vincetoxicum versicolor
Wattakaka volubilis

Wrightia laevis

Rhododendron calophytum

Rhododendron datiandingense

Rhododendron latoucheae

Vaccinium myrtillus

NC_071254.1
NC_065203.1
NC_060305.1
MH748558.1
NC_069945.1
NC_065505.1
NC_051946.1
0K271107.1

NC_046785.1
NC_052877.1
NC_067964.1
NC_054286.1

NC_061396.1
NC_057644.1
NC_063094.1
OM809159.1

86
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Table S4. The lengths of introns and exons for the splitting genes.

Gene Strand Start End Exonl Intronl Exonll Intronll Exonlll Intronlll ExonlV
trnK-UUU - 1442 4012 37 2499 35

rpsl6é - 4787 5890 40 837 227

trnG-UCC + 9054 9790 23 677 37

atpF - 11684 12943 145 705 410

rpoC1 - 25612 28437 453 765 1608

ycf3 - 48740 50794 124 753 230 795 153
trnL-UAA + 53759 54327 37 482 50

trnV-UAC - 58387 59046 38 585 37

accDh + 64588 67863 220 147 181 81 546 63 2038
clpP - 78738 79974 200 700 337

petB + 83776 85210 6 787 642

petD + 85403 86597 8 712 475

rpllé - 90235 91668 9 1026 399

rpl2 - 93408 94871 397 636 431

ndhB - 103418 105634 886 582 749

trnl-GAU + 110907 111932 42 949 35

trnA-UGC + 111996 112885 38 817 35

ndhA + 126288 128440 553 1061 539

trnA-UGC - 145623 146512 38 817 35

trnl-GAU - 146576 147601 42 949 35

ndhB + 152874 155090 886 582 749

rpl2 + 163637 165100 397 636 431
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4 CONCLUSOES

4.1 Apresentamos a primeira anotacdo do genoma cloroplastidial de Calotropis
procera e o comparamos de forma abrangente com outras espécies de
Apocynaceae. Os resultados apresentados, indicaram que o plastoma de C.
procera é altamente conservado, com pequenas expansfes/contracdes nas

regides invertidas.

4.2 Multiplas regides repetitivas (SSRs) e hotspots polimorficos identificados tém
potencial para serem explorados no desenvolvimento de marcadores

moleculares para futuros estudos populacionais;

4.3 A analise filogenética baseada em cloroplastos inteiros forneceu forte apoio
para o posicionamento de C. procera como irma de C. gigantea, em posi¢cao
de grande proximidade. Em vista da grande conservacdo, propde-se a
aplicacdo de marcadores nuclares para avaliar a sinonimizacdo desses dois

taxa.

4.4 A arvore filogenética suporta uma relacao estreita entre os géneros Calotropis,
Gomphocarpus e Asclepias, agrupados na tribo Asclepiadeae, oferecendo uma
contribuicao significativa para a compreenséao das relaces evolutivas dentro

de Apocynaceae e entre Calotropis procera dentro da familia.

4.5 Para os demais géneros de Apocynaceae, a filogenia suporta duas fortes
aparicdes para o género Hoya, sustentando a parafilia do grupo. Dado o forte
suporte filogenético, recomenda-se que o clado menor (Clemensiella) deva ser

tratado como um grupo separado em nivel genérico ou subgenérico.

4.6Novas implicacGes filogenéticas destacaram duas ocorréncias importantes da
subfamilia Periplocoideae: primeiro como um clado basal e, em seguida, como
um grupo monofilético dentro da subfamilia Apocynoideae. Portanto, eventos

histéricos de hibridizacdo ndo podem ser descartados em estudos com a
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subfamilia.

4.7 Dada a importancia da espécie e 0 seu potencial invasivo, o presente trabalho
contribuiu para um melhor entendimento do potencial de adaptacéo da espécie
em ambientes adversos e abre caminho para trabalhos futuros que busquem
avaliar a diversidade genética e as adaptacdes ecoldgicas que permitem C.

procera prosperar em ambientes extremos.
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2020 - 2020

2020 - 2020

2020 - 2020

2020 - 2020

Curso de curta duragao em IT Essentials (CISCO). (Carga horéria: 70h).
Instituto Federal de Pernambuco, IFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragéo em Introduction to the Interet of Everything. (Carga horéria: 8h).
Instituto Federal de Pernambuco, IFPE, Recife, Brasil

Curso decira duragh e liroiigho & Gestso Asmoria @ Sustentabfidcs ios Negdclos: (Carga

umvsm dadp Federal de Pemambuco, UFPE, Recife, Brasil

Cursa de curta duragao em Auxiliar de Laboratério em Satide. (Carga hordria: 2000)
Programa Nacional de Acesso ao Ensino Técnico e Emprogo, PRONATEC, Brasil

Curso de curia duragéo em Logica de Programaao. (Carga hordria: 14h).
SENAI - Departamento Regional do Espirto Santo, SENAVDRIES, Vitoria, Brasil

Curso de curta duragao em Auxiliar de Biotecnologia. (Carga horaria: 240h)
Programa Nacional de Acesso ao Ensino Técnico e Emprego, PRONATEC, Brasil

Curso de curla duragéo em Técnicas de Biolecnologia Vegelal aplicadas em estudo de salinidade. (Carga
horéria: 10h).
Universidade Federal de Pemarmbuco, UFPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragao em Mangue e Sustentabilidade. (Carga horaria: 20n).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Bras

Curso de curta duragéo em Agua e Floresta: uso sustentavel da Caatinga. (Carga horaria: 20h).
Agéncia Nacional de Aguas, ANA, Brasilia, Brasil

Curso de curta duragdo em Libras para iniciantes na dooéncia,
Universidade Federal de Campina Grande, UFCG, Campina Grande, Brasil

Curso da curta duragdo em Basic English. (Carga horéria: 170h),
SENAC, S_FORN, Rio De Janeiro, Brasil

Curso de curta duragéo em Biosseguranga em Foco. (Carga hordria; 45h).
Fundagio Oswaldo Cruz, Fiocruz. Ribeirao Preto. Brasil

Curso de curta duragéo em Sequenciamento e diagndstico molecular do novo Coronavirus,
Universidade do cancér, UC, Brasil

Curso de curta duragéo em Hemograma, Anemia e Linfadenopatia. (Carga horsria: 30h).
Fundagao Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre, UFCSPA, Porto Alegre, Brasil

Extensdio universitéria em Escrita cientifica som segredos. (Carga horéria: 30h).
Claretiano Centro Universitario , Claretiano/BAT, Batatais, Brasil

Curso de curta duragéo em Educagao Ambiental. (Carga horaria: 40h)



2021 -2021

2021 -2021

2021 -2021

2022 - 2022

2022 - 2022

2023 - 2023

2023 - 2023

2023 - 2023

2024 - 2024

2024 - 2024

2024 - 2024

2024 - 2024

2024 - 2024

2024 -2024

Atuacdo profissional

Universidade Federal do Para, UFPA, Belem, Brasil

Curso de curta duragéo em PCR quantitativa em tempo real como ferramenta para avaliar expressdo
génic

Federal Rural de . UFRPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragao em Introdug#o ao R
Universidade Estadual do Maranhao, UEMA, Sao Luis, Brasil

Curso de curta duragdo em Métodos de Construga d0 de Arvores
Sodiedads Botanica do Brasil - DF, SBB, Brasita, Brasi

Curso de curta duracao em Good Clinical Practice.
The Global Health Network, TGHN, Estados Unidos

Curso de curta duragao em Capacitagio em Controle Ambiental. (Carga horaria: 60h).
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Belo Horizonte, Brasil

Curso de curta duragao em Exames de Vinculo Genético.
UniDB, UNIDB, Brasil

Curso de curta duragao em Aprofundamento em Genética Humana.
UniDB, UNIDB, Brasil

Curso de curta duragao em Técnicas Avangadas em Microscopia Optica e Eletrdnica. (Carga horaria:
80h;
Fundagao Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio De Janeiro, Brasil

Curso de curta duragao em Cromatografia.
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, EMBRAPA, Brasilia, Brasil

Curso de curta duragao em Introdugao ao OpenMP.
Laboratério Nacional de Computagzo Cientifica, LNCC, Petropolis, Brasil

Curso de curta duragao em Introdugao ao ambiente SDUMONT.
Laboratério Nacional de Computagao Cientifica, LNCC, Petropolis, Brasil

Curso de curta duragao em Programag&o em GPU com OpenACC.
Laboratério Nacional de Computagéo Cientifica, LNCC, Petropolis, Brasil

Curso de curta duragao em AMPI adaptive MPI
Laboratério Nacional de Computagéo Cientifica, LNCC, Petropolis, Brasil

Curso de curta duragao em Aplicada & Andlise 0 de Dados

Rede de Pesquisa dos ecossistemas Mangue e Restinga, REDE MARE, Brasil

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

2022 - Atual

2021 - 2022

2020 - 2021

2019 - 2020

2018 - 2019

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional; Mestranda , Carga horaria: 20, Regime: Universidade
Federal de PemambucoDedicagao exclusiva

Vinaulo: Bolsista , Enquadramento funcional: Iniiagao Cientifica , Carga hordria: 20, Regime:
ral de dicagdo exclusiva

Outres informagdes:

ANALISE DA DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL DE TILLANDSIA LOLIACEA

(BROMELIAGEAE) NO SERTAO NORDESTINO

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Iniciago Cientifica , Carga horéria: 20, Regime:
L Federal de dicagao exclusiva

Outras informagdes:
PADROES DE DIVERSIDADE GENETICA E DISTRIBUICAO DE Tillandsia streptocarpa Baker.
(BROMELIACEAE) NA CAATINGA: ANALISE BASEADA EM AREAS DE ENDEMISMO

Vinaulo: Bolsista . Enquadramento funcional: Iniciagao Cientiica, Carga hordria: 20, Regime:
dm‘a\ de Ci

Outras informagaes:

ANALISE DO FLUXO GENICO E INTEGRIDADE INTRAESPECIFICA ENTRE DOIS MORFOTIPOS DE

Tillandsia streptocarpa (BROMELIACEAE) OCORRENTES NO SERTAO NORDESTINO

Vinculo: Iniciagdo cientifica , Enquadramento funcional: Estagiério voluntario , Carga horaria: 20, Regime:
L jeral de

Atividades

04/2018 - 02/2022 Estagio, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Genética

stégio.
Iniciagdo Cientifica na érea de Genética Evolutiva e da Conservagéo

Nucleo de Pesquisa em Inovagéo Terapéutica Suely Galdino - NUPIT-SG

2022 - 2022

Projetos

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Bolsista . Carga horaria: 20, Regime: Nicleo de Pesquisa
em Inovagéo Terapéutica Suely GaldinoParcial
Outras informacdes:

Atuou na rede de Pesquisa Clinica e Aplicada em kaungunya REPLICK, vinculada ao Estudo
Multicéntrico da Histria Natural e Resposta com foco nas
Musculoesqueléticas Agudas e Crénicas, coletando e urgamzandu dados dlinicos.

Projetos de
pesquisa

2019 - Atual

Projeto de
extensao

Genética, Filogenia e Ecologia de Bromeliaceae

Descrigio: O projeto prelamﬁc utilizar uma gama diversificada de metodologias para explorar os

processas que Entre as estdo a genética de
com fntaca s i filogenia, técnicas filogeograficas, analises de
além da de nicho ecologico (SDM). Nesse contexto, diferentes

géneros da farnils Bromeliaceas s50 uilizagos como grupo modelo de estudo

Situagao: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos (1); Mestrado académico (1); Doutorado (2);

Integrantes: Laura Maria Rodrigues da Paixao; Rodrigo César Gongalves-Oliveira; Ana Maria Benko-
Iseppon (Responsavel)

102



2023 -2024 Monitoramento de espécies florestais em area dereflorestamento, na Mata do Zumbi, no municipio do
Cabo de Santo AgostinhoiPE

Descrigao: Monitoramento de espécies nativas para avaliagao, recuperagao e restauragao de
Ecossistemas, Realizado pela Souza Barros Consultoria em Sustentabilidade, em parceria com a
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Laboratério de Pesquisas Integradas de Gesléo para os
Ambientes (LAPIGA), Pré-Reitoria de Extens&o e Cultura (PROEXC) e o Laboratério ARRE Agua.
Situagao: Concluido Natureza on]ela de extensao

lunos (6): M (2):
Integrantes: Laura Maria Rodrigues da Paixao; André Paulo de Barros (Responsavel); Diego Vandeval
Maranhao de Melo

Areas de atuagao
1. Grande area: Ciéncias Biol6gicas / Area: Genética
2. Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Genética

3. Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Genética

Prémios e titulos

2024 Selo avangado em a Aplicada a 6 Rede de Pesquisa dos ecossistemas
Mangue e Restinga (Rede MaRe)

2021 Mengéo Honrosa na drea de Genética, Evolucdo e Melhoramento Vegetal, XXIIl Encontro de Genética do
Nordeste

Producéo

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

A

1. ¥ Rodrigues-Paixio, LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BENKO-ISEPPON, A. M.. A sequéncia
completa e estrutura do genoma do cloroplasto de Calotropis procera (Aiton) W. T. (Apocynaceae) In: 73°
Congresso Nacional de Botanica, 2023, Belém - PA. Congresso nacional de botanica. 2023
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

2. Rodrigues-Paixao, LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BENKO-ISEPPON, A. M.. Anlise comparativa
de genomas plastidiais: Calotropis procera (Aiton) W. T.  espécies relacionadas In: 73* Congresso
Nacional de Bolanica, 2023, Belém - PA. 73° Congresso Nacional de Botanica. 2023,

s igués. Meio de 50: Meio digital

3. SANTOS, J. K. U.; FALCAO,, J. P. C.; Rodrigues-Paixdo, LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BENKO-
ISEPPON, A. M.. Desenho de primers de microssatélites in siico para Acchmea fasciata (Bromeliaceae)
In: XXIV Encontro de Genética do Nordeste, 2023, XXIV Encontro de Genética do Nordeste. 2023,
Referéncias adicionals: Brasi/Portugués.

4. VITORINO, M. L. L; Rodrigues-Paixao, LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BENKO-ISEPPON, A. M
Genstica de populagdes de Dyckia erectifiora (L.B.Sm) Forzza em éreas de carrasco In: 73° Congresso
Nacional de Bolanica, 2023, 73* Congresso Nacional de Botanica. 2023,

Referéncias adicionals: Brasi/Portugués.

5. Rodrigues-Paixdo, LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.: ABURJAILE, F. F.; BINNECK, E.; FERREIRA-
NETO, J. R. C.. BENKO-ISEPPON, A. M.. Novo genoma cloroplastidial de Calotropis procera e
em In: XXIV Encontro de Genética do Nordeste, 2023, ENGENE.

2023,
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

6. Rodrigues-Paixao, LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BINNECK, E.; ABURJAILE, F. F.; FERREIRA-
NETO, J. R. C.; BENKO-ISEPPON, A. M.. Plastoma de Calotropis procera: implicagdes filogenéticas em
Apocynaceae In: Xlll Jornada de Pés-Graduagdo em Genélica e Biologia Molecular, 2023, Jornada
PPGGBM. 2023,

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

7. FALCAO; J. P.C.; SANTOS, J. K. U.; Rodrigues-Paixéo, LM: GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BENKO-
ISEPPON, A. M.. Validagao de in silico e in vitro de primers de Microssatélites em Espécies de
Bromeliaceae In: 73 Congresso Nacional de Botanica, 2023, 73° Congresso Nacional de Botanica.

023,

Referéncias adicionais: Brasil/Portugueés.
Apresentagao de trabalho e palestra

1. Rodrigues-Paixgo, LM, Calolropis procera hioroplas! geriome: iructure and phylogenelic relationships
de Trabalho)
Referéncias solsioneis: BrasilPortugues. Mofo do divulgagéo: Meio digital

2. l_fRedrlguas-lexno LM; GONCALVES-OLIVEIRA, R. C.; BENKO-ISEPPON, A M Melaqeuumh,d de

Bromélias Extremofilas da Caatinga: Tillandsia e Dyckia ou
palestra Apresentagao de Trabalho)
adicionais: Bra igués; Local: UFPE; Cidade: Recife; Evento: | Workshop de
e gia de Plantas; Inst, Rede INTERSIS

Demais produgdes técnicas

Paixdo, LM. PCR Chain Reaction) C & Tempo Real, 2023,
(Extensao, Curso de curta duragao ministrado)
Referéncias adicionais: Brasi/Portugués. 12 horas. Meio de divulgagéo: Meio digital

Eventos
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Eventos

ipagao em eventos

XV Escola do Supercomputador Santos Dumont, 2024. (Oficing)
73° Congresso Nacional de Botanica, 2023, (Congressa) .
1 Workshop de Bioinformatica e Biotecnologia de Plantas, 2023. (Simpésio)

XXIV Encontro de Genética do Nordeste, 2023. (Encontro)

Organizagdo de evento

Bancas

1

4

Bancas

Rodrigues-PaixBo, LWL Xl Jomadi de Pée-Graudacso em Gentioa » Biokgla Molsoler 2023, (Outro:
Organizagao de evento)
Rotartonas achcrona: ErasiPortuguss: Meéo de divulgagio: Molo digtel

Rodﬂgues Paixdo, LM. XXIU kru nnlm da R de Estudos Ambientais dos Paises de Lingua
REALP, 2023. Organizagao de evento)
Rotortnas aciongis Bms./,pmugm Meio de divulgagao: Moio digita

em banca de

Outra

»

-

.

Avaliadora das Propostas 2024, Ut Federal do Vale do Sdo
Francisco.
Referéncias adisionais: Brasi

Avaliadora de propostas de agées de extensio (EDITAL N° 06/2023/PROEX e EDITAL N°
07/2023/PROEX), 2024. Universidade Federal do

reas do conhecimento: Meio Ambiente. Saide Colema Cultura e Sustentabilidade
Referéncias adicionais: Brasi/Portugues.

Moderador, arguindo a palestra do projeto de titulo “Molecular characterization and evalua
the antibacterial activity of a plant defensin peptide derived from a gene of oat (Avena sativa L.)",
2024. Unwersidade Federal de Pernambuc

Refertncias adicionais: BrasilPortugués.

Avaliadora ﬂos resumos da Semana do Meio Ambiente - SEMAMB, 2023. Universidade Federal de
Pemambuct

irese do connecimento: Sislemética e Evolugdo

Referéncias adicionais: Brasi/Porlugués.

Moderador, arguindo a palestra do projeto de titulo “AP2/ERF Transcription Factors for Tolerance
to Both Biotic and Abiotic Stress Factors in Plants”, 2023. Universidade Federal de Pemambuco.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Avaliadora dos resumos da Semana do Meio Ambiente - SEMAMB, 2022. Universidade Federal de
Pemambuco.

Areas do conhecimento: Sistematica e Evolugic

Referéncias adicionais: BrasilPortugués.

Totais de produgdo

Produgdo bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eventos 1
Apresentagdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra) 4
Apresentades de trabalhos (Congresso) 3
Apresentagties de trabalhos (Seminério) 3

Produgéo técnica

Curso de curta duragéo ministrado (extensao) 1
Eventos

Participagdies em eventos (congrosso) 4
Participagdes em eventos (seminario) 3
Participagdes em eventos (simposio) 6
Participagties em eventos (oficina) 2
Participagdes em eventos (encontro) 4
Participagdes em eventos (outra) 1
Organizagao de evento (congresso) 2
Organizago de evento (outro) 1
Participagéo em banca de comissdes julgadoras (outra) 6

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 24/07/2024 as 16:39:34.
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ANEXO A — NORMAS DA REVISTA

AUTHOR GUIDELINES
https://onlinelibrary.wiley.com/pb-
assets/assets/17596831/JSE Author Guidelines July 2015-1497925335000.pdf



https://onlinelibrary.wiley.com/pb-assets/assets/17596831/JSE_Author_Guidelines_July_2015-1497925335000.pdf
https://onlinelibrary.wiley.com/pb-assets/assets/17596831/JSE_Author_Guidelines_July_2015-1497925335000.pdf
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