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RESUMO

As espécies de Piper L. endémicas das regides orientais da Africa e Asia sdo
popularmente utilizadas pelas culturas locais como matéria-prima na gastronomia e na
medicina tradicional devido suas propriedades culinarias e terapéuticas. Dentre as
espécies, trés se destacam por apresentarem alto valor sociocultural nessas regides: Piper
capense, Piper sarmentosum e Piper caninum. Estudos gendmicos, incluindo a
caracterizacdo da fracdo repetitiva, sdo escassos no género Piper e ausentes nessas trés
espécies. Na fracdo repetitiva, 0s DNAs satélites sdo elementos fundamentais, visto que
participam de modulagBes génicas que interferem nos fenotipos das plantas. Essas
sequéncias podem ser identificadas e caracterizadas por meio da plataforma Repeat
Explorer, a partir de dados de sequenciamento genémico. Para melhor compreenséo da
organizacdo genémica de P. capense, P. sarmentosum e P. caninum foram caracterizadas
as sequéncias satélites de seus respectivos genomas. Os dados de sequenciamento
gendmico de baixa cobertura dessas trés pimenteiras foram extraidos do banco de dados
European Nucleotide Archive (ENA) e essas sequéncias foram pré-processadas no Repeat
Explorer. A ferramenta Tarean foi usada na identificacdo dos satélites e a identidade e
similaridade das sequéncias foi determinada por meio do alinhamento MAFFT no
software UGENE. A abundancia dos satélites foi visualizada na forma de grafico Bubbles
construido no software R. Cinco DNA satélites foram identificados — PcaSat1, PcpSat2,
PcpSat3, PcpSat4 e PsaSat5 — e se observou heterogeneidade no padrdo de abundancia,
devido a variagbes no numero de reads mapeados contra 0 genoma de cada espécie.
PcaSat1 foi o Unico satélite compartilhado em P. caninum e P. sarmentosum, com valores
de 1094 e 33 reads, respectivamente. Os demais satélites foram exclusivos de cada
espécie. Concluiu-se que as sequéncias de DNA satélite de P. capense, P. sarmentosum
e P. caninum sdo sequéncias recentes, uma vez que foram exclusivas de cada espécie.

Palavras-chave: Piper capense. Piper sarmentosum. Piper caninum. Sequéncia satélite.
Repeat Explorer.



ABSTRACT

The species of Piper L. endemic to the eastern regions of Africa and Asia are popularly
used by local cultures as raw material in gastronomy and traditional medicine due to their
culinary and therapeutic properties. Among the species, three stand out as having high
sociocultural value in these regions: Piper capense, Piper sarmentosum, and Piper
caninum. Studies about the genomes of Piper, including repetitive fraction, are rare and
absent in these three species.. In the repetitive fraction, the satellite DNAs are
fundamental elements, since they participate in gene modulations that interfere in the
phenotypes of plants. These sequences can be identified and characterized using the
Repeat Explorer platform from genome sequencing data. To better understand the
genomic organization of P. capense, P. sarmentosum and P. caninum, the satellite
sequences of their respective genomes were characterized. Low coverage genomic DNA
of these three pepper plants were extracted from the European Nucleotide Archive (ENA)
database and these sequences were preprocessed in Repeat Explorer. The Tarean tool was
used in satellite identification and the identity and similarity of the sequences was
determined by MAFFT alignment in UGENE software. The abundance of the satellites
was visualized in the form of a Bubbles plot constructed in R software. Five DNA
satellites were identified - PcaSatl, PcpSat2, PcpSat3, PcpSat4 and PsaSat5 - and
heterogeneity in the pattern of abundance was observed, due to variations in the number
of reads mapped against the genome of each species. PcaSat1 was the only satellite shared
in P. caninum and P. sarmentosum, with values of 1094 and 33 reads, respectively. The
other satellites were unique to each species. It was concluded that the satellite DNA
sequences of P. capense, P. sarmentosum and P. caninum are recent sequences, since
they were unique to each species.

Key words: P. capense. P. sarmentosum. P. caninum. Satellite DNA. Repeat Explorer.
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1 INTRODUCAO

As espécies de Piper L. endémicas das regides orientais da Africa e Asia sdo
popularmente utilizadas pelas culturas locais como matéria-prima em pratos
gastrondmicos e na medicina tradicional devido a suas propriedades culinarias e
terapéuticas (ZIMUDZI, 2008; SEIDEMANN, 2005; SALLEH et al., 2011). Dentre as
espécies, trés se destacam por apresentarem alto valor sociocultural nessas regides, sendo
muito utilizadas por povos locais: Piper capense, Piper sarmentosum e Piper caninum.

P. capense, encontrada em paises da Africa e ilhas do Oceano Indico, tem
preparacOes feitas com suas folhas para o tratamento de infeccdes de pele, distdrbios
abdominais e poliomielite. Tais propriedades medicinais sdo advindas dos o0leos
essenciais que sdo extraidos de suas folhas e sementes. Esses Gleos essenciais sao ricos
em hidrocarbonetos monoterpénicos e contém principalmente o-pineno, B-pineno,
canfeno e sabineno em sua composi¢ao (ZIMUDZI, 2008).

P. sarmentosum é encontrada nas regides tropicais do Sudeste Asiatico, Nordeste
da India e Sul da China, até as ilhas Andaman, onde estio em conservagdo ex situ
(SEIDEMANN, 2005). Na culinéria asiatica, suas folhas e frutos sdo ingredientes
utilizados nos mais variados pratos (SOLOMON, 1998). As folhas de P. sarmentosum
também sdo usadas em medicamentos tradicionais, por conter o antioxidante naringenina
que apresenta atividades antituberculose e antiplasmodiais (HUSSAIN et al., 2012).

P. caninum, conhecido localmente como “cabai hutan” ou “lada hantu” ¢
encontrado principalmente no Sudeste Asiatico, como na Tailandia e Malasia (SALLEH
et al., 2011). Os 6leos essenciais extraidos de suas folhas e caules séo ricos em safrol, -
cariofileno, B-pineno e germacreno D. Esse 0leo possui elevada atividade antimicrobiana,
podendo ser Util na conservacgdo de alimentos.

Devido ao alto potencial socioeconémico, torna-se importante aprofundar o
conhecimento sobre a genética dessas pimenteiras, uma vez que sdo ainda pouco
estudadas. Nesse sentido, os DNA satélites sdo elementos de alto valor por estarem
presentes em regides heterocromaticas funcionais do DNA, participando de modulacGes
génicas que interferem no fendtipo das plantas (GARRIDO-RAMOS, 2017).

Com a disponibilidade cada vez mais crescente de dados de sequenciamento
genémico e de ferramentas de bioinformatica especializadas na caracterizacdo da fracdo
repetitiva do genoma é possivel obter informacgdes mais completas sobre os tipos e

abundancia de sequéncias de DNA repetitivo, tanto de elementos transponiveis quanto de
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satélite presentes nos genomas eucariotos (GARRIDO-RAMOS, 2015). Portanto,
visando contribuir para o entendimento da organizacdo genémica de P. capense, P.
sarmentosum e P. caninum, objetivou-se identificar e caracterizar sequéncias de DNA

satélites que compbem a fracdo repetitiva de seus genomas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence ao grupo das angiospermas basais, linhagens
evolutivas de angiospermas que surgiram antes da divisdo em monocotiledoneas e
eudicotiledéneas (RAVEN et al., 2007). As angiospermas basais apresentam flores
diferentes das eudicotiled6neas por possuirem angiospermia constantemente por secrecdo
e ndo por fusdo pos-genital, gineceu apocarpico, pétalas ausentes, varias pecas florais,
filotaxia floral espiralada ou variando entre espiralada e verticilada (SANTOS et al.,
2012) (GUIMARAES et al., 2009).

Alocam-se nesse grupo das angiospermas basais, espécies do Grado ANITA e as
Magnoliideas, que possuem a maior quantidade de caracteristicas plesiomorficas das
angiospermas (RAPINI, 2012). O Grado ANITA e composto pelas ordens Amborellales,
Nymphaeales e Austrobaileyales, que se encontram como grupos irmaos sucessivos das
demais angiospermas (MENDES e CHAVES, 2015).

No clado das Magnoliideas estdo as ordens Magnoliales (Magnoliaceae,
Annonaceae), Laurales (Lauraceae), Canellales e Piperales (Piperaceae e
Aristolochiaceae) (GUIMARAES et al., 2009). Esse grupo porta caracteristicas
morfoldgicas variadas, com folhas com venacdo geralmente peninérvia, coridceas e com
estdmatos paraciticos. As flores apresentam muitas pecas perianticas dispostos de forma
espiralada ou em numero de trés; estames frequentemente laminares, com filete pouco
diferenciado da antera e conectivo geralmente bem desenvolvido (JUDD et al., 2009).

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales e € composta por cinco géneros
Ottonia, Peperomia, Piper, Pothomorphe e Sarcorhachis. Esses géneros estdo
distribuidos nas regides tropicais e subtropicais e 0s mais abundantes em nimero de
espécies identificadas sdo Piper e Peperomia, com 265 e 166 espécies, respectivamente
(ARAUJO, 2023).
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As piperdceas sao bastante diversificadas, apresentando espécies com
caracteristicas botanicas desde arvores delgadas, arbustos, trepadeiras, até ervas terrestres
e epifitas. As folhas possuem polimorfismos entre os géneros, variando em tamanho,
comprimento, forma e tipo de enervacdo. A estrutura floral € composta por flores bem
pequenas, sésseis ou pediceladas nas plantas eretas, ou inflorescéncias pendentes
(TEBBS, 1993).

Os frutos sdo tipo baga ou dupéceos, as vezes com estilos proeminentes,
principalmente em Piper, sendo carnudos na maturidade. Com excegéo de Peperomia,
onde o ovario é unitegmico, os dévulos sdo solitarios, ortotropicos, basais, crassinucelares
e bitegmicos. O saco uterino € tetrasporico. As sementes sdo minusculas, com um
endosperma esparso e um perisperma abundante. O embrido é pouco distinto e dificil de
distinguir na semente madura (CRONQUIST, 1981).

As piperdceas se caracterizam por apresentar um metabolismo secundario
diversificado dentro do grupo, sendo os 6leos essenciais ricos em diferentes compostos
(HEGNAUER, 1990). As células que armazenam esses 0leos essenciais sdo esféricas e
distribuidas por todo o parénquima vegetal. As células de 6leos contém monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanos em concentragdes proximas.

No Brasil, 0s géneros Ottonia, Peperomia e Piper estdo distribuidos em todas as
regides do pais com muitas espécies endémicas do territorio brasileiro. Nesses géneros
existem espécies nativas e exdticas com uma ampla adaptacdo, sendo capazes de
conquistar e dominar os biomas brasileiros, permitindo uma ampla distribuicdo
geogréfica no pais (GUIMARAES et al., 2023).

De acordo com dados da flora brasileira no portal Reflora, existem 467 espécies
de piperaceas das quais 298 sdo endémicas, sendo a regido Sudeste a mais abundante com
269 espécies, seguida do Norte com 235 espécies, Nordeste com 156 espécies, Sul com
138 espécies e Centro-Oeste com 117 espécies. Quanto aos dominios fitogeogréaficos, a
Mata Atlantica abriga um total de 293 espécies, seguida da Amazdnia com 239 espécies,
0 Cerrado 102 espécies, a Caatinga 29 espécies e Pantanal e o Pampa com 4 e 2 espécies,
respectivamente (GUIMARAES et al., 2023).
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2.2 Género Piper L.

O género Piper L. abrange cerca de 1000 espécies em todo o mundo, sendo um dos
mais diversos explorados pelo homem e conhecidas como pimenteiras ou videiras de
pimenteiras. E composta de ervas, arbustos e cipds, a maioria com alta capacidade de
dominéancia dentro de seu habitat. Piper tem uma distribuicdo pantropical, sendo mais
frequentemente encontrado no sub-bosque das florestas tropicais de terras baixas, mas
também podem ocorrer em clareiras e em zonas de vida de altitude mais elevada, como
florestas nubladas (SANDEEP et al., 2019).

Grande parte das espécies de Piper L, cerca de 700, se encontra nas Américas,
enquanto cerca de 300 espécies estdo no Sul Asiatico. Existem grupos menores de
espécies do Pacifico Sul (cerca de 40 espécies) e da Africa (cerca de 15 espécies). Os
grupos americanos, asiaticos e do Pacifico Sul parecem ser monofiléticos e a afinidade
das espécies africanas ndo é clara (SANDEEP et al., 2019).

No Brasil, existem 297 espécies de Piper distribuidas em todo o territorio, sendo
192 endémicas, com 48 variedades aceitas e 31 endémicas. O Norte brasileiro possui o
maior indice de espécies do género (182 spp.), cujo estado do Amazonas abriga 140
espécies. No que se refere aos dominios fitogeograficos, a Amazonia é o bioma mais rico
em diversidade de espécies, com 185 espécies, seguido da Mata Atlantica com 164, o
Cerrado com 68, a Caatinga com 18, e Pantanal e Pampa com 4 e 2, respectivamente
(GUIMARAES et al., 2023).

Com relacdo as caracteristicas boténicas, as espécies podem ser arvoretas,
arbustos ou subarbustos com caules lignificados, intumescidos com ramos eretos e
nodosos. As folhas sdo alternadas membranaceas, cartdceas ou coriaceas quando in
natura, sésseis ou pecioladas, algumas peltadas, com uma bainha curta ou estendendo-se
até a lamina. As ladminas apresentam tamanho, forma e consisténcia variadas,
apresentando ou ndo glandulas translicidas ou opacas, possuem padrdo de enervagédo
acrodromo, brogquidédromo, campidédromo ou eucampidoédromo (YUNCKER, 1958).

A inflorescéncia ocorre por meio de espigas ou racemos opostos as folhas ou nas
axilas foliares e podem apresentar pedinculo com bracteas presentes. As flores sdo
bissexuais, pequenas e protegidas por bractea floral de variados formatos. O fruto é
denominado drupa, recoberto por um pericarpo fino, delgado, obpiramidal, sulcado-
tetragonal, obovoide ou trigonal, liso ou papiloso, estigmas 3-4(-9) com estiletes
presentes ou ndo (YUNCKER, 1958).
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As espécies de Piper sdo grandes produtoras de 6leos essenciais, constituidos por
diferentes compostos, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides.
Piperina e chavicina sdo importantes metabdlitos secundarios provenientes das
pimenteiras, sendo isolados pela primeira vez na pimenta-do-reino (Piper nigrum) e
relatados como tendo atividades antibioticas. A piperina possui atividade antibacteriana
contra uma grande gama de bactérias (JARAMILLO; MANOS, 2001).

Em Camardes, os 0leos essenciais sdo extraidos das folhas frescas e sementes de
Piper capense. Esses 6leos sdo ricos em hidrocarbonetos monoterpenos e contém
principalmente a-pineno, B-pineno, camfeno e sabineno. De suas raizes, sesquiterpeno
capentina e varios neo-lignanos foram isolados. O extrato bruto apresentou importantes
propriedades antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes e Corynebacterium xerosis (ZIMUDZI, 2008).

No 6leo essencial extraido de Piper caninum foram identificados 48 compostos
nas folhas (77,9%) e no caule (87,0%) que se caracterizavam por elevadas proporcdes de
fenilpropanoide, como o safrol, com 17,1% nas folhas e 25,5% no caule. Esses 6leos
possuem propriedades quimicas de interesse para as industrias terapéuticas, nutracéuticas
e fabricantes de alimentos, além de apresentarem potencial antimicrobiano e
antioxidantes (SALLEH et al., 2011).

A espécie Piper sarmentosum € produtora de Oleo essencial, porém nenhuma
pesquisa envolvendo a composicao de seus 6leos foi realizada até 0 momento, visto que
os estudos se concentram em realizar a identificagdo de compostos feitos a partir de suas

folhas, que sdo muito utilizados na medicina tradicional asiatica (SEIDEMANN, 2005).

2.3 Importancia econémica e cultural de Piper

No setor econémico, Piper nigrum é sem dlvida a espécie mais conhecida e
comercializa ao redor do mundo, com grandes plantacdes cultivadas em diferentes paises.
Tal popularidade remonta desde antes das grandes navegacgdes, onde os paises do oriente
utilizavam as pimentas culturalmente em sua culinaria e medicina ancestral (SALOMAO,
2014).

Na Asia e em alguns paises da Africa, folhas de Piper betle (outro exemplo
importante do género) sdo utilizadas como mastigatorio para a cura da rouquiddo. A

pimenta-longa da india (Piper longum) é um condimento indispensavel na culinaria local.
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Na América Central, Piper darienense possui frutos com um efeito entorpecente, nos
quais sdo usados como analgésicos para a dor de dente (TEBBS, 1993).

Solucdes feitas das folhas de Piper capense sao remedio contra dores abdominais,
poliomielite, problemas dermatoldgicos, e na recuperacdo de mulheres que deram a luz.
Em Camardes, as folhas sdo ingredientes para um preparado que auxilia no tratamento da
epilepsia. Da raiz € feito um creme terapéutico para combate da paralisia que acomete 0s
membros de pacientes que sofreram hemorragia cerebral. Dentro da medicina veterinaria,
um bélsamo feito dos frutos é utilizado para o tratamento de doencgas nos animais
domésticos como a raiva, a hérnia, a anaplasmose, colapso retal, pernas inchadas do gado
e gastroenterite (ZIMUDZI, 2008).

Na culinéria asiatica, as folhas de Piper sarmentosum sdo ingredientes
indispensaveis na confeccdo de inimeros pratos locais. A tradicdo de enrolar carne
bovina nas folhas de pimenteira surgiu no Oriente Médio, sendo introduzida na india
pelos persas. A carne é cozida junto com varias especiarias como alho, molho de soja,
erva-limao e cebola. Depois de pronto o embrulho de carne bovina pode ser servido com
macarréo, arroz, frutas picadas, sopa de peixe e ervas verdes (DAVIDSON, 1999).

Na Malasia, as folhas e frutos de Piper caninum sdo utilizadas na gastronomia
local como tempero essencial em diversos pratos tradicionais. Suas folhas servem de
unguento para tratamento da rouquiddo e problemas na garganta. Os frutos podem ser
utilizados para fabricacdo de aromatizantes em conjunto com outras especiarias como 0
anis estrelado, Illicium verum (SALLEH et al., 2011).

2.4 Analise de DNA satélite

Os elementos repetitivos sdo constituidos por longas cadeias repetidas de
nucleotideos e compdem a maior fracdo de elementos dentro dos organismos eucariéticos
(até 98% em algumas espécies). Esses elementos sdo classificados em duas grandes
familias, as “Repeticdes dispersas” e as “Repeticdes em tandem”. As repeticdes dispersas
sd0 compostas por transposons e retrotransposons, ao passo que as repeti¢cdes em tandem
sdo formadas por longas matrizes de DNA satélites, que sdo subdivididos em satélites,
minissatélites e microssatélites. As repeticdes dispersas possuem ferramentas de
propagacao proprias, que fazem a dispersao e localizacao desses elementos de maneiras
especificas dentro do genoma (RICHARD et al., 2008).
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O termo "DNA satélite” foi usado para designar sequéncias do genoma altamente
repetitivas organizadas em tandem e cunhado por Singer em 1982. O termo inclui uma
ampla diversidade de sequéncias que traduzem uma fracdo bastante variavel do genoma
eucariotico. Os satélites diferem uns dos outros por sua localizagcdo, comprimento da
regido de repeticdo, abundancia e sequéncia de nucleotideos (PECH et al., 1979).

Desde sua descoberta, 0 DNA satélite tem sido um dos elementos mais intrigantes
do genoma. Com a descoberta do DNA repetitivo em tandem, em 1960, novas pesquisas
foram sendo desenvolvidas sobre estrutura, funcéo, organizagdo e evolugdo do DNA
satélite. Passamos a compreender muitas informaces a respeito dos fatores moleculares,
cromossémicos, bioldgicos e populacionais que interferem na rota evolutiva dos DNA
satélites, gerando uma série de hipoteses relacionadas a origem, propagacao e evolucéo
de sequéncias satélites (LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012).

Com a criacdo das teconologias de sequenciamento em massa, COmMoO O
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), e o desenvolvimento de plataformas
computacionais como o Repeat Explorer, a pesquisa sobre DNA repetitivo, inclusive das
sequéncias satélite, comecou a ganhar destaque na biologia molecular, filogenética e
citogenética vegetal. Desse modo, o Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), em
conjunto com a analise in silico de alto rendimento dos dados de sequenciamento,
estimulou a analise da porcao repetitiva dos genomas eucarioticos (GARRIDO-RAMOS,
2017). O Repeat Explorer € um programa da web baseado em Galaxy com o objetivo de
caracterizar elementos repetitivos presentes nos genomas eucarioticos a partir de
sequenciamentos de baixa cobertura de sequenciadores de proxima geracdo (NOVAK et
al., 2013).

Uma aproximacéo primordialmente diferente para analise de repeticédo global que
possibilite a identificacdo de repeticdo de novo e apropriada para utilizar leituras nao
montadas foi elaborada por Novak et al. (2010). Fundamenta-se na descoberta e
quantificacdo de semelhancas entre leituras de sequéncias individuais particularmente
obtidas por sequenciamento de proxima geracdo de DNA gendmico cortado
aleatoriamente (NOVAK et al., 2010).

O software caracteriza-se como um pipeline computacional que estabelece uma
versdo aperfeicoada de agrupamento baseada em graficos e varias ferramentas adicionais
para posterior analise das repeticdes observadas (GOECKS et al., 2010). As leituras de
sequéncia sdo pré-processadas por meio das ferramentas incluidas na plataforma
(NOVAK et al., 2010).
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O componente fundamental do Repeat Explorer é a analise de clustering, que
efetua comparagdes de similaridade total de leituras de sequéncias curtas formando
graficos de grupo de leituras oriundas de elementos repetitivos. Tais grupos podem ser
definidos de acordo com sua quantificacdo no genoma e similaridade com elementos
repetitivos conhecidos e dominios proteicos conservados (NOVAK et al., 2010).

A unido de NGS com a analise computacional, permite uma profunda anélise
gendmica a respeito da porcdo repetitiva do DNA possibilitando a descoberta de novas
familias de satDNA, cujo isolamento era impossivel com os métodos antigos (MELTERS
et al., 2013). Essa técnica se mostrou eficaz na analise da composicdo repetida de
genomas vegetais (MACAS et al., 2011) e animais (PAGAN et al., 2012).

O Tarean é uma ferramenta do Repeat Explorer utilizada para a identificacao e
analise de DNA satélites devido a sua capacidade de detectar fracBGes repetidas em
tandem. Por formarem matrizes muito longas, as sequéncias satélites apresentam uma
organizacdo genémica dificil de ser caracterizada em analises computacionais baseadas
em genomas inteiros, logo, o Tarean € capaz de detectar essas sequéncias em leituras
curtas ndo montadas (NOVAK et al., 2017).

Os clusters encontrados sdo compostos pelos mais variados tipos de repeticoes,
visto que o Tarean é capaz de identificar outros elementos repetitivos do DNA além dos
satélites como, por exemplo, retrotransposons, transposons, DNAr, entre outros. A
pipeline executa uma analise para procura de estruturas circulares tipicas de repeticoes
em tandem (satélites). As leituras dos clusters sdo convertidas em k-mers, onde os mais
abundantes irdo formar sequéncias que simbolizam os monémeros dos satélites (NOVAK
etal., 2017).

Pesquisas feitas dentro do género Piper L. para caracterizacdo de DNA satélites
ainda ndo foram realizadas. Entretanto, estudos com sequéncias satélites em Poaceae,
familia proxima de Piperaceae, servem como exemplo da relevancia de se analisar as
sequéncias satélites do genoma.

Para duas espécies de Deschampsia, a ferramenta TAREAN identificou 34
familias de satDNA incluidas em 21 superfamilias, grande parte delas compartilhadas
entre as duas espécies. Algumas dessas sequéncias apresentaram homologia com outras
sequéncias satélites ja conhecidas dentro da familia Poaceae. Os satélites encontrados nas
duas espécies de gramineas possuem elevada homologia de sequéncias, porém sua

distribuicdo nos cromossomos foi diferente entre D. cespitosa e D. antarctica. Dessa
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forma, foram identificados mdltiplos potenciais marcadores cromossémicos para 0
género Deschampsia (GONZALEZ et al., 2020).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e pré-processamento dos dados

As sequéncias gendmicas de Piper capense, Piper sarmentosum e Piper caninum
foram retiradas do banco de dados European Nucleotide Archive (ENA), cujo o cédigo
de identificacdo para Piper capense (Pcp): SRS9011470, Piper sarmentosum (Psa):
SRR14578844 e Piper caninum (Pca): SRR14578849. Os genomas das trés pimenteiras
foram sequenciados através do Illumina MiSeq, gerando sequéncias paired end a partir
da extracdo de DNA das folhas. A coleta dos genomas de P. capense foi realizada em
Camardes na Africa e de P. caninum em Queensland na Austrélia, ja para P. sarmentosum
o local de coleta do seu material genético ndo foi informado. O tamanho dos genomas das
espécies ndo esta descrito na literatura. Essas sequéncias foram pré-processadas na
plataforma Repeat Explorer para andlise de clustering (Novak et al., 2013). A primeira
etapa do pré-processamento consistiu em adicionar prefixos e sufixos em cada sequéncia,
adotando como prefixo uma sigla que identificasse cada espécie (Pcp para P. capense,
Psa para P. sarmentosum e Pca para P. caninum) e como sufixo “/1” para identificagdo
da fita forward e “/2” para identificagao da fita reverse.

Em seguida, realizou-se uma filtragem das sequéncias em um intervalo de
qualidade pré-determinado de 20-90 pb. Posteriormente, foi feito o corte dessas
sequéncias para a retirada de regides de baixa confiabilidade cujas medidas para o corte
foram individuais para cada genoma. Para P. capense o corte foi realizado no intervalo
de 20-265 pb, para P. sarmentosum de 80-285 pb e P. caninum de 90-275 pb. Apds o
corte, ficaram disponiveis para a analise 147961 reads para Pcp, 183057 reads para Psa e
123590 reads para Pca. Por fim, ocorreu a etapa de entrelagamento que uniu as sequéncias
Forward e Reverse em um s6 conjunto de dados. Entre cada etapa do pré-processamento
foi realizado a verificagdo do controle de qualidade dos reads adotando como padréo a

escala de Score Phred.
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3.2 ldentificacdo das sequéncias satélites

As sequéncias satélites foram identificadas pela ferramenta TAREAN, adotando
uma configuracdo de Cluster size de 0.001 (NOVAK et al., 2017). Uma vez identificado
os satélites, as estruturas de repeticdo (alta e baixa confiabilidade) foram analisadas
através de graficos Dotplot na plataforma Dotmatcher — EMBOSS, na qual as sequéncias
foram confrontadas contra si, gerando graficos do tipo Dotplot para confirmacdo dos
arranjos em tandem (LI et al., 2015). Apds a confirmacdo dos satélites, foram feitas
buscas por homologias com sequéncias previamente publicadas em bancos de dados de

nucleotideos do NCBI, através da ferramenta BLASTn.

3.3 Caracterizacgdo e nomenclatura dos satélites

A identidade e similaridade entre as sequéncias satélites foram determinadas pelo
alinhamento local multiplo MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013) no software UGENE
(OKONECHNIKOV et al., 2012). As matrizes de identidade foram avaliadas de acordo
com Ruiz-Ruano et al. (2016), na qual similaridades entre sequéncias satélites superiores
a 95% indicam a mesma variante; similaridades entre 80% e 95% indicam diferentes
variantes de uma mesma familia e similaridade inferior a 80% revelam sequéncias
distintas cuja proximidade ocorre no nivel de superfamilia.

A nomenclatura adotada para as sequéncias satélites constituiu de um prefixo
utilizado para representar cada espécie, seguido do sufixo "Sat” e posterior nimero para
identificar cada satélite. Os DNA satélites foram identificados por comprimento e
abundancia de reads. A abundancia foi quantificada por meio do mapeamento dos
mondmeros obtidos contra o sequenciamento do genoma de cada espécie, na ferramenta
Map to Reference do UGENE. A abundancia dos satélites foi visualizada na forma de
grafico Bubbles construido no software R, usando o pacote GGplot2 (R CORE TEAM,
2023).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
A anadlise do Tarean identificou 17 sequéncias satélites, dos quais 11 eram de

Piper capense, trés de Piper sarmentosum e trés de Piper caninum. Apos a analise do

Dotmatcher, foram confirmados trés satélites para P. capense, um satélite para P.
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sarmentosum e um satélite para P. caninum (Figura 1). Nenhum dos satélites encontrados

nas trés espécies apresentou homologia com as sequéncias de nucleotideos depositadas

no NCBI.

Figura 1 — Gréaficos Dotplot confeccionados pelo Dotmatcher. CL50: Satélite PcpSat2,
CL102: Satélite PcpSat3, CL136: Satélite PcpSat4, CL86: Satélite PsaSat5, CL108:

Satélite PcaSatl, CL46: N&o representa uma sequéncia satélite.

er/output/20685

ut/ 38056

Dotmatcher: fasta::/var/lib/e Dotmatcher: fasta::/var/lib/emt —expl 38
CL50 cL102 e
£ Z Z
i 7///” 7/1 7//’ ﬁ/j’,,/ & & e ¥oo/8
7///, 7{//, %//, %// 4/
% s % s % k% P o
/ £ ” ra
o AL AN AN A 7 &
T 7 Z 7 7 A
= é/ 7 7/%;’;/ %;% (a2 A /f"
V17 //l 7 ///l/?' z/l 7 p ¢
L A s ¥ 1410
%4 ";////Z ‘éf/z %;/5 bt
AN A # # 2
.é/;//, //// é/’//’é/’// s ¥ T
LAY T 7 5 0 HF vy L 2,
T ¥y Ky Ky Ky ¢ ”’/, 7./
;//////"/;//“//7//’“/////#? P
L 0 ¢ #
5 0 255 0 25 5 745 %
AR A & ¢ 7
" Sy S )
11-38 3337--116
Dotmatcher: fasta: mboss—explorer/output/68348..
- 234 16/12/22)
Cl—136 Dotmatcher: fasta::/var/li er)
! Ay / y 7 A f A ///" //, //
o | / s ; p
CLEB R B RN 2 2 4 A 7
= [ #x Y 7 / R AT T S v/ // /
o ﬁ 4 Y 7 ﬁ ) ’ ﬂ < = y y ”
é.ﬁ’//% % Y & ’f/’/f 7 %
& S’ 1 ol 5 s’ 38 ™ : S g '/ At Lt AN
2 I o P A @ $ :
WEr e R = 1777
& N il i 2 2 3 // A A F
N { aa’ S o o i 0 o ¥ g7 Al A A 7
1001” / ¥4 ', / 7 B 7/ 7] / 7 /
Yz, " /7 7 y o // // 7 7 4
PR o o S v 2
| 2 ) 2 2 z
p N G Ll LL L Ll L
I 27-3-5¢:0.204491-1-190 . 11-2-s¢-0.168849-1-73
utput/64874

CL108

Dotmatcher: fasta::/var/lib/emboss—explorer /output/61483

CL46

Dotmatcher: fasta::/var/

y 24y
V7 7
7 77
79
o Z
V 4
7, Ml
i /
7 z
? 7"
A P 7
s &

Fonte: Da autora (2023).



21

Todos os cinco satélites identificados foram classificados a nivel de superfamilias
por possuirem similaridades entre si e entre espécies inferiores a 80%. Nenhuma familia
e variante foram identificadas. O comprimento dos satélites variou de 40 pb em PcaSatl
a 304 pb em PsaSatl e se observou heterogeneidade no padrdo de abundéncia dos
satélites, devido a variagcbes no nimero de reads mapeados contra 0 genoma de cada

espécie (Tabela 1).

Tabela 1 — Nomenclatura, comprimento e nimero de reads das sequéncias satélites em
Piper caninum (Pca), Piper capense (Pcp) e Piper sarmentosum (Psa).

) ) Pca Pcp Psa
DNA satélite Comprimento (pb) _
numero de reads

PcaSatl 40 1.094 0 33
PcpSat2 152 0 546 0
PcpSat3 187 0 568 0
PcpSat4 88 0 755 0
PsaSat5 304 0 0 523

Fonte: Da autora (2023).

PcaSat1 foi o Unico satélite compartilhado em P. caninum e P. sarmentosum, com
valores de 1.094 e 33 reads, respectivamente. Os demais satélites foram exclusivos, sendo
PcpSat2 (546 reads), PcpSat3 (568 reads) e PcpSat4 (755 reads) exclusivos de P. capense
e PsaSat5 exclusivo de P. sarmentosum (Tabela 1, Figura 2).

Figura 2 - Bubble Chart de nimero de reads das sequéncias satélites de P. caninum
(vermelho), Piper capense (verde) e Piper sarmentosum (azul).
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Fonte: Da autora (2023).
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Dos cinco DNA satélites identificados nesse trabalho, trés satélites foram
exclusivos de P. capense e um exclusivo de P. sarmentosum. Esses resultados indicam
que sdo sequéncias recentes, que surgiram apos a diversificacdo. Enquanto, o satélite
PcaSatl foi identificado em P. caninum e P. sarmentosum, demonstrando que se trata de
uma sequéncia mais antiga, por ter sido compartilhada nessas espécies.

DNA satélites no género Piper e nas angiospermas basais ainda ndo foram
relatados, sendo Poaceae, a familia mais proxima de Piper na qual estudo sobre DNA
satélites foram realizados. DNA satélites presentes no genoma de duas espécies de
Deschampsia spp. pertencentes ao grupo das gramineas, foram identificados. A maioria
dos satDNAs encontrados estdo presentes em ambas as espécies e mostraram alta
homologia de sequéncia, mas sua distribuicdo nos cromossomos foi diferente entre as
espécies. Isso destaca a importancia das mudancas na disposicdo gendmica do DNA
satélite na evolucdo das espécies (GONZALEZ et al., 2020).

Tal resultado foi encontrado com base nas mesmas analises de bioinformatica
empregadas nesse trabalho para as espécies de Piper L. Os pesquisadores utilizaram os
softwares apresentados nesse trabalho, gerando resultados que serviram de base para
outras analises de citogenética, filogenética e biologia molecular, mostrando a relevancia
da caracterizacdo das sequéncias satélite.

O uso da plataforma Repeat Explorer no estudo realizado com essas trés espécies
de Piper proporcionou caracterizacdo das sequéncias de DNA satélites presentes nos
genomas dessas espécies que até entdo eram desconhecidas. Tais informacdes, além de
indicar o distanciamento entre as espécies, podem ser usadas para producdo de sondas
para localizacdo nos cromossomos por meio de hibridizacéo in situ fluorescente para

producdo de cari6tipos com maior resolucéo para estudos citogenéticos comparativos.
5 CONCLUSAO
As sequéncias de DNA satelite identificadas e caracterizadas nas espécies Piper

capense, Piper sarmentosum e Piper caninum sdo recentes, surgindo ap6s a

diversificacdo entre as espécies.
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