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RESUMO

Amaryllidaceae ¢ uma familia de monocotiledoneas que compreende 1600 espécies, sendo de ampla
ocorréncia no mundo. No Brasil sdo registradas 134 espécies, distribuidas em todas as regides, onde
o género Allium ¢ o mais importante do ponto de vista agrondmico. Dentro desta familia a ac¢ao
inseticida de muitas lectinas tem sido demonstrada em ensaios com plantas transgénicas. A
bioinformatica ¢ uma grande aliada dos programas de melhoramento genético utilizando a abordagem
in silico com o objetivo de identificar, caracterizar e predizer dominios proteicos. Alem disso esta
abordagem tem utilizado genomas plastidiais para inferéncias filogenéticas e verificar a ocorréncia
de microssatélites para analise da distancia genética entre individuos e identificagdo de cultivares.
Assim como andlise polinica ¢ empregada em programas de melhoramento genético para verificar a
possibilidade de hibridagdo. O objetivo dessa pesquisa ¢ a utilizag¢ao de ferramentas de bioinformatica
para andlise in silico molecular e palinologica em espécies da familia Amaryllidaceae. 22 sequéncias
da lectina de ligacdo especifica @ Manose foram tiradas do GenBank. Parametros fisico-quimicos,
identificacdo dos dominios e estimativa dos efeitos funcionais foram realizados pelo ProtParam,
Prodom e SNAP2. As arvores filogenéticas foram construidas pelo programa MEGA 7. Previsdo,
avaliagdo e validagdo da estrutura tercidria dos modelos foram realizadas pelo servidor Phyre2,
Molprobity, ProSA-web e Yasara force Field. Genoma plastidial de quinze espécies foi utilizado para
localizacdo das regides de microssatélites por meio do Gramene e o servidor Dogma. A analise
filogenética do genoma plastidial e marcador matK foram realizados pelo software MEGA e pelo
BEAST. Para a analise palinologica, 25 graos de polén de treze espécies foram analisados por meio
da microscopia Optica e as descri¢gdes palinologicas para a maioria das espécies seguiram esta ordem:
tamanho, forma, ambito e aberturas. Os resultados obtidos entre as sequéncias da lectina manose
especifica revelaram a presenga de dois motivos funcionais sensiveis a mutagado, carater hidrofilico e
uma grande amplitude de ponto isoelétrico com espécies atuando desde meios acidos a alcalinos.
Andlise gendmica mostrou a presenca de microssatélites nos genes rpoC2, cemA, ycf2 e ycf2.1. No
entanto, a maioria dos microssatélites foi localizado nas regides intergé€nicas. Foi observado que os
microssatélites quanto ao tipo sdo perfeitos e imperfeitos, onde o do tipo imperfeito foi devido a
mutacdes de transicao e transversdo. Na analise palinologica, os resultados obtidos indicaram que a
forma dos graos de polen € do tipo oblato e peroblato, monosulcados, comprimento equatorial maior

dos graos de polen variando de 22,5 a /45 pm e comprimento equatorial menor dos graos de polen
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de 16,25 a 93,75 um entre os géneros. Em Amaryllidaceae, a morfometria e a forma do po6len ndo sao
uma barreira para a ocorréncia de hibridos. Os resultados apresentados serdo de grande utilidade
quanto a importancia do uso das ferramentas in silico molecular e palinoldgica. Juntas estas
informagdes podem auxiliar os programas de melhoramento genético da familia, seja através de
métodos convencionais ou da biotecnologia.

Palavras-chaves: Amaryllidaceae, Bioinformatica, Palinologia, Filogenia
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ABSTRACT

Amaryllidaceeae is a family of monocotyledons that comprises 1600 species, being of wide
occurrence in the world. In Brazil, 134 species are registered, distributes in all regions, where the
genus Allium is the most important from the agronomic point of view. Within this family the
insecticidal action of many lectins has been demonstrated in trial with transgenic plants.
Bioinformatics is a major ally of genetic breeding programs using the in-silico approach to identify,
characterize and predict protein domains. In addition, this approach has used plastid genomes for
phylogenetic inferences and verified the occurrence of microsatellites to analyze the genetic distance
between individuals and identification of cultivars. Just as pollen analysis is used in breeding
programs to verify the possibility of hybridization. The objective of this research is the use of
bioinformatics tools for molecular and palynological in silico analysis in species of the
Amaryllidaceae family. Mannose-specific binding lectin sequences were taken from GenBank.
Physical-chemical parameters, identification of domains and estimation of functional effects were
perfomed by ProtParam, Prodom ans SNAP2. Phylogenetic trees were constructed by the MEGA 7
Program. Prediction, evaluation and validation of the tertiary structure of the models were perfomed
by the server Phyre2, Molprobity, ProSA-web and Yasara force Field. Plastidial genoma of fifteen
species was used to localize the microsatellite regions through Gramene and the Dogma server.
Phylogenetic analysis of the plastidial genome was perfomed by the MEGA software and the marK
marker by the BEAST. For the palynological analysis, 25 pollen grains from thirteen species were
analyzed by optical microscopy and the palynological descriptions for most species followed this
order: size, chape, scope and apertures. The results obtained between specific mannose lectin
sequences revealed the presence of two mutation-sensitive functional motifs, a hydrophilic character
and a large isoelectric point amplitude with species acting from acidic to alkaline media. Genomic
analysis showed the presence of microsatellites in the rpoC2, cemA, ycf2 and ycf2.1 genes. However,
most of the microsatallites were located in the intergenic regions. It was observed that the
microsatellites as to the type are perfect and imperfect, where the imperfect type was due to
transitional and transverse mutations. In the palynological analysis, the results indicate that the pollen
grains are of the oblate and peroblato type, monosulcated, with a larger equatorial length of the pollen
grains ranging from 22,5 to 145 pum and smaller equatorial length of the pollen grains of 16,25 to

93,75 pm among genus. In Amaryllidaceae, morphometry and pollen shape are not a barrier to the



occurrence of hybrids. The results presented will be very useful as regards the importance of the use
of in silico molecular and palynological tools. Together, this information can help family genetic
improvement programs, either through conventional methods or through biotechnology.

Keywords: Amaryllidaceae, Bioinformatics, Palynology, Phylogeny.
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1. INTRODUCAO GERAL

Amaryllidaceae ¢ uma familia de monocotiledoneas com ocorréncia em regides temperadas e
quentes do mundo (Jin 2011) com a América do Sul, Africa do Sul ¢ o Mediterrdneo sendo os
principais centros de diversidade da familia (Jin 2016). No Brasil, esta presente em vérias regioes,
contabilizando 134 espécies, das quais 75 endémicas. Suas espécies possuem alcaldides como
principais componentes farmacoldgicos. Sdo plantas ornamentais, herbaceas, bulbosas, com sistema
de reprodugdo sexuada e vegetativa e ocorrem em diversos ambientes como cerrados, caatingas,
florestas, restingas, etc (Dutilh et al. 2013, Bastida et al. 2011).

Pesquisas moleculares vém sendo utilizadas junto a caracteres morfoldgicos, anatémicos,
embrioldgicos e bioquimicos para resolver questdes taxonomicas apresentadas pela familia (Amaral
2007, Alves-Aratijo et al. 2012, Raymundez et al. 2008, Ronsted et al. 2012). A utilizacdo de
marcadores rps16 de cloroplasto e ITS revelou monofiletismo do género Allium (Li et al. 2010).
Sequéncias rnL-F e ITS evidenciaram correlagdes positivas entre aspectos geologicos e ecologicos
para o género Crinum L (Garcia et al. 2014, Kwembeya et al. 2007).

A bioinformadtica ¢ uma grande aliada nas pesquisas de biologia molecular. Por meio das suas
ferramentas € possivel manejar uma grande variedade de dados biologicos; sendo possivel interpretar,
armazenar, processar, decifrar estruturas e analisar os programas e algoritmos desenvolvidos com
grandes quantidades de informagdes (Borém e Santos 2001). Varios programas e estratégias in silico
tem sido utilizados no sentido de identificar, caracterizar e comparar regides do genoma plastidial e
compreender o papel das proteinas dentro de grupos de organismos (Kumar et al. 2004). As lectinas
sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunoldgica que exibem ao menos um dominio nao
catalitico (Sharon et al. 2004). A acdo inseticida de muitas lectinas de plantas tem sido demonstrada
em ensaios in vitro e em estudos com plantas transgénicas (Macedo et al. 2004, Macedo et al. 2007),
pois podem inferir resisténcia a insetos, podendo representar um potencial ganho econdmico contra

pragas na agricultura.
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Em relacdo as caracteristicas palinoldgicas, a variabilidade morfoldgica encontrada nos varios
tipos de pdlen tem sido empregada como um instrumento til em varias areas do conhecimento, como
cladistica, ecologia e fitogeografia (Melhem et al. 2003). Variagdes na forma, tamanho do pdlen,
polaridade, simetria, estrutura de abertura, ornamentagao da superficie e outras caracteristicas podem
ser aplicadas em estudos taxondmicos e em programas de melhoramento genético visando uma
melhor avaliagdo de hibridos encontrados na natureza ou produzidos artificialmente (Pilarek et al.
2013).

Nessa perspectiva, a presente tese teve por objetivo: 1) ampliar os conhecimentos genéticos e
taxonomicos em Amaryllidaceae, caracterizar, comparar e identificar dominios conservados em
sequéncias de aminoacidos de uma lectina manose espécifica para o género Allium disponiveis em
bancos de dados publicos; 2) Realizar uma analise filogenética baseada no genoma plastidial, para
compreensdo das relagdes entre espécies do género Allium e também em nivel da familia
Amaryllidaceae; 3) Desenvolver modelos tridimensionais da lectina de representantes do género
Allium, com base na metodologia de modelagem por homologia, de forma a possibilitar uma melhor
compreensdo de suas estruturas e fungdes moleculares; 4) observar a ocorréncia de marcadores SSRs
em genomas plastidiais e 5) caracterizar a morfologia, morfometria e estrutura do pdlen de espécies

de Amaryllidaceae usando as técnicas de acetolise e microscopia Optica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Centro de origem, distribuicio geografica e caracteristicas morfologicas
Amaryllidaceae ¢ uma familia de monocotiledoneas pertencente a ordem Asparagales,

ocorrendo em diversos continentes (Jin 2011). América do Sul, Africa do Sul e o Mediterraneo sio

os principais centros de diversidade da familia (Bastida et al. 2011, Jin 2016). Nos neotrdpicos, a

familia se estende desde a América Central a América do Sul. Os maiores géneros sdo Hippeastrum

(60 espécies), Hymenocallis (50 espécies), Zephyranthes (70 espécies) e Clinanthus (30 espécies)



JIMENEZ, H. J. Analise Molecular in silico e Palinologica de espécies de Amaryllidaceae ... 18

(Meerow 2009, Souza e Lorenzi 2012). No Brasil, a familia estd presente em varias regides,
contabilizando 134 espécies e 75 endémicas e ocorrem em diversos ecossistemas (Dutilh et al. 2013).

A subfamilia Amaryllidoideae compreende 59 géneros e 850 espécies com centros de
diversidade na Africa do Sul, América do Sul, especificamente na regido andina e no Mediterraneo
(Meerow e Shijman 2006). A subfamilia Agapanthoideae contém apenas um género Agapanthus com
dez espécies distribuidas apenas na Africa do Sul (Leighton 1965).

A subfamilia Allioideae engloba representantes distribuidos em quatro tribos geograficamente
distintos. A tribo Alliacae com apenas um género A//ium possui um enorme centro de diversidade
que se alonga desde a Bacia do Mediterraneo até a Asia central e o Paquistdo, e outro distribuido no
oeste da América do Norte (Li et al. 2010). A tribo Tulbaghieae com apenas um género Tulbaghia é
distribuida na Africa do Sul, especialmente no Cabo Oriental (Stafford et al. 2016). As tribos
Leucocoryneae e Gilliesieae sdo endémicas da América do Sul (Sassone et al. 2018).

A familia Amaryllidaceae ¢ identificada por possuir bulbos subterraneos, ervas terrestres,
perenes ou bianuais e terrestres, com presenca de alcaloides e latex (Souza e Lorenzi 2012). O caule
¢ herbaceo, baixo e possui crescimento simpodial (domindncia das gemas laterais em relagdo a
apical). As folhas sdo simples, anuais, alternas disticas ou espiraladas, lanceoladas, lineares com
tricomas, ja a inflorescéncia ¢ cimosa, umbeliforme, apoiada por duas bracteas livres apenas por um
lado (Oliveira et al. 2010).

As flores sdo vistosas, epiginas e bissexuadas, actinomorfas ou zigomorfas, pediceladas e
raramente sésseis, sendo eretas ou declinadas, mondclinas e protandricas, com seis tépalas petaloides,
em dois verticilos formando um hipanto (Amaral 2007). Os graos de pélen sdo monades, heteropolar-
bilaterais, monosulcados e ambito eliptico/elipsoidal (Alves-Araujo 2012). O ovario ¢ sincarpico,
supero ou infero, trilocular com nectérios septais e mais de um évulo por loculo e placentacdo axilar
(Amaral 2007, Souza e Lorenzi 2012). Os frutos sdo deiscentes ou indeiscentes, com formato muito
variavel. As sementes podem ser secas ou carnudas, largas e sem dorméncia, sendo geralmente

escuras a negras em fun¢do de uma camada externa de fitomelanina (Strydom 2005).
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2.2. Importancia econdomica da familia Amaryllidaceae

A atividade econdmica mais importante das Amaryllidaceae ¢ a utilizagdo das plantas para
uso ornamental, onde os géneros Galanthus (Falkowska et al. 2018), Leucojum (Otves et al. 2016) e
Narcissus (Otves et al. 2016, Husti e Cantor 2015) sdo as plantas bulbosas mais comercializadas nas
regides de clima temperado. Outras espécies conhecidas se destacam como o lirio-beladona
(Amaryllis belladonna L.), a clivia (Clivia miniata (Lindl.) Bosse), o zefirantes (Zephyranthes
candida (Lindl.) Herb.), acucena (Hippeastrum spp.), a coroa-imperial (Scadoxus multiflorus
(Martyn) e o agapanto (Agapanthus africanus (L.) (Souza e Lorenzi 2012). Representantes do género
Hippeastrum, Crinum, Narcissus, Eucharis e Galanthus tem sido utilizados na formacao de hibridos
para aquisicao de novas plantas ornamentais (Souza e Lorenzi 2012).

Os alcaloides sdo apontados como os principais componentes relacionados aos efeitos
farmacoldgicos encontrados nas plantas (Jin 2009). Possuem no minimo um atomo de nitrogénio em
sua composi¢do que ¢ derivado do metabolismo de aminoécidos (Bessa et al. 2017). Em
amaryllidaceae, os alcaloides sdo classificados em nove grupos: norbeladina, licorina, homolicorina,
crinina, haemantamina, narciclasina, tazetina, montanina e galantamina. A licorina mostra potencial
de inibir cé¢lulas de melanoma, carcinoma, células de leucemia e atividade antiviral (Van Goitsenoven
et al. 2012). A tazetina apresenta atividade antitumoral e antimalarica (Bastida et al. 2006). A
montanina tem exibido capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, bem como de ser capaz
de ativar enzimas relacionadas com os processos de formacdo de memoria (Pagliosa et al. 2010). A
galantamina ¢ o alcaloide mais estudado em Amaryllidaceae e utilizado no combate a doenca de
Alzheimer (Bastida et al. 2011).

O género Allium, por exemplo, o sativum L. apresenta atividade antiviral (Tsai et al. 1985),
antibacteriana (Srinivasan et al. 2001), antifungica (Thangavelu et al. 2013), antimicrobiana
(Goncagul e Ayaz 2010), antiinflamatério (Hodge et al. 2002, Chu et al. 2017) e antioxidante (Shori
et al. 2014). Nos ultimos anos, analises tem-se focado sobre os efeitos preventivos e curativos do A.

sativum sobre as doencas cardiovasculares e cancer (Nicastro et al. 2015, Schwingshackl et al. 2016).
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Outras espécies além do A. sativum L. sdo conhecidas por serem utilizadas na alimentacao,

especialmente Allium cepa L., A. fistulosum L., A schoenoprasum L. e A. ampeloprasum L. (Souza e

Lorenzi 2012).

2.3. Melhoramento Genético de Amaryllidaceaes

No Brasil, o Instituto Agronomico de Campinas (IAC) ¢ um instituto de exceléncia na
pesquisa com Amarilis e na geragdo de hibridos obtidos por meio de cruzamentos interespecificos
utilizando germoplasma nativo (Tombolato 2004). Os programas de melhoramento genético com
Hippeastrum, em escala mundial, produziram milhares de hibridos comerciais (Tombolado 2004). O
hibrido “Hippeastrum x hybridum” foi comercializado por muitos anos em paises como a Holanda,
México, Chile e Argentina (Amaral 2011). Os principais objetivos do melhoramento genético nessa
cultura abrangem a sele¢do das seguintes caracteristicas: tolerancia ao frio, obteng¢do de flores
perfumadas, maior niimero de flores por inflorescéncia, coloragdo da flor, resisténcia a patdégenos e
forma de ramagens foliares (Coertze e Louw 1990).

O género Zephyranthes apresenta potencial para uso em programas de melhoramento genético
devido a presenca de poliploidia em diversas espécies, sendo algumas delas provenientes da
hibridizacao interespecificas (Flory e Smith 1980). O cultivo e comercializacdo de hibridos naturais
de Narcissus t€ém sido comuns em varios paises (Souza e Lorenzi 2012). No género Allium, o
programa de melhoramento genético de cebola (Allium cepa L.) do Instituto Agronomico de
Pernambuco (IPA) ¢ um exemplo da relevancia de programas locais. As cultivares ofertadas pela
pesquisa em melhoramento genético de cebola no Brasil promoveram ganhos importantes em

produtividade, diversidade, adaptagdo a estresses bidticos e abioticos (Oliveira et al. 2004).

2.4. Filogenia Molecular
A filogenia molecular pode utilizar marcadores moleculares como sequéncias de acidos

nucléicos e aminoacidos para estudo das relacdes evolutivas entre espécies de um determinado grupo
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taxondmico (Graur e Li 2000). Logo, os processos evolutivos envolvidos na reconstru¢do filogenética
de organismos e suas rotas metabolicas, assim como sua origem, tem se tornado a principal ferramenta
dos pesquisadores nos ultimos anos devido ao uso de dados moleculares (Aleixo et al. 2006, Gompert
et al. 2006, Maira et al. 2013).

Nas analises filogenéticas, sequéncias que ndo sofrem pressao de conservagao evolutiva como
os introns e espacgadores de genes nucleares de DNAr (ITS) t€ém sua importancia por serem regides
que tendem a acumular mutagdes mais rapidamente. Estas regides estdo sendo utilizadas em estudos
taxondmicos em niveis infragenéricos (Karehed e Bremer 2007, Kim et al. 2010). Por outro lado, o
genoma de cloroplasto (cpDNA) apresenta estabilidade estrutural, além de mostrar uma sequéncia
altamente conservada em termos de tamanho, estrutura, conteido e ordem dos genes, podendo ser
fortemente empregado em estudos de filogenia (Judd et al. 2002).

Muitas andlises filogenéticas por meio do genoma de cloroplasto abrange o gene rbcL
codificador da subunidade maior da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase e que apresenta taxa
de evolucdo lenta com boa resolugdo ao nivel de familia para angiospermas (Salamin et al. 2005).
Entre as regides plastidiais ndo codificadoras tem-se o intron tnrL e os espagadores intergénicos tnrL-
tnrF (Lledé et al. 2005). A regido do intron do gene #7nL e o espacador intergénico trnL-trnF situam-
se dentro de regides com caracteres instrutivos (Shaw et al. 2005). Assim sendo, a combinacao dessas
regides tem sido muito utilizada nas analises filogenéticas nos mais diversos niveis taxondmicos,
tornando-se apto de identificar variagdo inter e intraespecifica em diversas espécies vegetais (Tsai et
al. 2006).

O gene matK possui cerca de 1570 pb e codifica para a proteina maturase, que estd envolvida
no splicing de introns tipo-II de RNA transcritos (Neuhaus e Link 1987). A regido codificante de
matK esta geralmente localizada dentro de um intron classe II, entre os éxons 5’ ¢ 3’ do gene que
codifica o #rnK (RNA transportador para lisina). A elevada taxa evolutiva caracteristica do matK o

tornou utilizavel em reconstrugdes filogenéticas em altos niveis taxondmicos, como a ordem ou
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familia (Lahaye et al. 2008), e as vezes em baixos niveis, como género ou espécie, tendo sido muito
citado em pesquisas que envolvam DNA Barcode de plantas (Gao et al. 2008).

Para estudos de filogenia e diversidade existem andlises fenéticas e cladisticas que sdo usadas
para a constru¢do de arvores de dados obtidos pela utilizagdo de marcadores moleculares (Emygdio
et al. 2003). Para as analises fenéticas que usam medidas de similaridade genética, tem-se o algoritmo
UPGMA. Nas andlises cladisticas podem ser produzidas arvores para cada carater.

A Maxima Parcimdnia ¢ apoiada no entendimento de que a maior probabilidade de se
reconstruir a filogenia se baseia na escolha da hipdtese que implica no menor niimero de etapas para
se atingir o resultado final. Ao se praticar esse método, somente parte da informa¢ao armazenada nas
sequéncias pode ser recuperada, visto que nem toda variabilidade serd empregada como sitios
informativos (Nei e Kumar 2000). Na Maxima Verossimilhanca sua inferéncia leva em conta todos
os sitios sem distingdo (Schneider 2007, Lemey et al. 2009) com fundamento no principio da
verossimilhanga, em que dentre todas as topologias possiveis somente a com maior probabilidade
sera apontada como a mais correta. Para esse fim, dentre as sequéncias verificadas um modelo ¢
oferecido com sua topologia e comprimento dos ramos levados em consideracao (Schneider 2007,
Lemey et al. 2009). A inferéncia Bayesiana fundamenta-se em um método estatistico extremamente
relacionado com a maxima verossimilhanga. A hipotese perfeita ¢ a que mostra a maxima
probabilidade posterior, que ¢ estimada a partir de um modelo evolutivo previamente selecionado. A
probabilidade posterior para uma hipotese ¢ dada pela verossimilhanca multiplicada pela
probabilidade a priori desta hipotese. Este valor pode ser analisado como sendo a probabilidade da
arvore estar certa (Huelsensbeck et al. 2001).

Os métodos de distancia Neighbor-Joining (NJ) rapidamente produz uma arvore final para
enormes filogenias baseadas na evolu¢ao minima. Este método ¢ importante no momento em que o
nimero de sequéncias a serem verificadas ¢ da ordem de centenas ou milhares (Saitou e Nei 1987).
A precisdo das arvores NJ ¢ igual a outros métodos mais demorados para conjuntos de dados

geralmente curtos (Saitou e Nei 1987). O método NJ produz arvores agrupando sequéncias vizinhas
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de maneira paulatinamente. Nas fases do agrupamento de sequéncias, ele minimiza a soma dos
comprimentos de ramificacdo e, portanto, verifica muitas topologias. Para enormes conjuntos de
dados, o NJ analisa somente uma fragdo mintiscula do numero total de topologias possiveis (Tamura

et al. 2004).

2.5. Bioinformatica

A bioinformatica ¢ uma grande aliada nas pesquisas de biologia molecular. Ela surgiu como
um novo ramo da ciéncia que tem por finalidade responder a questdes bioldgicas através de analises
com ferramentas computacionais (Borém e Santos 2001). Por meio das ferramentas de bioinformaética
¢ possivel avaliar uma grande variedade de dados biologicos; sendo possivel interpretar, armazenar,
processar, decifrar estruturas e analisar os programas e algoritmos desenvolvidos com grandes
quantidades de informagdes (Borém e Santos 2001). Uma diversidade de ferramentas computacionais
vem sendo produzidas para o volume de dados bioldgicos gerados. Por isso, a bioinformatica tem se
tornado util na agregacao de varios dados gerados por estas diferentes tecnologias (Edwards e Batley
2004).

Ao longo das ultimas décadas, banco de dados com enorme quantidade de informagdes
(sequéncias de nucleotideos, aminoacidos e/ou proteinas) tem sido oferecido a comunidade cientifica,
viabilizando a interacdo entre diferentes grupos, bem como permissdo e deposito de dados e
ferramentas importantes para sua manipula¢ao (Morais 2003, Bayat 2002).

O banco de dados biologico mais conhecido ¢ o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/),
disponivel no banco de dados de informacdes do NCBI (National Center of Biotechnological
Information). O GenBank ¢ uma colecdo de todas as sequéncias genéticas publicamente disponiveis;
sua base de dados ¢ composta por meio da colaboragao internacional com o banco de Dados de DNA
do Japao (Bank of Japan - DDBJ), o instituto de Bioinformatica Europeu (EMBL) e a comunidade
cientifica, o qual oferece o acervo mais completo de dados de sequéncias nucleotidicas de diversos

exemplos de organismos disponiveis em todo o mundo (Benson et al. 2000, Tateno et al. 2002).
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O banco de dados oferece varias ferramentas computacionais com fung¢des particulares, sendo
uma das mais utilizadas o BLAST (Basic Aligment Search Toll), um algoritmo fundamentado no
método heuristico para a submissdo de sequéncias e posterior alinhamento, através da homologia
dessas sequéncias com as depositadas no GenBank (Gibas e Jambeck 2001). O BLASTn executa
pesquisas em sequéncias de nucleotideos com banco de dados de sequéncias também de nucleotideos
(Gibas e Jambeck 2001). O ordenamento se dd por uma andlise de trechos semelhantes entre os
fragmentos sequenciados. Quando sdo encontrados fragmentos com pelo menos 14 bases
semelhantes, eles sio deduzidos como sendo provenientes da mesma regido do genoma. E desta
maneira que dois fragmentos sdo alinhados contiguamente, tendo como intuito de fornecer novos
conhecimentos com base na grande quantidade de dados que vém sendo obtidos através das
sequéncias de DNA e proteinas (Gibas e Jambeck 2001).

Encontramos no NCBI a ferramenta ORF-Finder (Open Reading Frame Finder; Identificador
de Quadros Abertos de Leitura), com funcdo de traduzir sequéncias nucleotidicas (DNA/RNA) nos
seis quadros abertos de leitura (NCBI 2018). O software CLUSTALw ¢ utilizado em biologia
molecular para executar alinhamento multiplos de sequéncia de acidos nucléicos e proteinas e para a
preparacao de arvores filogenéticas. A nova atualizacdo permite saida no formato NEXUS e FASTA,
nameros de intervalo de impressao e calculo de arvore mais rapido (Morais 2003, Chenna et al. 2003).

A analise comparativa de sequéncias sob os principios da genética evolutiva molecular tornou-
se fundamental para investigar similaridades entre sequéncias de varios organismos, possibilitando a
reconstituicdo da historia evolutiva das espécies (Kumar et al. 2004). Com o intuito de facilitar essas
analises, o software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al. 2016) vem
sendo usado para analise da variacdo da sequéncia do DNA e proteinas a partir de uma perspectiva
evolucionaria. O software dispde de algoritmos como UPGMA (Unweghted Pair Group Method eith
Arithmetic Means) (Sneath e Sokal 1973), NJ (Neighbor-Joinning) (Nei 1973), Maxima Parcimonia
(Fitch 1971) e Maxima Verossimilhanca (Kumar et al. 2016) possibilitando a realizacdo de

inferéncias filogenéticas.
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2.6. Filotaxonomia

A pesquisa molecular vem sendo utilizada juntamente com caracteres morfologicos,
anatomicos, embrioldgicos e bioquimicos para resolver problemas taxondmicos em diversos grupos.
Amaryllidaceae ¢ uma familia cosmopolita constituindo-se como um dos grupos com maior
diversidade dentro das monocotiledoneas (Stevens 2014). Marcadores moleculares podem ser do tipo
genes nucleares (espacgador transcrito interno ou ITS) e de cloroplasto (matK, rbcL, trnL, trnl-F,
ndhF, atpB), com uso para filogenia (Soltis et al. 1998).

A utilizagdo de marcadores ITS permitiu revelar o ndo monofiletismo entre os géneros
Rhodophiala C. Presl, Habrathus Herb e Zephyranthes Herb (Merow et al. 2000). O gene nuclear
também possibilitou revelar que o género A//ium ¢ monofilético, e que as grandes distancias genéticas
implicam que Allium ¢ de origem antiga (Li et al. 2010). Garcia et al. (2014) por meio das sequéncias
de cloroplasto (DNAcp) (3' ycf1, ndhF, trnL. ) e nuclear (ITS) sugeriu dois clados na tribo Hipeastreae;
Traubiinae, formada por Traubia Moldenke, Placea Miers e Phycella Lindl e a tripo Hippeastrinae,
abrangendo FEithea Ravenna, Habranthus, Hippeastrum, Rhodophiala, Sprekelia Heist e
Zephyranthes. Sequéncias ndhF caracterizou Calostemmateae ¢ Haemantheae como grupos irmaos
(Ronsted et al. 2012).

O APG III de 2009 (Souza e Lorenzi 2012) e Chase et al. (2000) por intermédio de
informagdes moleculares e filogenéticas agregou as familias Alliaceae e Agapanthaceae em
Amaryllidaceae, combinando assim trés subfamilias: Agapanthoideae, Allioideae e Amaryllidoideae.
Agapanthoideae conta com somente o género Agapanthus como representante, com suas espécies
ocorrendo na Africa do Sul. As espécies se mostram como herbéceas, perenes, rizomatosas, folhas
lineares, planas, inflorescéncias em umbela, flores grandes e vistosas, bissexuadas, hermafroditas,
fruto capsular com sementes aladas (Stevens 2014). Allioideae abrange 11 géneros e 600 espécies e
¢ composta por plantas herbaceas, terrestres, perenes, bulbosas, sendo dividida em trés tribos: Allieae
Dumortier com um género (4/lium) (Li et al. 2010); Tulbahieae Meisner com dois géneros (Tulbaghia

L. e Prototubaghia Vosa); Gilliesieae Baker, com oito géneros, Gilliesia Lindl., Leucocoryne Lindl.,
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Miersia Lindl., Nothoscordum Kunth, Solaria Phill., Speea Loes, Trichlora Baker e Tristagma Poepp.
(=Ipheon) (Sassone e Giussani 2018). Amaryllidoideae compreende cerca de 800 espécies com 70

géneros em 16 tribos (Meerow e Shijman 2001, Meerow 2009).

2.7. Genoma plastidial

As espécies vegetais possuem dois genomas citoplasmaticos: mitocondrial e plastidial. Eles
sdo derivados de eubactérias primitivas de vida livre, a mitocondria da a-proteobactéria e o plastidio
da cianobactéria (Timmis et al. 2004). O mtDNA apresenta um tamanho relativamente grande e muito
variavel (200 a 2.400 kb) e uma baixa taxa de substitui¢do nucleotidica (Avise 2009). O cpDNA no
entanto indica um tamanho pequeno, variando entre 120 a 217 kb em plantas fotossintetizantes
(Maliga 2004), sendo conservado mesmo entre espécies filogeneticamente distantes (Palmer e Stein
1986).

Estruturalmente o plastoma ¢ formado por uma regido de copia unica longa (LSC) e uma
regido de copia Unica pequena (SSC), aonde sdo separadas por duas regides de repeticdes invertidas
(IRA e IRB), formando uma estrutura quadripartida (Green 2011). As duas regides IRs sdo idénticas
em composicdo, sendo todos os genes contidos nessa regido apresentam no minimo duas copias por
genoma, porém em sentido de leitura contrario. Em geral possui os genes 16S, 23S, 5S e 27 genes
tRNA; trés genes para a subunidade da RNA polimerase e a maioria dos genes para fotossistema I,
fotossistema II, citocromo e sintese de ATP (Green 2011), finalizando 80 proteinas (Huang et al.
2013). As diferengas nos genomas plastidiais estdo relacionadas com a presenga/auséncia de introns,
fatores de transcri¢do, organizagdo fisica do genoma, incluindo espacos intergénicos e rearranjos
(Huang et al. 2013).

Apesar do cpDNA similarmente evoluir em um ritmo lento sempre que comparado ao
mtDNA, sua taxa de evolugdo ¢ geralmente trés a quatro vezes maior do que mtDNA de plantas
(Avise 2009). O cpDNA expressa uma estrutura consistente com pouca recombinagao intramolecular

propiciando o acumulo de sinais historicos ao longo da evolugdo das populagdes (Avise 2009). Diante
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disso, para estudos filogenéticos de plantas, sequéncias do genoma plastidial sdo os marcadores
moleculares comumente utilizados em plantas (Huang et al. 2013). Na maioria das angiospermas o
cpDNA ¢ herdado maternalmente, onde o fluxo de genes maternos da-se por meio do movimento de
sementes, sendo geralmente mais restrito do que o fluxo de genes nucleares, os quais sdo
transportados pelo movimento de polen e sementes (Petit et al. 2005). E desejado que cpDNA
apresente maior estruturacio espacial quando comparado a marcadores nucleares, pois ele possui um
menor tamanho efetivo quando comparado ao DNA nuclear, devido a haploidia e restricdo de fluxo
génicos (Petit et al. 2005).

Muitos estudos tem identificado SSRs de cloroplasto dentro de plastomas (Melotto-Passarin
et al. 2011). Os cpSSRs tornaram-se um dos marcadores moleculares muito utilizados em genética
vegetal. Sdo amplamente utilizados para avaliacdo da diversidade genética, protecdo de variedades,
mapeamento molecular e sele¢do assistida por marcadores, proporcionando ferramenta eficiente para
identificacdo de cultivares (Melotto-Passarin et al. 2011, Caixeta et al. 2013).

Atualmente as sequéncias completas de nucleotideos ja foram determinadas para o plastoma
de centenas de espécies, entre plantas e algas. Estas sequéncias estdo disponiveis no banco de dados
do NCBI. Em Amaryllidaceae dezesseis espécies tiveram seus plastomas seqilienciados (NCBI 2018).
Estas sequéncias mais as sequéncias dos genomas nucleares e mitocondriais depositadas dardo

suporte a novos avangos cientificos nesta area.

2.8. Lectina de plantas

As lectinas sdo largamente encontradas no reino vegetal abrangendo especialmente as familias
Leguminosae, Algae, Euphorbiaceae, Gramineae, dentre outras. A familia Leguminosae compreende
a maior parte de lectinas extraidas e isoladas, principalmente das sementes (Loris et al. 1998).

A acdo inseticida de muitas lectinas de plantas tem sido demonstrada em ensaios de nutricdo

in vitro e em estudos com plantas transgénicas (Macedo et al. 2004, Macedo et al. 2007). Portanto o
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uso das lectinas pode evidenciar genes para a engenharia genética que podem representar um
potencial ganho econdmico contra pragas na agricultura (Cagliari et al. 2018).

O avanco da biologia estrutural associado com o desenvolvimento de modernas técnicas de
DNA recombinante tornou possivel classificar lectinas ndo somente quanto aos aspectos estruturais,
mas como também em familias que estejam evolutivamente relacionadas (Van Damme et al. 1998).
Dentre as familias evolutivamente relacionadas de lectinas de plantas podemos destacar as lectinas
de monocotiledoneas de ligagdo especifica a manose. Foram classificadas, até¢ entdo, em seis
diferentes familias de plantas: Alliaceae, Amaryllidaceae, Araceae, Bromeliaceae, Liliaceae e
Orchidaceae (Van Damme et al. 1998).

Em Amaryllidaceae, varias espécies tem sido utilizada em pesquisas para o desenvolvimento
de plantas contra herbivoros e patégenos. A lectina anti-inseto mais estudada ¢ a lectina de ligagdo a
manose a partir da espécie Galanthus nivalis contra pragas como Nilaparvata lugens (gafanhoto
marrom) e Nephottetix cinciteps (cigarrinha verde) na cultura do arroz (Powell et al. 1995) e
Lacanobia oleracea na cultura do tomate (Fitches et al. 1997). No género Allium, a lectina foliar
purificada (ASAL) retirada de espécies de A. sativum tem se mostrado promissoras contra o
crescimento e sobrevivéncia de importantes pragas como Lypaphis erysimi (pulgdo-da-mostarda) e

Dysdercus cingulatus (algodao vermelho) (Bandyopadhyay et al. 2001).

2.9. Palinologia

Os graos de polen sdo estruturas reprodutivas masculinas das fanerogamas e se estabelecem
na parede do micrésporo mais o microgametofito nela contido (Gasparino e Cruz-Barros 2006).

O uso da palinologia tem fornecido relevantes informagdes a taxonomia (Silvério e Mariath
2014), filogenia (Judd et al. 2007), estudos paleoecologicos (Kuhn et al. 2017), caracterizacio
botanica vegetal (Wronska et al. 2013), entre outros. Para que a aplicacdo da palinologia seja feita
nesses campos de estudo ¢ importante o conhecimento sobre a morfologia dos graos de polen das

plantas (Judd et al. 2007). Devido a grande diversidade morfolédgica, os graos de polen tém sido



JIMENEZ, H. J. Analise Molecular in silico e Palinologica de espécies de Amaryllidaceae ... 29

utilizados para fins taxondmicos, auxiliando na caracterizagdo morfologica e identificacdo de
algumas espécies para gerar informagdes filogenéticas que expressam com maior precisdo a origem
e evolucdo dos organismos (Judd et al. 2007). As caracteristicas do pdlen sdo essenciais para a
taxonomia, pois os graos de pdlen apresentam a forma, tamanho, cor e ornamentacdo da exina
definida para cada espécie, género e familia (Silva et al. 2016). O seu conhecimento para programas
de melhoramento genético ¢ de grande importancia para dimensionar o potencial das espécies nos
cruzamentos realizados, aumentando a eficiéncia na obtengao de hibridos (Pilarek et al. 2013).

Em Amaryllidaceae, estudos palinologicos em geral, fazem parte de catdlogos e/ou
levantamentos polinicos. Os géneros mais observados quanto a palinologia sdo Crinum L. (Erdtman
1966, Sharma 1967, Huang 1972), Hymenocallis Salisb. (Huang 1972, Alves-Araujo et al. 2007,
Bahadur et al. 2017), Zephyranthes Herb (Sharma 1967, Alves-Araujo et al. 2007, Bahadur et al.
2017) e Hippeastrum (Alves-Araujo et al. 2007, Candido et al. 2013, Bahadur et al. 2017). Na regido
sul-americana, Candido et al. (2013) e Martin et al. (2012) analisaram os graos de pdlen de espécies
de Hippeastrum, Hymenocallis, Stenomesson e Eucharis Planch., conseguindo diferencia-las entre os

representantes do género.
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Caracterizacio in silico e analise filogenética de uma lectina manose-especifica em espécies do
género Allium.

Horace José Jimenez!-*; Romulo Maciel de Moraes Filho!*; Luiza Suely Sémen Martins®?;
Reginaldo de Carvalho®?; Angélica Virginia Valois Montarroyos'

RESUMO

O género Allium se destaca por suas espécies com utilizagdo na alimentagdo humana e também por
suas espécies medicinais. O género possui mais de 800 espécies e se distribuindo do Circulo Polar
Artico até Europa, Asia, América do Norte e Africa. Muitos representantes da familia
Amaryllidaceae sao conhecidos por possuirem lectinas de liga¢do especifica a Manose (LMEs). Nos
vegetais, as lectinas agem como depdsitos de proteinas que podem ser impulsionados para o
crescimento e desenvolvimento das plantas e também na defesa contra herbivoros e patégenos. No
trabalho presente foram caracterizadas 22 sequéncias da proteina LME de espécies do género Allium
e de outros representantes da familia Amaryllidaceae presentes em bancos de dados publicos. Os
resultados obtidos indicaram a presenca de dois motivos funcionais conservados nas sequéncias da
LME. Foi observado que para todas as espécies a LME apresentou carater hidrofilico e apresentou
uma grande variacdo de pl entre as espécies analisadas. A andlise filogenética ndo apresentou
consisténcia com a classificacao taxondmica das espécies avaliadas a nivel infragenérico. No entanto
os métodos se mostraram suficientes para a separagdo até o nivel de tribos dentro da familia
Amaryllidaceae. Os modelos 3D gerados proporcionardo um melhor entendimento de suas estruturas

terciarias e fungdes moleculares.

Palavras-chaves: Bioinformatica; Modelagem por homologia; Dominios conservados.
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ABSTRACT

The Allium genus stands out for its species used in human food and also for its medicinal properties.
The genus has more than 800 species and is distributed from the Arctic Circle to Europe, Asia, North
America and Africa. Many representatives of the Amaryllidaceae family are known for producing
Mannose specific lectins (MSL). In plants, lectins act as deposits of proteins that can be used for plant
growth and development and also in defense against herbivores and pathogens. In the present work,
22 sequences of the MSL protein were characterized from species of the Allium genus and from other
representatives of the Amaryllidaceae family present in public databases. The results indicated the
presence of two conserved functional motifs in the MSL sequences. It was observed that for all
species the MSL was of hydrophilic character and exhibited a great variation in their isoelectric
points. The phylogenetic analysis was not consistent with the taxonomic classification of the species
evaluated at the infrageneric level. However, the methods proved sufficient for the separation up to
the level of tribes within the Amaryllidaceae family. The generated 3D models will also provide a
better understanding of their tertiary structures and molecular functions.

Key Words: Bioinformatics; Homology modeling; Canned domains

INTRODUCAO

O género Allium é o mais numeroso da subfamilia Allioideae, e contém mais de 800 espécies,
sendo assim um dos maiores géneros dentre as monocotiledoneas. As espécies desse género estao
presentes em todo o mundo distribuindo-se do Circulo Polar Artico até Europa, Asia, América do
Norte e Africa (Rahn 1998, Fritsch et al. 2010). A/lium tem um centro de origem que se estende da
bacia do mediterrineo até a Asia central e um menos importante localizado no oeste da América do
norte (Li et al. 2010). O nimero cromossdmico basico do grupo ¢ n=8, no entanto, variacdes em
ploidia (2n=14-68) e outros numeros basicos (n=7, 9, 10 e 11) podem ocorrer (Fritsch et al. 1998,

Zhou et al. 2007).
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As espécies deste género sdo largamente utilizadas na alimentacdo, especialmente, 4. cepa,
A. sativum, A. fistulosum, A. schoenoprasum e A. ampeloprasum (Souza 2012). Alguns representantes
do género tém propriedades anti-inflamatoria, vermifuga, antisséptica, diurética, hipotensora e
antitérmica, e produzem alicina e garlicina, que lhe conferem propriedades antibacterianas (Harris et
al. 2001, Benkeblia 2003). Muitos representantes da familia botanica Alliaceae se destacam por
conter lectinas de ligacdo especifica a Manose (Smeets et al. 1997). Lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas que contém ao menos um sitio de ligagdo a carboidratos sem manifestar utilidade
catalitica nem caracteristicas imunologicas (Sharon et al. 2004), onde se unem reversivelmente a
mono e oligossacarideos de glicoconjugados eucarioticos (Vasconcelos et al. 2009). A primeira
lectina descoberta foi da planta Ricinus communis em 1888, sendo denominada ricina, quando se
estudava os efeitos toxicos do extrato desta planta (Franz 1988, Sharon et al. 2004).

Em relagdo a estrutura tridimensional as lectinas vegetais tém sido subdivididas em: apenas
um dominio de ligacdo a carboidrato e de pequeno tamanho (merolectinas), dois ou mais dominios
de ligacdo idénticos (hololectinas), no minimo dois dominios de ligagcdo a carboidratos diferentes
(superlectinas), um ou mais dominios de liga¢do a carboidratos e um dominio que exerce atividade
biolégica independente do dominio de ligagdo a carboidratos (quimerolectinas) (Van damme et al.
1998, Vandenborre et al. 2011). Existem também as que possuem dois ou mais sitios idénticos de
ligacdo a agticares (multilectinas). Desde sua descoberta as lectinas mostraram um grande nimero de
propriedades quimicas e biologicas, o que tem permitido sua utilizagdo para investigagao estrutural e
funcional de carboidratos, especialmente glicoproteinas, e para verificar variagdes que ocorrem na
superficie celular (Sharon et al. 2004).

Elas podem ser observadas em micro-organismos, plantas e animais, sendo capazes de estar
na membrana ou dentro da célula. Lectinas enddgenas mediam processos bioldgicos como
reconhecimento célula-célula, interacdes da matriz extracelular, fertilizagdo gamética,
desenvolvimento embrionario, crescimento celular, diferenciacao celular, sinalizagdo celular, adesao

e migragdo celular, apoptose, imunomodulacdo e inflamagdo, interagdo parasita-hospedeiro,
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enovelamento e direcionamento de glicoproteina, inducdo mitogénica e homeostase (Ghazarian et al.
2011), e tem atraido grande interesse devido a sua variedade de atividades biologicas como na
aglutinacdo celular (Khan et al. 2007), antitumoral (Liu et al. 2012), imunomodulatéria (Rubinstein
et al. 2004), antifungica (Herre et al. 2004) e efeitos antivirais (Zuo et al. 2002). Nos ultimos anos,
tornou-se claro que as lectinas exercem dois papéis principais nas plantas. Primeiro, eles sdo depdsitos
de proteinas que podem ser impulsionados para o crescimento e desenvolvimento das plantas, e em
segundo, na defesa de plantas contra herbivoros e patégenos (Vandenborre et al. 2011, Barre et al.
2002, Dias et al. 2015, Troegeler et al. 2017).

As lectinas normalmente ocorrem mais abundantemente em sementes e tecidos de
armazenamento vegetativo onde sdo vistos em organelas subcelular com fun¢do de armazenamento.
As lectinas se acumulam durante o crescimento e desenvolvimento ou fase reprodutiva do ciclo de
vida da planta e sdo mobilizados e utilizados mais tarde (Vandenborre et al. 2011, Barre et al. 2002,
Dias et al. 2015, Peumans et al. 1995, Follmer et al. 2004). Os genes que codificam proteinas tém
algumas regides que, devido a sua importancia funcional ou estrutural, sdo muito bem conservadas,
enquanto outras regides evoluem mais rapido em termos de substituicdes e insercdes ou delegcdes
de nucleotideos (Watson et al. 2005). Para compreender o papel das proteinas dentro de grupos de
organismos, estudos filogenéticos podem ajudar a esclarecer questdes sobre como as proteinas estao
relacionadas em diferentes espécies, e se elas podem ter evoluido a partir de um ancestral comum
(Kasap et al. 2010, Andrade et al. 2011). Atualmente, os resultados filogenéticos sdo continuamente
aperfeicoados devido a crescente disponibilidade de uma grande quantidade de dados bioldgicos e a
novas abordagens para analisa-los (Kasap et al. 2010, Andrade et al. 2011).

Este trabalho teve como objetivos: (1) Caracterizar, comparar e identificar dominios
conservados, em sequéncias de aminoacidos de uma lectina manose especifica do género Allium
disponiveis em bancos de dados publicos. (2) Realizar uma andlise filogenética baseada nas
sequéncias encontradas, para compreensdo das relagdes entre espécies do género e também ao nivel

da familia Amaryllidaceae. (3) Desenvolver modelos tridimensionais da lectina de representantes do
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género Allium, com base na metodologia de modelagem por homologia, de forma a possibilitar uma
melhor compreensao de suas estruturas e fungdes moleculares. Esta analise comparativa fornecera
informagdes tedricas valiosas para futuros estudos envolvendo estas proteinas, considerando seu

efetivo potencial para uso em estudos filogenéticos e resisténcia da planta a a¢do dos insetos.

MATERIAL E METODOS

Recuperacio das sequéncias

As sequéncias da Lectina manose-especifica (LME) foram obtidas através do algoritmo de
busca BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) na plataforma do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Sequéncias de proteinas em allium foram recuperadas pela ferramenta
BLASTYp para procurar os homdlogos de proteinas de allium, onde um total de 22 sequéncias foram

encontradas (Tabela 1).

Analise das Sequéncias

Parametros fisico-quimicos das LMEs presentes em espécies da familia Amaryllidaceae foram
analisadas pelo ProtParam (http://web.expasy.org/protparam) (Gasteiger et al. 2005). A presenca de
sitios de clivagem de peptideos de sinal foi investigada usando o servidor TOPCONS
(http://topcons.cbr.su.se/pred) (Tsirigos et al. 2015). A identificagdo dos dominios funcionais da
proteina, sua classificagdo e ontologia foram realizadas com o uso do servidor Prodom
(http://prodom.prabi.fr/prodom/) (Servant et al. 2002), uma base de dados de familia de dominios de
proteinas de segmentos homologos. A estimativa dos efeitos funcionais ocasionados por mutagdes de
sequéncias de aminoacidos fora obtida por meio do servidor SNAP2 (https://rostlab.org/services/

snap2web/) (Hecht et al. 2015).
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Analise Filogenética e Agrupamento

As sequéncias da proteina foram alinhadas utilizando-se o algoritmo ClustalW e as arvores
filogenéticas foram produzidas no software MEGA 7.0.21 (Kumar et al. 2016). As arvores
filogenéticas foram construidas usando o método de Maxima parcimonia (MP) com um teste de

bootstrap com 1000 réplicas.

Previsao, Avaliacao e Validacao da Estrutura Terciaria dos Modelos

A predicao da estrutura terciaria dos modelos 3-D das LMEs foi realizada pelo software
Phyre2 (http://www.sbg.bio. Ic.ac.uk/phyre2) (Kelley et al. 2015) no modo multi-template. Este
servidor utiliza-se métodos avancados de deteccdo de homologia para construir um modelo 3D. A
estrutura 3D da proteina foi entdo visualizada pelo pacote UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004). A
qualidade do modelo foi avaliada usando o servidor Molprobity (http://molprobity.biochem.
duke.edu/) (Chen et al. 2010) pela analise de Ramachandran. O Z-score foi calculado utilizando o
servidor interativo ProSA-web (https://prosa.services.come.sbg.ac.at/prosa.php) para reconhecer
erros em estruturas tridimensionais (Wiederstein et al. 2007). Minimiza¢ao de energia e correcdo de
pequenos erros no modelo tridimensional foram realizados pelo servidor Yasara force Field (Krieger

et al. 2009) e pelo software KiNG (Chen et al. 2009).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo, analisamos seqiiéncias da LME em diversas espécies do género Allium, a partir
de sequéncias de proteinas foram recuperadas do banco de dados do NCBI. As propriedades fisico-
quimicas das sequéncias de proteina foram analisadas pelo servidor ProtParam. A Tabela 1 mostra o
peso molecular, o ponto teodrico isoelétrico (pI) e a média de hidropaticidade (GRAVY) das
sequéncias protéicas avaliadas.

O ponto isoelétrico (pl) ¢ importante para a solubilidade, localizagdo subcelular e interagao de

uma proteina. Em pHs distintos do ponto isoelétrico a solubilidade proteica amplia, devido ao
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surgimento de cargas positivas ou negativas sobre as cadeias de proteinas, que favorecem a intera¢ao
carga-momento do dipolo da 4gua. No momento em que uma solucdo proteica estd no seu estado
isoelétrico, isto ¢, quando a proteina manifesta carga liquida nula num sistema aquoso, as interagdes
proteina-proteina aumentam, assim sendo, menos dgua interage com as moléculas de proteina, o que
faz com que suas moléculas se aproximem, agreguem e precipitem (Carneiro 1997, Vojdani 1996).
O conhecimento do pl de uma proteina ¢ de grande importancia, visto que, com base nele, pode-se
prever a carga liquida da proteina em um determinado pH, o que serd muito importante para pratica
de estudos experimentais como no processo de purificacdo proteica e manutencao da mesma em uma
solugdo que favoreca sua manutengdo na forma soluvel.

Existe uma correlagdo entre a localizagdo subcelular e o pl de uma proteina (Andrade et al.
1998, Nandi et al. 2006). Geralmente as proteinas no citoplasma possui ponto isoelétrico (pl < 7.,4),
enquanto aqueles no nucleo t€ém um mais neutro (7,4 < pl < 8,1) (Andrade et al. 1998, Nandi et al.
2006). Também foi demonstrado que o pl pode variar muito, dependendo da inser¢ao e delecdes entre
ortologos, e da ecologia do organismo (Kiraga et al. 2007).

O ponto isoelétrico das sequéncias ficou entre 4,65 (4. ramosum) e 8,96 (4. altaicum),
indicando que provavelmente esta lectina exibe uma grande variagdo de pH 6timo para atuagdo entre
as espécies analisadas. A média de hidropaticidade indica solubilidade, com valores positivos para
proteinas hidrofobicas e negativos para proteinas hidrofilicas. As sequéncias variaram em tamanho a
partir de 138 (4. ursinum) a 159 (A. pskemense) aminoacidos. A média de hidropaticidade variou de
-0.295 (4. tuberosum) a -0.028 (4. altaicum), o que indica que esta proteina ¢ de carater hidrofilico
para todas as espécies. O peso molecular variou de 14.83kDa (4. ursinum) a 16.82kDa (4.
pskemense). O peso molecular ¢ empregado na cromatografia e eletroforese, por exemplo, para isolar
proteinas. No entanto, ndo ¢ possivel fazer generalizagdes a seu respeito em relacdo a funcdes

protéicas (Nelson et al. 2005).
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O alinhamento multiplo de sequéncias ¢ mostrado na Figura 1. A regido contornada indica
localizagdo do peptideo sinal. No alinhamento observado, foi possivel verificar regides de alta
similaridade, onde a maior parte das posi¢des apresentou conservacao entre as sequéncias analisadas.

Para a caracterizacdo funcional da LME e previsdo dos efeitos funcionais de mutagdes, foram
selecionadas cinco espécies (Figura 2). Foi identificada a existéncia de dois dominios funcionais:
PD330654 e PD585253 nas sequéncias de aminoacidos da lectina manose-especifica. O dominio
funcional PD330654 foi encontrado em todas as sequéncias observadas e esta associado com fungdes
de ligagdo de manose, ligacdo de mondmero de actina e reconhecimento de pdlen, sendo um
componente integral da membrana o que indica sua relevancia para o desempenho da proteina. Nao
foram encontradas informagdes no servidor sobre as atividades do dominio PD585253. O servidor
SNAP2 mostrou que os dominios funcionais PD330654 e PD585253 sdo as regides da proteina mais
sensiveis a mutagdes. Este servidor forneceu um mapa com a presenca de tonalidades diferentes com
possivel substituicdo em cada posi¢ao dessas proteinas. A coloragdo vermelha sinaliza sinais fortes
para mutagdo, coloracdo branca apresenta indicador de baixo efeito e a coloracdo azul indica
neutralidade. A ocorréncia de uma maior quantidade de sitios sensiveis a mutagdes no dominio
PD330654, explica sua conservagdo e ocorréncia em todas as sequéncias analisadas.

Nas andlises filogenéticas, o género A/lium mostrou-se monofilético e robustamente separado
das espécies externas (Figura 3). Varios clados foram encontrados em A/lium, compreendendo
espécies de subgéneros Cepa, Allium, Polyprason, Butomissa, Rhizirideum (representantes da 3?
linhagem evolutiva do género) e Amerallium (representante da 1? linhagem evolutiva do género). Os
principais clados resultantes da analise foram semelhantes aos observados (Li et al. 2010). No
clado Amerallium foi possivel observar que as espécies A. triquetrum (Secao Briseis) € A. ursinum
(Secao Arctoprasum) apresentaram um grupo isolado na arvore filogenética (BP=23%), estando
proximos também da espécie 4. hookeri (Secdo Bromatorrhiza). Em comparagdo aos resultados
encontrados por meio de marcadores ITS pra esse género (Li et al. 2010), os autores encontram

relacdo entre espécies das Secdes Briseis (A. triquetrum), Arctoprasum (A. ursinum) e Bromatorrhiza
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(A. hookeri). As espécies do clado Amerallium utilizadas neste estudo representam dois grupos
relativamente pequenos do Mediterrineo e da Asia Oriental, pertencendo assim ao clado do Velho
Mundo. No entanto, Amerallium ¢ uns dos subgéneros principais na linha evolutiva na evolu¢ao do
Allium sendo extremamente diversificado morfologicamente e ecologicamente (Li et al. 2010).
Amerallium engloba trés grupos geograficos distintos: um compondo-se de todas as espécies de
Allium nativas da América do Norte e o restante englobando dois grupos menores da regido do
Mediterraneo e leste da Asia (Li et al. 2010).

O clado Butomissa abrangeu as espécies A. tuberosum, A. ramosum e A. oreoprasum, onde
foi possivel observar que as espécies 4. tuberosum e A. ramosum foram agrupados junto com A.
scorodoprasum e A. albidum, que pertencem aos subgéneros Allium e Rhizirideum respectivamente.
O agrupamento de espécies dos subgéneros Allium e Butomissa também foi observado em analises
prévias (Li et al. 2010), onde os autores indicam que espécies do subgénero Allium, secdo Allium (A.
heldreichii) podem apresentar relacdes filogenéticas proximas com A. tuberosum (BP=61%). O autor
sugere que sequéncias adicionais de multiplos exemplares seriam importantes para testar essa relagao.
Nossos resultados mostraram que espécies do clado Butomissa apresentaram proximidade na arvore
filogenética com representantes do clado Rhizirideum. Butomissa ocupa uma posicdo entre
representantes mais proximos do subgénero Rhizirideum (Li et al. 2010) e foi observado que a forma
de crescimento e a morfologia dos cromossomos de espécies do clado Butomissa sao semelhantes as
do clado Rhizirideum (A. angulosum, A. albidum e A. senescens) (Kruse et al. 1992, Friesen et al.
1998).

O clado Rhizirideum abrangeu as espécies A. angulosum, A. albidum e A. senescens, que
formaram agrupamento na arvore filogenética. Analises com marcadores ITS mostram que a sec¢do
Rhizirideum forma politomias e a sua relacdo ¢ para além da resolu¢do por estes marcadores,
apresentando assim problemas quanto a sua filogenia (Li et al. 2010). Pequenos estagios de tempo
entre ocorréncias de especia¢do esclareceriam prontamente as politomias visualizadas na secdo

Rhizirideum, e a ocorréncia do complexo poliploide no grupo de A. semescens poderia estar
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relacionada a origem recente dessas espécies (He et al. 1999). Nossos resultados mostraram que
espécies dos subgéneros Allium, Cepa e Polyprason formaram monofilétismo ao longo da arvore
filogenética. No entanto observacdes anteriores sugerem que esses subgéneros nao sao monofiléticos,
indicando assim reconsiderar a posi¢ao sistematica de algumas espécies (Li et al. 2010).

Reconstrugdes filogenéticas com base em proteinas tém sido largamente utilizadas para
elucidar o papel das proteinas dentro de grupos de organismos. Estudos filogenéticos podem ajudar
a esclarecer questdes sobre como as proteinas estdo relacionadas em diferentes espécies, e se elas
podem ter evoluido a partir de um ancestral comum (Kasap et al. 2010, Andrade et al. 2011, Van
Holle et al. 2017, Moraes Filho et al. 2016). Filogenias baseadas em algumas familias de lectinas
demonstram similaridade com a filogenia das angiospermas (Van Holle et al. 2017).

A Figura 4 ilustra a reconstrucgao filogenética de Amaryllidaceae com a inclusao de espécies
da subfamilia Amaryllidoideae, com representantes das tribos Amaryllideae, Hippeastreae,
Galantheae, Narcisseae, Haemantheae e Lycorideae. A filogenia obtida estd de acordo com a
classificagcdo botanica APG-1V, indicando que o uso de sequéncias da lectina em questdo ¢ adequado
para a separagdo das espécies até o nivel de tribo.

Para predigdo da estrutura terciaria da proteina pelo servidor Phyre2, foram selecionadas as
sequéncias da lectina das espécies A. sativum e A. ursinum, representantes das duas linhas evolutivas
do género Allium contempladas no banco de dados (Figura 5).

Ap0s o refinamento das estruturas 3D pelo software KiNG e pelo Servidor Yasara Force Field,
os modelos foram avaliados pelo servidor MOLPROBITY, para o reconhecimento de erros na
previsdo da estrutura terciaria. Onde modelos refinados apresentaram 93,29% e 94,12% de residuos
de aminoacidos nas regides favorecidas por analise do grafico de Ramachandran para as espécies A.
sativum e A. ursinum respectivamente. Os valores de Z-score avaliados pelo servidor ProSa foram de
-4,94 e -5,36 para A. sativum e A. ursinum respectivamente (Figura 6). Os Z-score das estruturas de
proteinas sdo amplamente utilizados porque caracterizam a energia conformacional das proteinas, e

indicam qualidade geral do modelo. Um valor de Z-score negativo ¢ esperado para um bom modelo
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(Zhang et al. 1998), porém o mais importante ¢ que o ponto preto representado no grafico esteja
dentro da regido azul.

A lectina manose-especifica tem um papel importante na defesa de plantas contra herbivoros
e patdgenos (Murdock et al. 2002), sendo téxicas para alguns afideos e insetos sugadores (Rahbe et
al. 1995). A atividade inseticida de lectinas vegetais contra uma grande variedade de espécies de
insetos pertencentes a ordem Coleoptera, Hemiptera, Diptera e Lepidoptera sio bem documentada
(Powell et al. 1995). Elas se ligam a glicoproteinas na matriz peritréfica ou outro revestimento
membranoso do intestino médio de inseto para paralisar os processos digestivos € a absor¢cdo de
nutrientes. Esta natureza aponta um potencial uso de lectinas vegetais como um inseticida natural
contra um numero de pragas nocivas. Com essa caracteristica anti-inseticida, algumas lectinas
vegetais sdo fortes postulantes para a engenharia de plantas com resisténcia a insetos (Dutta et al.
2005).

Na familia Amaryllidaceae, a lectina anti-inseto mais estudada ¢ a lectina de ligagdo a manose
da espécie Galanthus nivalis. Powell et al. (1995) observou deterréncia na alimentacdo da cigarrinha
marron de arroz (Nilaparvata lugens) por meio de dietas artificiais com a lectina de G. nivalis. Por
meio de imunomarcagdo verificou-se que a lectina foi capaz de atravessar a barreira epitelial do
intestino médio e passar para o sistema circulatorio do inseto, resultando em um efeito tdxico
sistémico. Estudos de microscopia eletronica mostraram mudancas morfologicas na regido do
intestino médio de gafanhotos alimentados, o que indicam a possibilidade do uso da lectina manose
especifica de espécies do género Allium como um potente agente de controle para projetar plantas
cultivadas para resisténcia a insetos. O entendimento das fungdes da lectina manose-especifica neste
processo ¢ de grande importancia para estudos sobre a interacao planta-hospedeiro.

Lectinas também sdo relatadas como fatores de aceleracdo de germinagao de polen reduzindo
o tempo de emergéncia do tubo polinico e também no reconhecimento pélen-pistilo (Southworth

1975, Sousa 2015). Lectinas sdo descritas atuando na polarizacdo da membrana celular e regulacdao
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de canais i6nicos particulares e podem também estar envolvidas em processos de incompatibilidade
genética (Carvalho 1990).

A funcdo das proteinas estd relacionada com a sua configuracdo tridimensional e esta
configura¢do, por sua vez, ¢ estabelecida por sua sequéncia de aminoéacidos. Apesar da complexidade
das sequéncias das proteinas, a modelagem computacional por homologia ¢ uma opg¢ao viavel para a
geracdo de modelos 3D de proteinas com estrutura ainda desconhecida, com base em proteinas
homologas com estruturas ja determinadas.

Os modelos 3D propostos neste trabalho demonstram diferengas significativas na estrutura
das lectinas de A. sativum e A. ursinum observados na Figura 4. Observa-se a presenca de beta-folhas
na regido do dominio PD585253, no modelo de 4. sativum que estdo ausentes em A. ursinum, o que
explica a auséncia deste dominio conservado nesta espécie. O dominio PD330654, no entanto,
apresenta conformagdo similar, sugerindo que este dominio apresenta a mesma fungdo nas duas
espécies.

Segundo o nosso conhecimento, este trabalho apresenta os dois primeiros modelos 3D da
lectina manose-especifica para o género Allium. A modelagem 3D e a analise comparativa desta
proteina proporcionardo informacgdes valiosas no entendimento de suas evolugdo e funcdes

moleculares nas espécies desse género.

CONCLUSOES

As arvores filogenéticas das espécies de Allium construidas por meio da seqiiéncia da proteina
lectina manose-especifica ndo apresentam consisténcia com proposta de classificacdo infragenérica
apresentada na literatura para este género. No entanto os métodos utilizados se mostraram suficientes
para a separagao até o nivel de tribos dentro da familia Amaryllidaceae.

O uso de ferramentas in silico se mostrou vidvel para constru¢do de um modelo 3D de

proteinas por meio de modelagem por homologia. Os modelos 3D gerados demonstraram estabilidade
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quanto ao nivel energético, possibilitando a andlise de suas estruturas tercidrias e fungdes

moleculares.
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Tabelal. Andlise da estrutura primaria e localizacdo subcelular das seqiiéncias de lectina manose-
especifica avaliadas.
Espécie GB-1ID SCPS N°aa PM (kDa) pl Gravy NC
. ampeloprasum AAC37361.1 30-31 180/150 19.23/16.16 9.07/8.62 -0.056/-0.136 16
. angulosum AMZ79750.1 29-30 177/148 19.17/16.18 6.27/5.43 -0.005/-0.221

. albidum AMZ79752.1 30-31 176/147 18.75/15.76 7.61/6.44 -0.003/-0.2333
. obliquum AMZ79761.1 29-30 180/151 19.45/16.45 5.42/5.07 -0.055/-0.154
. oreoprasum AMZ79751.1 29-30 177/148 19.09/16.10 5.11/4.87 -0.014/-0.210
consanguineum AMZ79762.1 29-30 180/151 19.46/16.48 6.25/5.41 -0.063/-0.147
senescens AMZ79757.1 29-30 179/150 19.43/16.45 7.61/6.44 -0.041/-0.175
ramosum AMZ79755.1 29-30 173/144 18.52/15.54 4.85/4.65 -0.092/-0.122
roylei AMZ79763.1 30-31 178/149 19.18/16.20 8.73/8.64 -0.061/-0.153
sativum AAB64237.1 30-31 181/151 19.29/16.22 8.84/6.40 -0.065/-0.090
. scorodoprasum AMZ79756.1 29-30 176/147 18.86/15.88 7.61/6.44 -0.008/-0.238
. fistulosum BAP75574.1 29-30 177/149 18.88/15.99 7.65/7.94 -0.092/-0.039

. altaicum ADN26577.1 29-30 177/149 18.94/16.12 9.05/8.96 -0.134/-0.028
x proliferum AMZ79754.1 29-30 178/149 19.10/16.12 8.72/8.62 -0.025/-0.195
pskemense AMZ79764.1 29-30 188/159 19.80/16.82 6.04/5.73 -0.070/-0.128
hookeri AMZ79753.1 29-30 177/148 19.04/16.06 4.92/4.73 -0.012/-0.241
. carolinianum  AMZ79759.1 29-30 179/150 19.33/16.29 6.24/6.44 -0.046/-0.149
. triquetrum ABA00714.1 29-28 173/145 18.36/15.51 7.56/6.41 -0.104/-0.189
. tuberosum AMZ79760.1 29-30 176/147 18.94/15.96 7.61/5.36 -0.055/-0.295
. ursinum AAC49858.1 28-29 166/138 17.67/14.83 5.01/4.79 -0.092/-0.199
. ascalonicum”  AAC37360.1 27-26 177/151 18.83/16.24 9.22/9.17 0.069/-0.108
. cepa’ AIS22686.1  3-2 146/144 15.71/15.51 5.29/53  -0.099/-0.126
SCPS: Sitio Conservado de Peptideo Sinal. NC: Numero cromossomico (n). GRAVY: Grand Average of
Hydropathicity: pl: ponto isoelétrico. “: Sequéncia parcial
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Figura 1. Alinhamento de seqiiéncias de lectina manose-especifica avaliadas. As sequéncias foram
alinhadas por ClustalW, onde os residuos idénticos e similares sdo exibidos na mesma cor.
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Figura 2. Previsdo dos efeitos funcionais das mutagdes em aminoacidos pelo servidor SNAP2 e
Dominios funcionais da lectina manose-especifica observados pelo servidor ProDom.
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figura retangular de coloracdo vermelha indica o dominio funcional PD330654 e a figura retangular
de coloracao azul indica o dominio funcional PD585253.
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Figura 4. Arvore filogenética das espécies da familia Amaryllidaceac geradas com base nas
seqiiéncias de lectinamanose-especifica pelo método maxima parcimdénia (MP). As tribos das
subfamilias Allioideaec ¢ Amaryllioidae estdo indicadas a esquerda das barras representativas das
subfamilias. As espécies inclusas foram: Crinum asiaticum var. sinicum (GenBank: AAO59507.1),
Zephyranthes minuta (GenBank: AAN73327.1), Zephyranthes candida (GenBank: AAM27447.1),
Hippeastrum vittatum (GenBank: AAP57409.1), Galanthus nivalis (GenBank: AAA33346.1),

Narcissus tazetta (GenBank: ACRI15122.1), Narcissus tazetta var.

chinensis (GenBank:

ADNO05761.1), Clivia miniata (GenBank: AAA19913.1) e Lycoris radiata (GenBank: AAP20877.1).
Figuras obtidas em https://pfaf.org/. "A espécie Zephyrantes minuta esta identificada no GenBank

com a sinonimia Amaryllis minuta.
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Figura 5. Estrutura tridimensional predita pelo servidor Phyre2 para lectina manose-especifica da
espécie A. sativum (A1) e A.ursinum. (A2). Hidrofobicidade representada como gradiente de cor,
sendo o0 azul o mais hidrofilico e vermelho alaranjado para os mais hidrofébicos da espécie A. sativum
e (B2) A.ursinum (B1). Superficie eletrostatica representada como um gradiente de cor, a partir
domais carregado negativamente (vermelho) para o mais positivamente carregado (azul) da espécie
A. sativum (A3) e A. ursinum(B3).
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Figura 6. Grafico de Ramachandran gerado pelo servidor MolProbity, a partir do modelo
tridimensional construido pelo servidor Phyre2 para A. sativum (Al). E A. ursinum (B1). Valor do Z-
score (ponto preto) pelo ProSA-web para 4. sativum (A2) e A. ursinum (B2). Uso do ProSA-web para
lectina manose-especifica mostrando o grafico de energia deescores de residuos da estrutura de
proteina nativa para 4. sativum (A3) e A. ursinum (B3).
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Genomica Comparativa de Plastomas de Espécies da Familia Amaryllidaceae

Horace José Jimenez!?, Allan Deyws Francisco da Silva'?, Luiza. Suely Semen Martins'3,
Reginaldo de Carvalho'-, Romulo Maciel Moraes Filho!-2.,

RESUMO

O género Allium abrange mais de 800 espécies, sinalizando-se entre os maiores entre as
monocotiledoneas. O género contém muitas espécies economicamente importantes, incluindo alho,
alho-pord, cebola, cebolinha e cebolinha chinesa. Devido 4 alta conservacdo dos genomas dos
cloroplastos em comparagdo com os genomas nucleares e mitocondriais sequéncias de genomas de
cloroplastos em Amaryllidaceaes tem sido constantemente utilizadas para identificacdo de espécies e
varios programas e estratégias in silico tem sido utilizados no sentido de identificar, caracterizar e
comparar regidoes do genoma plastidial. Plastomas de 15 espécies da familia Amaryllidaceae
revelaram similaridade tanto em sequencias quanto na organizacao de suas regides génicas. Quatro
microssatélites génicos (rpoC2, cemA, ycf2 e ycf2.1) foram revelados, sendo classificados como
perfeitos e imperfeitos. Nao foi observado polimorfismo de tamanho em nenhum dos quatro
microssatélites génicos analisados e todos os observados foram do tipo substituicdo. As arvores
filogenéticas adquirida através do alinhamento dos plastomas completos, e do gene plastidial matK,
revelaram semelhanca com a proposta de classifica¢do para a familia. Para o género Allium, Houve
a formacgao de trés clados com perfeita correspondéncia dos agrupamentos as trés linhas evolutivas

do género.

Palavras-chave: Filogenia; Allium, Amaryllidaceae, Plastoma, Microssatélite.
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ABSTRACT

The genus Allium covers more than 800 species, signaling among the largest among monocotyledons.
The genus contains many economically important species, including garlic, leeks, onions, chives and
chives. Due to the high conservation of chloroplast genomes compared to nuclear genomes and
mitochondrial genome, sequence of chloroplasts in Amaryllidaceae have been consistently used for
species identification and various in silico programs and strategies have been used to identify,
characterize and compare regions of the plastid Genome. Plastome of 15 species of the
Amaryllidaceae family revealed similarity in both sequences and in the organization of their gene
regions. Four genic microsatellites (rpoC2, cemA, ycf2 and ycf2.1) were revealed, being classified as
perfect and imperfect. No size polymorphism was observed in any of the four gene microsatellites
analyzed and all of them were of the substitution type. Phylogenetic trees acquired through alignment
of complete plastomas and the plastidial matK gene revealed similarity to the proposed classification
for the family. For the genus Allium, there was the formation of three clades with perfect
correspondence of the clusters to the three evolutionary lines of the genus.

Key words: Phylogeny; Allium, Amaryllidaceae, Plastome, Microsatellite.

INTRODUCAO

A familia Amaryllidaceae compreende cerca de 80 géneros com aproximadamente 1600
espécies amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (Souza e Lorenzi 2012, Stevens
2014). Dentro da familia, Allium (subfamilia Allioideae) ¢ um dos maiores géneros compreendendo
mais de 750 espécies (Seregin et al. 2015, Li et al. 2010), que sdo distribuidas quase exclusivamente
no Hemisfério Norte. E amplamente distribuida na natureza, tendo se adaptado a diversos habitats em
todas as regides (Li et al. 2010). Seu principal centro de diversidade est4 localizado entre o sudoeste
e a Asia Central e a regido do Mediterraneo, que também deve ser o principal centro de diversificacio

do Allium, além de um segundo existente na América do Norte (Choi e Oh 2011). A maioria das
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espécies produz quantidades notaveis de sulfoxidos de cisteina, causando o cheiro e sabor especificos
de cebola ¢ alho (Friesen et al. 20006).

O género Allium esta atualmente dividido em 15 subgéneros e 72 se¢des (Friesen et al. 2006).
A classifica¢do do género tem se mostrado muito dificil, onde muitas ambigiiidades permanecem na
filogenia de Allium (Fritsch e Friesen 2002, Gurushidze et al. 2008). Além disso, existe grande
diversidade morfoldgica no nivel intraespecifico em espécies como Allium cepa, A. sativum ¢ A.
porrum. Essas variacdes devem ser medidas no nivel molecular para sua caracterizagdo adequada,
que em ultima instancia serd benéfico para futuros programas de melhoramento (Caixeta et al. 2003).
Virias regides do genoma plastidial (zrnL - trnF, matK, rbcL e rpl16) tém sido freqiientemente
utilizadas para analise filogenética das espécies. Um primeiro estudo para a estruturagdo do género
Allium por marcadores moleculares foi executado por Linnevon Berg et al. (1996), onde foi possivel
confirmar a classificagdo subgenérica baseada na associacdo de métodos morfologicos e outros, mas
verificou-se que os subgéneros Amerallium e Bromatorrhiza ndo foram distinguidos. Atualmente
estudos moleculares tem se concentrado na classificagdo e na filogenia de todo o género Allium
(Fritsch e Friesen 2002; Friesen et al. 2006) ou subgéneros exclusivos como Amerallium (Li et al.
2010), Melanocrommyum (Fritsch et al. 2010) e Rhizirideum (Li et al. 2010). Outros autores tem
focado nas origens e evolucdo das principais espécies de Allium (Friesen et al. 1999, Li et al. 2010,
Li et al. 2016), a filogenia da se¢ao Cepa (Mill.) Prock (Gurushidze et al. 2007) e a configuracao
filogenética das espécies ocidentais norte-americanas (Nguyen et al. 2008).

Os pesquisadores tém buscado usar sequéncias completas do genoma do cloroplasto para
obtencdo de informacgdes sobre plantas, incluindo o exame de relagdes filogenéticas. A analise
filogenética, no entanto, necessita de amostragem consideravel de taxons (Jansen et al. 2005), e o uso
de genomas inteiros para inferir a filogenia foi limitado pela caréncia de genomas completos
seqiienciados (Soltiss et al. 2004, Jansen et al. 2005). Mas com o surgimento de técnicas de clonagem
e seqlienciamento relativamente rapidas e mais baratas (Jansen et al. 2005, Barrett et al. 2016),

observa-se uma recente onda de genomas plastidiais seqlienciadas. Este rapido crescimento na
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disponibilidade de sequéncias completas de genoma do cloroplasto forneceu uma riqueza de novos
dados para andlises filogenéticas entre as espécies (Jansen et al. 2005).

Os cloroplastos sdo organelas essenciais em células vegetais e exercem uma fung¢ao crucial na
manutengdo da vida (Xiong et al. 2009). Os genomas de cloroplastos sdo principalmente herdados do
genitor materno (Rogalski et al. 2015). O plastoma possui uma estrutura molecular circular de cadeia
dupla; um comprimento de 120-220kb; e 120 a 140 genes codificadores de proteinas (Rogalski et al.
2015). A estrutura quadripartite do genoma do cloroplasto contém uma regido de copia unica grande
(LSC), uma regido de copia tnica pequena (SSC) e duas copias de uma regido de repeti¢do invertida
(IRA e IRB). Devido 4 alta conservagdo dos genomas dos cloroplastos em comparagdo com 0s
genomas nucleares e mitocondriais, sequéncias de genomas de cloroplastos tem sido constantemente
utilizados para estudos filogenéticos e identificacdo de espécies (Raubeson e Jansen 2005, Song et al.
2015). Varios programas e estratégias in silico tem sido utilizados no sentido de identificar,
caracterizar e comparar regidoes do genoma plastidial para andlises filogenéticas das espécies
estudadas (Morton e Telmer 2014, Erguiluz et al. 2017). Juntas estas informa¢des podem auxiliar os
programas de melhoramento genético da cultura, seja através de métodos convencionais ou da
bioengenharia.

O genoma dos eucariontes e procariontes possuem sequéncias simples repetidas (Sequence
Simple Repeats) que permitem ser utilizadas como marcadores de DNA, sendo uma ferramenta util
para andlise da distancia genética entre individuos, para a identificacdo de cultivares (Caixeta et al.
2013). Esses marcadores sdo sequéncias de um a seis nucleotideos repetidos em tandem (Caixeta et
al. 2013). Essas sequéncias repetitivas sdo flanqueadas por sequéncias unicas, geralmente
conservadas entre individuos da mesma espécie, podendo ser vistas em genomas nucleares,
mitocondriais e cloroplastidiais, em exons e introns, caracterizando-se por serem altamente
polimorficas com relagdo ao seu tamanho, fazendo com que sejam marcadores ideais para estudos
em nivel populacional (Zane et al. 2002, Ellegren 2004). As vantagens dos microssatélites sdo a sua

alta qualidade, elevado grau de polimorfismo, exprimem heranga mendeliana simples e serem
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fundamentados na reagdo de PCR (Jiménez e Collada 2000). Os microssatélites permitem analisar
materiais como fosseis e plantas herborizadas, pois sdo baseados em sequéncia de DNA, o que confere
uma vantagem adicional (Caixeta et al. 2013). A desvantagem do uso dos microssatélites sdo as etapas
do seu desenvolvimento, ja que exige o isolamento, clonagem, seqiienciamento e caracteriza¢ao
destes loci na espécie a ser estudada, além do alto custo do processo (Caixeta et al. 2013). Contudo o
seqiienciamento de DNA de diferentes espécies e o uso da bioinformatica vem possibilitando a
constru¢do de primers de microssatelites por um processo menos trabalhoso e de menor custo
(Caixeta et al. 2013).

Diante do exposto, sequéncias de DNA plastidial de 15 espécies pertencentes a familia
Amaryllidaceae disponiveis em bancos de dados publicos foram analisadas com base em ferramentas
in silico com os seguintes objetivos: 1) realizar uma andlise comparativa entre os genomas plastidiais
de espécies da familia, com base no levantamento de sequéncias completas de genoma plastidial no
banco de dados do Gen Bank; 2) observar a ocorréncia de SSRs em genomas plastidiais; 3) realizar
uma reconstrucao filogenética, com base em sequéncias de genoma plastidial para compreender as
relagdes entre as espécies do grupo; 4) realizar analise filogenética com base em um gene plastidial

(matK) para espécies da familia Amaryllidaceae e compreender suas relagdes a nivel de subfamilia.

MATERIAL E METODOS

Recuperacio e caracterizacio de sequéncias de genomas de cloroplasto de espécies da familia
Amaryllidaceae

As sequéncias de genoma de cloroplasto das espécies foram recuperadas do banco de dados da
NCBI (National Center for Biotechnology Information), em formato FASTA, contendo 15 espécies

da familia Amaryllidaceae.
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Anotacido do genoma e identificacio de regioes microssatélites

Para localizagdo das regides de microssatélites foram empregadas as seqiiéncias de genoma
completo de cloroplasto das quinze espécies de Amaryllidaceae obtidas pelo GenBank. Os
microssatélites foram identificados e localizados através servidor Gramene Ssrtool (Temnykh et al.
2001), que identifica repeticdes de di-, tri-, tetra e pentanucleotideos. No estudo foram consideradas
apenas: dimeros com no minimo cinco repetigdes e tri, tetra e pentanucleotideos com no minimo
quatro repetigdes. As repetigdes em regides génicas e intergénicas foram identificadas com base nas
informagdes de anotagdo de sequéncias disponiveis no servidor DOGMA (Dual Organellar Genome
Annotation) (Wyman et al. 2004). As sequéncias dos genes, onde foram localizados os microssatélites
foram analisadas através do servidor ORFfinder (Open Reading Frame Finder), para verificar as
regides codificantes (ORFs) e a presenga de microssatélites nessas regides. O alinhamento dos genes
abrangendo os microssatélites foi feito através do software MEGA7 versdo 7.0 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al. 2016) usando o algoritmo de alinhamento multiplo

CLUSTAL W (Thompson et al. 1994).

Alinhamento e reconstrucio filogenética

Os plastomas foram alinhados usando o algoritmo mLAGAN fundamentado no servidor
mVISTA (Brudno et al. 2003). Os parametros padrdes foram aplicados, e a estrutura de anotacao do
genoma do cloroplasto de 4. cepa foi utilizada como referéncia. A porcentagem de identidade entre
cada plastoma, todas relativas a 4. cepa foram posteriormente visualizadas através de um grafico
VISTA (Frazer et al. 2004). A filogenia baseada em plastoma foi reconstruida para as quinze espécies
de Amaryllidaceae, usando o alinhamento de plastoma total gerado por mLAGAN. Plastoma da
espécie Yucca filamentosa (Asparagaceae) também foi incluido como grupo externo. Por meio do
software MEGA 7.0 foi calculado o nimero de sitios varidveis, de acordo com a espécie 4. cepa

utilizada como referéncia.
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O alinhamento foi importado para software MEGA7, versdao 7.0 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Kumar et al. 2016), para a andlise filogenética pelo método de Maxima
verossimilhanga. O modelo de substitui¢ao foi o do tipo GTR+G obtido pelo JmodelTEST (Posada
2008). O suporte estatistico foi obtido por meio de bootstrap, usando 1000 replicatas. Os bootstrap
de 90-100 foram considerados fortemente suportados, 80-89 moderadamente suportados e 50-79
fracamente suportados. Para a filogenia da familia Amaryllidaceae, com base na sequéncia do gene
plastidial marK, além das quinze sequéncias obtidas dos genomas completos, foram utilizadas mais
setenta e trés sequéncias, todas pertencentes as familias Amaryllidaceae e trés como grupo externo
da familia Xanthorrohoeaceae (Asphodelus aestivus, Hemerocallis fulva e Hemerocallis dumortieri).

As sequéncias foram alinhadas com o uso do algoritimo ClustalW e uma arvore filogenética foi
gerada utilizando o software BEAST, usando o método Bayesiano. Na analise, utilizou-se 2 buscas
independentes de Markov chains Monte Carlo (MCMC) executando 10.000.000 geracdes com
amostras retidas a cada 1.000 geragdes, com os primeiros 10% das geracdes descartadas como burn-
in. As andlises foram checadas usando o programa Tracer 1.5 (Rambaut e Drummond 2009). A arvore
filogenética final foi sumarizada na forma de uma “Maximum clade credibility tree” usando o
TreeAnnotator v.1.6.2 (Drummond e Rambault 2007). A arvore foi editada usando o FigTree v1.4.2.

O modelo de substitui¢ao foi o do tipo GTR+G obtido pelo JmodelTEST (Posada 2008).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 1 apresenta 15 espécies pertencentes a familia Amaryllidaceae com suas informagdes
recuperadas do banco de dados da NCBI. Com relagdo ao conteudo GC, as espécies apresentaram
uma variagdo entre 36,7% (A4. schoenoprasum e A. sativum) e 37,5% (A. coddii) e o espago génico
variou de 84.760 (4. paradoxum) a 94.766 (A. sativum). O nimero de genes que codificam proteinas
variou entre 78 (A. paradoxum) a 89 (Allium cepa).

O numero de pares de base (pb) variou de 145.819 (4. paradoxum) a 159.125 (A. ursinum) e

foi semelhante aos encontrados em monocotiledoneas proximas filogeneticamente a Amaryllidaceae



JIMENEZ, H. J. Analise Molecular in silico e Palinologica de espécies de Amaryllidaceae ... 76

como espécies do género Polygonatum (153.821 - 155.580 pb) (Floden e Schilling 2018) e Asparagus
officinalis (156.699 pb) (Sheng et al. 2017), ambos da familia Asparagaceae e Iris gatesii (153.441)
(Wilson 2014) da familia Iridaceae. Os genomas plastidiais revelaram valores de conteudo GC%
(Tabela 1) muito proximas a outros representantes de monocotiledoneas, como no trabalho de Sheng
etal. (2017) com Asparagus officinalis (GC=37.76%) e Wilson (2014) com Iris gatesii (GC=39.7%).
O ntimero de genes que codificam proteinas foi proximo ao encontrado por Floden e Schilling (2018)
em Polygonateae, onde foi observado 128 genes com 75 genes codificadores de proteinas, 4 genes
rRna e 31 genes tRNA e por Sheng et al. (2017) com A.officinalis, onde o autor observou um total
de 136 genes previstos no genoma incluindo 78 genes codificadores de proteinas, 30 genes tRNA e 4
genes rRNA.

Plastomas das 15 espécies foram analisados quanto a presenca de regides de microssatélites.
Observou-se 383 regides de SSRs das quais 69 se localizaram em regides génicas. A analise revelou
os dinucleotideos como o tipo de repeticao mais frequente tanto na regido génica como na intergénica
com valores absolutos de 60 e 147 e freqiiéncias variando entre 25% a 44,4% e 55,6% a 77%
respectivamente (Tabela 2).

A repeticdo de trinucleotideos exibiu 1 microssatelite em regides génicas e 2 em regides
intergénicas. Os tetranucleotideos apresentaram 7 microssatelites em regides génicas e 132 em
regides intergénicas. Os pentanucleotideos mostrou 1 microssatelite em regides génicas e 33 em
regides intergénicas. A maioria das sequéncias repetidas e SSRs ficaram presentes nas regides nao
codificadoras do genoma, e estas regides mostram-se mais variaveis que as regides codificantes e
exercem uma fungdo relevante nos estudos filogenéticos em angiospermas (Dong et al. 2012). Esses
resultados diferem de alguns trabalhos com outras monocotiledoneas como em A. officinalis (Sheng
et al. 2017) e Maianthemum bicolor (Park et al. 2016), onde foi concluido que os locos SSR sao
compostos principalmente por baixos numeros de repeticdes com predominio de mononucleotideos.

Com base nas sequéncias de microssatélites das espécies foi possivel verificar a existéncia de

quatro microssatélites génicos (rpoC2, cemA, ycf2 e ycf2.1) (Tabela 3; Figura 2). Os microssatélites
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quanto ao tipo foram classificados como perfeitos (sequéncias com motivos ininterruptos), e
imperfeitos, sequéncias com motivos interrompidos. Nao foi observado polimorfismo de tamanho em
nenhum dos quatro microssatélites génicos analisados. O microssatélite encontrado no gene ycf2
apresentou a forma perfeita para todas as espécies estudadas. Todos os polimorfimos observados
foram do tipo substituicdo. Os microssatélites encontrados nos genes rpoC2, cemA e ycf2.1
apresentaram a forma perfeita para a maioria das espécies, onde € possivel observar que a espécie 4.
prattii se apresenta de forma imperfeita para os genes rpoC2 e ycf2.1. No gene rpoC2, a forma
imperfeita de 4. prattii ocorreu devido a uma mutagdo de transversao de uma Adenina (A) por uma
citosina (C) e timina (T) por guanina (G) e mutagdo de transicdo de uma timina (T) para uma citosina
(C) e adenina por uma guanina (G). No gene cemA a forma imperfeita de A. coddii ocorreu devido a
uma mutacao de transi¢do de uma timina (T) para uma citosina (C). O gene ycf2.1apresentou forma
imperfeita para 4. prattii e A. fistulosum devido a uma mutagao de transversao de uma timina (T) por
adenina (A) e citosina (C) por guanina (G) e uma mutagdo de transi¢ao de citosina (C) por timina (T).

Conforme o grafico VISTA (Figura 1), um elevado nivel de conservacdo foi constatado pela
comparagdo do genoma plastidial das espécies. O niimero de sitios variaveis, em relagdo a A. cepa
variou de 451 a 8690. Como visualizado na figura 2, as regides em azul sdo as areas codificantes e as
regides rosa mostram as areas ndo codificantes preservados de acordo com o registro da espécie A.
cepa, obtida através do servidor DOGMA. A espécie Y. filamentosa foi empregada como grupo
externo e apresentou divergéncia em comparagdo com as outras espécies apresentadas. A semelhanga
da organizagdo dos plastomas das 15 espécies da familia Amaryllidaceae ¢ visivel pelo grafico
mVISTA. E possivel observar também a ocorréncia de uma inversdo no pastoma da espécie A.
paradoxum na regido entre os genes ndhF e ndhL.

Foi observado no alinhamento dos genes com os microssatélites, regidoes com elevada
similaridade (Figura 2). A variacdo do tipo substitui¢cdo foi a que prevaleceu dentre os microssatélites,
bem como polimorfismos de sequéncias. Esses resultados foram também verificados em espécies de

gramineas (Wuet al. 2017) com a ocorréncia da variagdo do tipo substituicdo entre as espécies.
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Numerosas variagdes microestruturais (como pequenas inser¢des e¢ delecdes e variagdo de SSR)
foram encontradas e constituem um recurso valioso em andlises filogenéticas e populacionais
(Diekmann et al. 2012).

Os microssatélites sao largamente utilizados como marcadores genéticos, disponibilizando
informagdes importantes sobre genética de populacdes de plantas, estudos ecologicos e evolutivos e
investigagdes filogenéticas por causa da sua natureza ndo recombinante, haploide e herdada
unitariamente (Xue et al. 2012). Wheeler et al. (2014) em uma revisdo da utilidade e adverténcia da
utilizacdo de microssatélites de cloroplastos para estudos de biologia vegetal alerta que os marcadores
tém sido utilizados para estudos de estrutura genética populacional em espécies nativas e na
caracterizacdo da diversidade e origens de espécies cultivadas, onde conclui que locos polimorficos
serdo mais facilmente obtidos por meio de primers desenvolvidos de espécies intimamente
relacionados, acreditando assim que primers universais publicados serdo substituidos por primers
especificos para espécies. A grande quantidade de sequéncias de genoma do cloroplasto deve
simplificar o projeto de primers para muitos taxons.

Genomas completos de cloroplasto de Amaryllidaceae acessivel oferecem uma oportunidade
para comparar a varia¢ao de sequéncia dentro da familia no nivel do genoma (NCBI 2018). O genoma
de A. cepa exibiu grande similaridade em relagdo as outras espécies da familia Amaryllidaceae,
indicando que os genomas do cloroplasto da familia sdo bastante conservados, embora algumas
regides divergentes sejam encontradas entre esses genomas. Os pontos de divergéncia aconteceram
em sua maioria em regides ndo codificantes. Estes resultados foram muito semelhantes aos
encontrados por Nie et al. (2012), onde foi confirmado que a localizagdo dos pontos de divergéncias
ocorre em sua maioria em regides intergénicas. Tem sido demonstrado que as regides nao
codificadoras de cloroplasto funcionam bem para estudos filogenéticos em angiospermas (Wu et al.
2010) e que essas regides estejam associadas a sequéncias repetitivas (Yang et al. 2013). E possivel
que sequéncias repetidas também se correlacionem com o rearranjo genomico em genomas de

Amaryllidaceae.
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A filogenia de espécies da familia Amaryllidaceae por meio do genoma completo mostrou
uma arvore monofilética e bem suportada com prevaléncia de um suporte robusto de bootstrap de
100% (Figura 3). Para o género Allium, Houve a formacdo de trés clados com perfeita
correspondéncia dos agrupamentos as trés linhas evolutivas do género descritas por (Li et al. 2010)
onde o primeiro clado abrangeu o subgénero Amerallium (4. ursinum e A. paradoxum) (Primeira
linha evolutiva). O segundo clado (BS=100%) englobou os subgéneros Anguinum (4. pratti e A.
victorialis) e Melanocrommyum (4. macleani) (Segunda linha evolutiva). O terceiro clado foi o maior
(BS=100%) e abrangeu os subgéneros Cepa (4. cepa, A. fistulosum e A. schoenoprasum), Polyprason
(A. obliguum e A. platyspathum), Rhizidireum (4. nutans) e Allium (4. sativum) (Terceira linha
evolutiva). A espécie A. coddi formou um clado separado junto a espécie do grupo externo Y.
filamentosa demonstrando ter maior similaridade com esta, em relagdo ao género Allium (Figura 3).

A filogenia da familia Amaryllidaceae por meio da sequéncia do gene plastidial marK, revelou
uma arvore filogenética com a separacdo das trés subfamilias Agapanthoideae, Allioideae e
Amaryllidoideae. A subfamilia Agapanthoideae com 3 espécies representadas com apenas 1 género
Agapanthus apresentou um alto suporte (PP=100%). A subfamilia Allioideae englobou 22 espécies
distribuidas entre as tribos Gilliesiace, Alliecae (PP=100%). A tribo Gilliesiae representada pelos
géneros Leucocoryne, Nothoscordum e Tristagma com 7 espécies (PP=100%) e a tribo Allieae com
apenas 1 género Allium (PP=100%). A subfamilia Amaryllidoideae com 56 espécies distribuidas
entre 13 tribos (PP=100). A tribo Amaryllideae com os géneros Nerine, Cybistetes, Crinum,
Boophone e Amaryllis (PP=100%). A tribo Haemantheae com os géneros Haemanthus, Scadoxus,
Gethyllis, Apodolirion e Clivia (PP=100%). A tribo Calostemmateae com apenas 1 género
Calostemma (PP=100%). A tribo Hippeastreae com os géneros Hippeastrum, Habranthus e
Zephyranthes (PP=100%). A tribo Eustephieae com os géneros Chlidanthus e Eustephia (PP=100%).
A tribo Narcisseae com o género Narcissus (PP=60%). A tribo Galantheae com os géneros Acis,

Galanthus ¢ Hannonia (PP=100%).
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A filogenia fundamentada com base no genoma do cloroplasto para as espécies do género
Allium mostrou monofiletismo com relagdes bem resolvidas entre suas espécies e completamente
separadas do grupo externo (BS=100%). Indicios prévios de trés principais linhas evolutivas na
evolucdo do Allium relatadas em Friesen et al. (2006) e Li et al. (2010) tem sido amplamente
corroborada em nosso trabalho, com a formacdo de trés clados em Allium com a presenca de
monofiletismo e relagdes bem suportadas (Figura 3). Espécies do subgénero Amerallium (A. ursinum
e A. paradoxum) fazem parte da primeira linha evolucionaria do género. Amerallium ¢ o maior
subgénero na primeira linha evolutiva e ¢ extremamente diversificado morfologicamente e
ecologicamente. O subgénero abrange trés grupos geograficos tinicos: um consistindo de espécies de
Allium da América do Norte (Novo Mundo) e o restante compreendendo dois grupos menores da
regido do Mediterraneo e leste da Asia (Velho mundo) (Li et al. 2010).

As espécies representantes dos subgéneros Anguinum (A. pratti e A. victorialis) e
Melanocrommyum (A. macleani) fazem parte da segunda linha evolucionaria do género. Anguinum
tem uma area de ocorréncia em altas montanhas do sudoeste da Europa ao leste da Asia e no nordeste
da América do Norte (Fritsch e Friesen 2002). O subgénero possui caracteres anatdmicos radiculares
especificos (Frisch 1992), organizagdo de folhas e bulbos (Pastor e Valdes 1985) e reduzido periodo
vegetativo com adequacdo ao regime de luz (Pistrick 1992). Melanocrommyum tem distribui¢ao
préoxima ao Mediterrdneo e Médio Oriente, alcancando o noroeste da China e Paquistdo a leste, € o
sul da Sibéria no Norte, sendo a Asia Central o importante centro de evolugdo (Khassanov e Frisch
1994; Mes et al. 1999). O subgénero caracteriza-se por apresentar bainhas foliares bem avangadas e
exclusiva a partes subterraneas, com o tempo de desenvolvimento muito reduzido e por possuir varias
propriedades anatomicas (Frisch 1992).

As espécies representantes dos subgéneros Cepa (A. cepa, A. fistulosum e A. schoenoprasum),
Polyprason (A. obliqguum e A. platyspathum), Rhizidireum (A. nutans) e Allium (A. sativum), fazem
parte da terceira linha evolutiva do género. Representantes de Rhizidireum apresentam diversidade

no sul da Sibéria e Mongdlia (Frisch 1992). Espécies dos subgéneros Allium, Cepa e Polyprasum
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abrangem o maior clado na terceira linha evolutiva, onde alguns estudos indica que esses subgéneros
ndo s3o monofiléticos, com a posi¢do sistematica de algumas espécies tendo que ser revista (Li et al.
2010).

A filogenia com base no marcador marK para as espécies da familia Amaryllidaceae revelou
relacdes bem resolvidas entre suas espécies e completamente separado do grupo externo (BP=100%).
Houve a separagao das trés subfamilias Agapanthoideae, Allioideaec e Amaryllidoideae. Por meio do
gene matK para a filogenia da subfamilia Amaryllidoideae, foi possivel resolver a tribo
Calostemmateae ¢ Haemantheae como irmas (PP=100%), no entanto ndo foi possivel resolver a
relacdo das tribos Calostemmateae e Haemantheae com a tribo Cyrtantheae. Meerow et al. (2006) e
Ronsted et al. (2012) trabalhando com filogenia em Amarylidaceae encontraram resultados muito
parecidos com marcadores ITS e ndhF. Os autores resolveram a tribo Calostemmateae e Haemantheae
como irmas e tribo Cyrtantheae como irmas destas. No entanto em termos de morfologia pode haver
algum questionamento para essa relacdo. A capsula indeiscente de Calostemmateae tem mais
proximidade com o fruto indeiscente de Haemantheae do que com a capsula deiscente de Cyrtanthus
(Ronsted et al. 2012).

A tribo Amaryllideae (PP=100%) foi resolvida como irma do restante das Amaryllidoideae
(PP=100%), concordando com os resultados apresentados por Ronsted et al. (2012), onde o autor
obteve um alto suporte Bayesiano (PP=100%) e Boostrap (BS=100%) para resolver a tribo africana
Amaryllideae como irma das Amaryllidoideae. O clado abrangendo a tribo Hippeastreae com os
géneros Hippeastrum, Habranthus e Zephyranthes, Eustephieae com os géneros Chlidanthus e
Eustephia, Hymenocallideae com os géneros Hymenocallis, Lycoridae com o género Lycoris,
Clinantheae com o género Clinanthus e Stenomesseae com o género Stenomesson apresentou um
suporte muito baixo (PP=49%). Esses resultados diferiram dos apresentados por (Ronstedet al. 2012),
onde o autor resolveu o clado com as tribos Hippeastreae, Eustephieae, Hymenocallideae, Lycoridae,
Clinantheae e Stenomesseae como um clado americano, com um alto suporte Bayesiano (PP=99%) e

fraco Boostrap (BS=66%).
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CONCLUSOES

As arvores filogenéticas das espécies da familia Amaryllidaceae mostraram semelhanca com
a proposta de classifica¢do para a familia. Esta recomendacao ¢ fundamentada tanto pela filogenia
baseada no alinhamento completo de plastomas, quanto pela filogenia baseada no gene matK.

Os genomas de cloroplasto de espécies da familia Amaryllidaceae sao muito conservados,

pois o genoma de 4. cepa revelou similaridade em comparagao as outras espécies da familia.
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Tabela 1. Espécies da familia Amarilidaceae, com suas respectivas caracteristicas obtidas através do
banco de dados do NCBI.

Espécie Ref.seq PB GC% Protein rRNA tRNA Genes Egzlr)l?f;)
Agapanthus coddii NC 035971 157055 37,5 87 8 38 133 94443
Allium obliquum NC 037199 152387 36,8 89 8 38 135 94575
Allium sativum NC 031829 153131 36,7 89 8 38 135 94766
Allium prattii NC 037432 154482 37 85 8 38 131 94446
Allium victorialis NC 037240 154074 37 86 8 38 132 94407
Allium cepa KMO088013 153529 36,8 89 8 38 135 94536
Allium macleanii LT699703 152633 36,9 84 8 37 129 94212
Alliumfistulosum LT674586 152862 36,9 83 8 39 130 94755
Alliumschoenoprasum  LT699700 152806 36,7 81 8 39 128 94536
Alliumnutans LT799837 153456 36,9 83 8 39 130 94518
Allium cepa (N) NC024813 153538 36,8 83 8 39 130 94542
Allium cepa (S) KF728079 153355 36,8 83 8 39 130 94611
Alliumursinum MH157875 159125 37,3 85 8 37 130 93410
Alliumparadoxum LT622239 145819 37,2 78 8 38 124 84760
Allium platyspatum LT673892 152458 36,8 81 8 39 128 94524

Tabela 2. Numero absoluto de microssatélites. Os nimeros entre parénteses representam a frequéncia
(%) dos SSRs dos cloroplastos génicos e intergénicos com base no tamanho do motivo para cada
espécie.

Espécie Di Tri Tetra Penta
Gen Int Gen Int Gen Int Gen Int
A. coddii 3(30) 7(70) 0 0 1(25)  3(75) 0 1(100)
A. obliguum 4(25) 12(75) 0 0 0 8(100) 0 1(100)
A. sativum 4(23) 14(77) 0 0 18,3) 1191,7) O 2(100)
A. prattii 4(25) 12(75) 0 0 0 11(100) O 0
A. victorialis 4(25) 12(75) 0 0 0 12(100) 0 0
A. cepa 426,6) 11(734) O 0 0 10(100) O 3(100)
A. macleanii 4(26,6) 11(734) O 0 2(22,2) 7(77,8) 0 2(100)
A. fistulosum 4(33,3) 8(66,7) 0 0 0 9(100) 0 4(100)
A. schoenoprasum  4(30,76) 9(69,24) 0 0 0 10(100) O 2(100)
A. nutans 4(36,3)  7(63,7) 0 0 0 10(100) O 2(100)
A. cepa (N) 4(26,6) 11(734) O 0 0 10(100) O 3(100)
A. cepa (S) 4(28,57) 10(71,43) 0 0 0 11(100) O 4(100)
A. ursinum 4(44,4) 5(55,6) 0 0 1(16,6) 5(83,4) O 5(100)
A. paradoxum 4(36,3)  7(63,7) 0 0 0 9(100) 0 0
A. platyspatum 5(31,25) 11(68,7) 1(33,3) 2(66,6) 2(25)  6(75) 1(20) 4(80)
TOTAL 60 147 1 2 7 132 1 33

Gen (génico); Int (intergénico)
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Tabela 3. Lista de genes de plastidios que foram encontradas incomuns entre as quinze espécies de
Amaryllidaceae incluidas no estudo comparativo. Os dados fora dos parénteses representam o motivo
para cada repeticdo e a repeti¢do do numero de bases nitrogenadas.

Nome do gene

Espécies rpoC2 cemA ycf2 ycf2.1
A. coddii ATs (P) I GAs(P) TCs (P)
A. obliguum ATs(P) TCs (P) GAs (P) TCs (P)
A. sativum ATs(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. prattii I TCs (P) GAs (P) 1

A. victorialis ATs(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. cepa ATs (P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. macleanii ATs(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. fistulosum ATs(P) TCs (P) GAs(P) 1

A. schoenoprasum ATs(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. nutans ATs(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. cepa (N) ATs (P) TCs(P) GAs(P) TCs (P)
A. cepa (S) ATs (P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. ursinum ATs(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)
A. paradoxum ATs(P) TCs (P) GA;s(P) TCs (P)
A. platyspatum AT;s(P) TCs (P) GAs(P) TCs (P)

P (perfeito); I (imperfeito)
moC2-AT (5) cemA-TC(5) yef2-GA(5) ycf2.1 - TC (5)
I 7é0 ! 7;0 ;0 I éO l 3570 ! 3£80 3%10 ! 3%20

Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium
Allium

prattii
fistulosum
obliquum
sativum
victorialis
cepa N ferti
cepa S Ester
cepa
macleanii
schonoprasum
nutans
ursinum
paradoxum

platyspatum

Agapanthus coddii

ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATIGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGGE
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG
ACGATATATATATGGGG

TGGATCTCTCTCTCATTT

FTGGATCTCTCTCTCATTT,
FTGGATCTCTCTCTCATTT,
FTGGATCTCTCTCTCATTT,
FTGGATCTCTCTCTCATTT|

TGGATCTCTCTCTCATTT

PTGGATCTCTCTCTCATTT,|

IGGATCTICTICICICATTT
TGGATCTCTCTCTCATTT,|

FPTGGATCTCTCTCTCATTT,|

TGGATCTCTCTCTCATTT

FPTGGATCTCTCTCTCATTT,
FTGGATCTCTCTCTCATTT,

TGGATCTCTCTCTCATTT

pPTGGGTCTCCCTCTCATTT,)

ITTGGGAGAGAGAGACTAT

TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTGGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGRGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTIGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGREGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTIGGAGAGAGAGACTIAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT
TTTGGAGAGAGAGACTAT

AGTATCTCAGTTTCRATT
AGTATCTTAGTTTCAATT
ATAGTCTCTCTCTCCARA
ATAGTCTCTCTCTCCARA,
ATAGTCTCTCTCTCCARAA.
ATAGICTCICTICTICCCAZ
ATAGTCTCTCTCTCCAAA,
ATAGTCTCTCTCTCCARRA,

ATAGTCTCTCTCTCCRAR,
ATAGTCTCTCTICICCAAA
ATAGTCTCTCTCTCCAAA
ATAGTCTCTCTCTCCAAA
ATAGTCTCTCTCTCCARA

Figura 1. Alinhamento multiplo de sequéncias dos genes contendo microssatélites, em estudos da
familia Amaryllidaceae.
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Allium cepa
153,538 bp

. cepa Male sterile
. fistulosum

. macleani
A.nutans

. obliquum

. paradoxum

. platyspathum
. pratti

. sativum

. schoenoprasum
. ursinum

. victorialis

Agapanthus coddi

Yucca filamentosa

90

SV

451
485
3146
1346
1341
5097
1260
2914
2107
795
3924
2778
8690
8984

Figura 2. Alinhamento de sequéncias completas de plastomas de 14 espécies da familia
Amaryllidaceae. Regides em azul identificam regides codificantes segundo anotacdo para A. cepa,
obtida pelo servidor DOGMA. A representagao linear do Plastoma de 4. cepa foi obtida pelo servidor
OGDRAW (Lohseet al. 2013). Regides em rosa representam regides nao-codificantes conservadas.
A espécie Y. filamentosa foi utilizada como grupo externo. SV=Sitios varidveis.



JIMENEZ, H. J. Analise Molecular in silico e Palinologica de espécies de Amaryllidaceae ... 91

Subgénero/Secéo
100 A. cepa macho fertil
8 A. cepa macho estril | cepa/cepa
1 A. fistulosum
% A. schoenoprasum  _|Cepa/Schoenoprasum
100 A. platyspathum “JPolyprason Falcatifolia
100 A. obliqguum “JPolyprason/Oreiprason
— A nutans “Rhizirideum/Rhizirideum
10 70 A sativum "] Allium /Allium
A macleani “]Melanocrommyum/Compactoprason
100 A pratt :|Anguinum/Anguinum
100 —— A victorialis
—— A. paradoxum 7] Ameralium/Briseis
100 A. ursinum 7] Ameralium/Arctoprasum
agapanthus coddi
100 yucca filamentosa

Figura 3. Filogenia do género Allium baseada em genomas plastidiais completos. Plastomas de A.
Obliqguum (NC_037199.1), 4. sativum (NC 031829.1), A. prattii (NC _037432.1), A. victorialis
(NC _037240.1), A. cepa (KMO088013.1), 4. macleanii (LT699703.1), A. Fistulosum (LT674586.1),
A. schoenoprasum (LT699700.1), A. nutans (LT799837.1), A. cepa macho fértil (NC_024813.1), A.
cepa macho estéril (KF728079.1), A. ursinum (MH157875.1), A. paradoxum (LT622239.1) e A.
platyspathum (LT673892.1). Foi incluida como grupo externo a espécie Yucca filamentosa
(NC _032712.1). A arvore filogenética foi gerada pelo software MEGA7, usando o método de maxima
verossimilhanga (ML), e o suporte de bootstrap foi calculado usando 1000 replicatas. Valores de
suporte de bootstrap (%) sao mostrados na interse¢cdo de cada ramo.
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Figura 4. Filogenia da familia Amaryllidaceae baseada em sequéncias do gene plastidial marK. A
arvore filogenética foi gerada pelo software Beast, usando o método Bayesiano. Valores de suporte
PP (%) sdo mostrados na interse¢dao de cada ramo.
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Estudo Palinoldgico em Espécies de Amaryllidaceae

Horace José Jimenez!?, Antonio de Padua de Oliveira Paula®, Genialdo Ramos dos Santos?, Silmar
Luiz da Silva®, Reginaldo de Carvalho'-?

RESUMO

As andlises palinoldgicas sdo particularmente utilizadas como ferramenta de caracterizagdo com
objetivo de fornecer subsidios para inferéncias taxondmicas. Amaryllidaceae ¢ uma familia com
grande importancia econdmica, especialmente para producdo de hibridos comerciais, tanto para
floricultura quanto agricultura. Neste sentido, a palinologia tem grande potencial de contribuir para
selecdo de gendtipos candidatos a hibridacdo. O objetivo do trabalho foi caracterizar a morfologia,
morfometria e estrutura do polen de espécies de Amaryllidaceae. Vinte e cinco graos de polén de
treze espécies foram analisados por meio da microscopia Optica e as descrigdes palinoldgicas para a
maioria das espécies seguiram esta ordem: tamanho, forma, ambito e aberturas. Os resultados obtidos
revelaram a forma dos graos de pdlen como do tipo oblato e peroblato, monosulcados, comprimento
equatorial maior dos graos de polen variando de 22,5 pum (Griffinia gardeneriana) a 145 pm
(Hymenocalis x Macrostephana Hook) e comprimento equatorial menor dos graos de poélen de 16,25
um (Griffinia gardeneriana) a 93,75 (Hymenocalis x Macrostephana Hook). Os resultados indicam
que a morfometria e a forma do pdlen de espécies de Amaryllidaceae ndo sdo uma barreira para a

ocorréncia de hibridos.

Palavras Chave: Palinologia, Grao de Pdlen, Amaryllidaceae, Hibridos.

'Programa de Pos-Graduagdo em Melhoramento Genético de Plantas, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil; ?Departamento de Agronomia, Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil; *Programa de PoOs-Graduagdo em Boténica,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil. Autor para correspondéncia
e-mail: romulommfilho@yahoo.com.br.
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ABSTRACT

Palynological analyzes are particularly used as a characterization tool aiming to provide subsidies for
taxonomic inferences. Amaryllidaceae is a Family of great economic importance especially for the
production of comercial hybrids, both for floriculture and agriculture. In the sense, palynology has
great potential to contribute to selection of genotypes candidates for hybridization. The objetive of
this work was to characterize the morphology, morphometry and pollen structure of Amaryllidaceae
species. Twenty-five pollen grains from thirteen species were analyzed by optical microscopy and
the palynological descriptions for most species followed this order: size, shape, scope and apertures.
The results indicated the shape of pollen grains as oblate and peroblate type, monusulcates, equatorial
lengh greater of the pollen graisn varying of 22,5 um (Griffinia gardeneriana) to 145 pm
(Hymenocalis x Macrostephana) and smaller equatorial length of the pollen grains of 16,25 pum
(Griffinia gardeneriana) to 93,75 um (Hymenocalis x Macrostephana). The results indicate that the
morphometry and pollen form of Amaryllidaceae species are not a barrier to the Occurrence of
hybrids.

Key words: Palynology, Pollen Grain, Amaryllidaceae, Hybrids.

INTRODUCAO

Amaryllidaceae Jaume St.-Hil sdo ervas bulbosas sendo compostas por cerca de 1600 espécies
pertencentes a 20 tribos e 80 géneros, de ampla distribuicdo, ocorrendo nas regides tropicais e
subtropicais (Stevens 2014). Na regido Neotropical, a familia estd representada por cerca de 30
géneros, ocorrendo no México, América Central e América do Sul. No Brasil encontramos os géneros
nativos Zephyranthes Herb., Cearanthes Ravenna, Crinum L., Eithea Ravenna, Eucharis Planch.,
Griffinia Ker-Gawler, Habranthus Herb., Hippeastrum Herb., Hymenocallis Salisb., Nothoscordum
Kunth, Rhodophiala C., Tocantinia Ravenna, Tristagma Poepp. € Worsleya Traub, totalizando mais

de 100 espécies além de representantes da subfamilia Allioideae (Dutih e Oliveira 2015).
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O conhecimento sobre a familia no Brasil ¢ escasso, com pequena quantidade de estudos
taxondmicos realizados (Oliveira et al. 2008). Existem discussdes entre os pesquisadores sobre a
delimitacdo dos géneros na familia. As classificagdes para a Amaryllidaceae ainda ndo estdo
completamente determinadas, sendo constantemente reorganizadas, de modo que ainda ndo ha um
modelo seguro, limites precisos bem definidos e difundidos no meio cientifico (Meerow e Snijman
1998). Isto se reflete também dentro dos géneros nativos brasileiros, para os quais o niimero total de
espécies e suas delimitagcdes taxondmicas ainda precisam de esclarecimento. A maioria dos trabalhos
estd baseado em material herborizado, o que se tem mostrado insuficiente para o reconhecimento dos
taxons e a sua caracterizacdo morfoldgica (Dutilh 1989).

A variabilidade morfologica encontrada nos varios tipos de polen de angiospermas € resultado
dos eventos evolutivos e ecologicos de interagdo entre plantas e seus polinizadores (Melhem et al.
2003), e ¢ empregada como um instrumento util em vérias areas do conhecimento, como cladistica,
ecologia e fitogeografia (Melhem et al. 2003). Variagdes no tamanho do polen, forma, polaridade,
simetria, estrutura de abertura, ornamentagdo da superficie e outras caracteristicas podem ser
aplicados em programas de melhoramento genético visando uma melhor compreensdo dos hibridos
artificiais e hibridos espontaneos encontrados na natureza gerados por meio do cruzamento (Pilarek
et al. 2013). Os trabalhos tém sido fundamentados na andlise de caracteristicas Unicas, quantitativas
ou qualitativas, selecionadas de grdos de pdlen (tamanho de polen) de hibridos interespecificos
individuais (Pilarek et al. 2013). No entanto, os tamanhos dos pdlens de hibridos artificiais e
interespecificos sdo consideravelmente maiores que os de seus pais e que isso estd relacionado a
ploidia (Franssen et al. 2001, Rhee et al. 2005). Outros pesquisadores garantem que os hibridos
(geralmente poliploides) possuem tamanho de polen parecido ou menor do que os de seus
progenitores (Dommez 2008, Karldottir et al. 2008).

Estudos palinoldgicos contendo espécies de Amaryllidaceae sdo escassos e, comumente,
fazem parte de catalogos e/ou levantamentos polinicos. No trabalho desenvolvido por Bahadur et al.

(2017), o autor ilustrou a morfologia polinica de varios géneros distribuidos entre diversas espécies
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de Amaryllidaceaes, onde foi destacado a palinologia para a identificacdo de espécies. Da mesma
forma, Rana et al. (2017), Golloshi et al. (2017) e Candido et al. (2013) analisaram a estrutura dos
graos de polen de espécies dessa familia. Os géneros mais observados quanto a palinologia sdao
Crinum L. (Erdtman 1966, Sharma 1967, Huang 1972), Hymenocallis Salisb. (Huang 1972, Alves-
Araujo 2007, Bahadur et al. 2017), Zephyranthes Herb (Sharma 1967, Alves-Araujo 2007, Bahadur
et al. 2017) e Hippeastrum (Alves-Araujo 2007, Candido et al. 2013, Bahadur et al. 2017).

Na regido sul-americana, poucos sao os trabalhos com relagdo a palinologia entre as espécies
de Amaryllidaceae. Candido et al. (2013) analisaram os graos de pdlen de cinco espécies de
Hippeastrum quanto a estrutura no estado do Rio de Janeiro, onde confirmou a identidade de todas
as espécies. Martin et al. (2012) investigaram morfologia do polen e a estrutura da exina de sete
espécies de Hymenocallis na Venezuela, onde foi possivel observar a estreita relagao entre as espécies
quanto a estrutura polinica. Meerow et al. (2015) descreveu por meio da morfologia polinica e
caracteres morfologicos duas novas espécies dos géneros Stenomesson € Eucharis Planch. endémicas
do Equador, conseguindo diferencid-las das espécies representantes do género.

As analises palinoldgicas sdo de extrema importancia e os dados obtidos com as mesmas
podem ser utilizados em trabalhos de melhoramento genético possibilitando a obtencdo de graos de
polen com altas viabilidades e com as estruturas especificas que melhorem os resultados dos mesmos,
assim como podem ser utilizados para diferenciar espécies dentro de um género e diagnosticar
diferengas dentro de familias botanicas (Menck et al. 1990). Tendo em vista o exposto, este artigo
tem como objetivo caracterizar a morfologia, morfometria e estrutura do pdlen de representantes de

espécies de Amaryllidaceae usando as técnicas de microscopia Optica.

MATERIAL E METODOS
O material polinico de 13 espécies da familia Amaryllidaceae foi proveniente de material
vegetal reprodutivo retiradas do Herbario Vasconcelos Sobrinho (PEUFR) da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (tabela 1). Para andlise foi priorizada: (1) a extracdo de botdes florais fechados,
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para evitar contaminacdo por graos de polen de outras espécies;(2) graos de polen desenvolvidos,
buscando a obten¢do de graos de pdélen maduros. Os graos de polen obtidos das anteras coletadas
foram armazenados em 4cido acético glacial PA por 24 horas e, posteriormente, submetidos a técnica
padrdo de acetolise segundo Erdtman (1960). O tempo em que os graos de polen foram submetidos
ao banho-maria variou conforme a resisténcia da exina as rea¢des quimicas.

Para andlise em microscopia optica (M.O.), as laminas foram montadas em gelatina
glicerinada, a partir das quais foram mensurados o didmetro equatorial, maior e menor e mediana de
25 graos de podlen, aleatoriamente (sempre que possivel). Para definicdo da forma utilizou-se para o
calculo do didametro equatorial menor dividido pelo didmetro equatorial maior. A andlise da estatistica
descritiva foi realizada por meio do software BioEstat versao 5.3.

Os registros fotograficos foram feitos em um microscopio Zeiss (modelo Axioskop 2), por
meio de sistema fotografico digital acoplado a0 mesmo (Olympus C-5060, 5.1 megapixel). As
descrigdes palinologicas para a maioria das espécies seguiram esta ordem: tamanho, forma, ambito,
aberturas. Para tanto, foram seguidas as nomenclaturas palinoldgicas de Barth & Melhem (1988) e

Punt et al. (2007).

RESULTADOS E DISCURSSAO

Amaryllis L.

A espécie Amaryllis sp. apresentou graos de pdlen grandes, monosulcados, oblato, com
medidas do diametro equatorial menor e maior 38,25 e 57,5 um respectivamente. A area do grao de
polen de Amaryllis sp foi de 1893,4 um2 (Tabela 1 e Figura 1C).

Amaryllis ¢ usada extensivamente em paisagismo e para flores de corte em regides tropicais €
subtropicais, e mais de 300 cultivares sdo atualmente reconhecidas (Jamil et al. 2016). Paises Baixos,
Africa do Sul, Japdo, Brasil e Estados Unidos tém sido os principais exportadores de variedades de

Amaryllis. Centenas de cultivares, ou hibridos foram criados amplamente para varios tipos de
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producdo de plantas em todo o mundo (Vazquez et al. 2015). Espécies diploides tem sido cruzada
com cultivares tetrapldides comerciais mais antigas, com o objetivo de gerar progénies tripldides ou

tetraploides que exibem caracteristicas gigantescas de plantas polipldides (Meerow 2014).

Griffinia Ker Gawler

A espécie G. gardeneriana apresentou graos de pdlen pequenos, sendo monosulcados, e
medidas do didmetro equatorial menor e maior 16,25 e 22,5 um respectivamente (Tabela 1). Em
relag@o a forma do polen, a espécie foi do tipo oblato. Alves-Araujo et al. (2007) trabalhando com as
espécies Griffinia gardneriana (Herb.) Rav no estado de Pernambuco apresentou resultados pouco
semelhantes. O autor obteve graos de pdlen grandes, peroblato a oblatos sendo ambos elipsoidais,
medindo 39,3 e 85,5 um quanto ao didmetro equatorial menor e maior. A varia¢do no tamanho do
grao de poélen foi observada em hibridos, estando relacionado ao nivel de ploidia 2n = 3x = 30
(Meerow et al. 2002). Em G. espiritensis um tripldide ¢ o resultado da hibridizagdo entre um diploide
(n=10) e um tetraploide natural (n=20) (Meerow et al. 2002). Essa variacdo quanto ao tamanho do
pélen que representantes da familia apresenta nao significa uma barreira para o cruzamento natural
entre os representantes do género para formacdo de hibridos. Para programas de melhoramento,
Clones triploides de G. espiritensis tém sido desenvolvidos para ornamentagdo. Sele¢des estdo sendo
propagadas para estudos em estufa e cdmara de crescimento sobre os efeitos da temperatura e do

fotoperiodo na floracdo (Meerow et al. 2002).

Habranthus Herb.

Habranthus itaobinus Ravenna

A espécie H. itaobinus apresentou graos de pdlen grande e monosulcados. Os didmetros
equatoriais menor e maior foram 45 e 65 pm respectivamente (Figura 1F). Habranthus sp. apresentou
graos de pdlen médio, com medidas do didmetro equatorial menor e maior de 27,5 ¢ 35 um

respectivamente (Figura 1J). A area dos graos de polen foram 2.494,3 € 904 um? em H. itaobinus e
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Habranthus sp. respectivamente (Tabela 1). Quanto a forma do poélen, as espécies foram do tipo
oblato. Alves-Araujo et al. (2007) trabalhando com as espécies H. itaobinus no estado de Pernambuco
apresentou graos de polen grandes, peroblatos a oblatos, onde para a espécie H. itaobinus obteve
medidas para o didmetro equatorial menor e maior de 30,33 e 63,6 um respectivamente.

Um fator que potencializa o uso do H. ifaobinus para a ornamentagdo e o melhoramento ¢ a
ocorréncia da hibridizacdo interespecifica. H. itaobinus apresenta ampla variacdo morfologica, e essa
variagdo parece ndo estar relacionada a fatores ambientais, e sim a plasticidade genética dos
individuos (Oliveira 2006). Essa variagdo quanto ao tamanho do pélen que a espécie apresenta nao
impede o uso do Habranthus itaobinus Ravenna para ornamentacdo e o melhoramento para a

obtencao de plantas com caracteristicas desejadas.

Habranthus sylvaticus Baker

A espécie H. sylvaticus apresentou graos de polen grandes, monosulcados, onde os didmetros
equatoriais menor ¢ maior foram 67,5 e 72,5um respectivamente e area média do polen 4201,9 pm?
(Tabela 1).

Em relacdo a forma do podlen, a espécie foi do tipo oblato, pois o eixo polar foi mais curto do
que o didmetro equatorial. Zavada (1983) considerou que os graos de polen em Habranthus sp. sao
geralmente grandes, elipticos em forma de barco, exina reticulada, e a parede semitetada-columelada.
Alves-Araujo et al. (2007), no entanto, encontrou graos de pdlen grandes, peroblatos a oblatos, onde
para a espécie H. sylvaticus Herb. obteve medidas para o didmetro equatorial menores do que

reportado neste trabalho.

Hippeastrum Herb.

Hippeastrum puniceum (Lam.) Kuntze
A espécie H. puniceum apresentou graos de pdlen pequenos, monosulcados e didmetros

equatorial menor e maior 22,5 e 42,5 um (Figura 11) (Tabelal). A forma do polen € do tipo peroblato,
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pois a relagdo entre o eixo polar e o didmetro equatorial ¢ inferior a 0,50. A 4rea do grdo de pdlen de
H. puniceum é de 782,5 pm? (Tabela 1).

Alves-Araujo et al. (2007) descreveu H. puniceum apresentando grios de pdlen grandes,
peroblatos, amb elipsoidal, onde para a espécie H. puniceum obteve medidas para o diametro
equatorial menor e maior de 45 e 94 pm respectivamente. O mesmo se verifica no trabalho de Candido
et al. (2013), que trabalhando com H. puniceum relatou graos de pdlen grande a muito grande
medindo 37,5 e 78,75 um para o didmetro equatorial menor e maior.

Em relacdo a variacdo de graos de polén, Bahadur et al. (2017) trabalhando com a espécie
Hippeastrum reginae no Paquistdo obteve graos de polen grandes, com medidas para o diametro
equatorial menor e maior de 50 e 60um. Segundo Traub (1963) a variacao em relagdo as formas e
tamanhos diferentes dos graos de polen em espécies do género Hippeastrum pode ser explicada pela
vasta ocorréncia de poliploidia nas espécies. Embora se tenha observado variagdes no tamanho dos
graos de polen, esta ndo tem efeito limitante na produgdo de hibridos em Hippeastrum que ¢ um
género com grande potencial ornamental (Hardman 1997).

Hardman (1997) fala que a maioria das espécies do género apresenta auto-incompatibilidade,
sendo comum existéncia de hibridos por meio do cruzamento entre espécies do mesmo género. De
acordo com Duthil (1987), a maioria das espécies do género ¢ dipldéide com 2n=22. Meerow (1992)
discute que todos os hibridos que existem atualmente sdo tetraploides, devido a sele¢do de progenia
tetrapldide, associada com maior tamanho da flor. Segundo Meerow (2000) os programas de
melhoramento genético em Hippeastrum tém focado na introgressao de caracteres morfoldgicos, de
resisténcia e rusticidade a partir de cruzamentos entre cultivares ja conhecidos, o que tem levado a
uma grande complexidade de parentescos e diluicdo das caracteristicas das espécies componentes

originais.
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Hippeastrum Stylosum Herb.

A espécie H. stylosum apresentou graos de polen grandes, monosulcados, onde os didmetros
equatoriais menor e maior foi 43,75 e 82,5 um respectivamente. Quanto a forma do poélen, foi do tipo
peroblato e a area do polen de H. stylosum foi de 3.430 um? (Figura 1H).

Alves-Araujo et al. (2007) trabalhando com a espécie H. stylosum no estado de Pernambuco
apresentou resultados muito semelhantes. O autor obteve graos de polen grandes, peroblatos, amb
elipsoidal, onde para a espécie H. stylosum obteve medidas para o diametro equatorial menor e maior
de 41,3 e 89,3 um. O autor fala que foi observada grandes variagdes quanto a morfologia floral e
foliar em diferentes populacdes de H. stylosum o que se supde que a ocorréncia de panmixia entre 0s
individuos independe da variagdo do tamanho do grao de pdlen. Segundo Dutilh (1996), ndo ocorre
barreira efetiva para o cruzamento entre as espécies, havendo introgressao e hibridizacao aparente o
que favorece para o incremento da variabilidade morfoldgica das espécies.

Hymenocallis Salisbury

Hymenocalis x Macrostephana Baker apresentou graos de pdlen grandes, monosulcados,
apresentando medidas do diametro equatorial menor e maior 93,75 e 145 um respectivamente.
Quanto a forma do poélen, é do tipo peroblato (Tabela 1). Alves-Araujo et al. (2007) descreveram
graos de polen grandes, peroblatos a oblatos, medindo 100 e 169,6 um quanto ao didmetro equatorial
menor e maior para a H. littoralis Salisb. Resultados pouco semelhantes também foi encontrado no
trabalho de Bahadur et al. (2017), onde o autor obteve graos de polen grandes (a gigante), com
medidas para o didmetro equatorial menor e maior de 62,5 ¢ 90 um para a espécie Hymenocallis
littoralis Salisb. A area do grdo de polen de Hymenocalis x Macrostephana Baker foi de 8592,9 um?
(Tabela 1).

Martin et al. (2012) trabalhando com sete espécies de Hymenocallis na Venezuela obteve
graos de pdlen grandes, com medidas variando de 125 a 155 pm em relagdo ao didmetro equatorial
maior para as espécies, obtendo assim resultados muito semelhantes. O autor considerou o pdlen

como monossulcato e heteropolar, com simetria bilateral. A ocorréncia de poliploidia nas espécies
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poderia explicar a diferenca de tamanho do grao de pdlen das espécies de Hymenocalis em relagdo
aos outros géneros da familia Amaryllidaceae, onde seu maior volume poderia estar relacionado a
sua suposta origem tetrapldide andina (Meerow et al. 2000). Raymundez (1997) cita que as espécies
variam de 2n=24 a 2n=112, estabelecendo assim o género como uma das mais amplas faixas de

numeros cromossdmicos dentro da familia (Meerow 1984).

Narcissus L.

As espécies N. bulbocodium L., N. cyclamineus DC. e N. triandus L. apresentaram graos de
poélen médio, monosulcados, onde os didmetros equatoriais menor e maior da espécie N. bulbocodium
Lin foi de 26,25 e 47,5 um (Tabela 1 e Figura 1B). O diametro equatorial menor e maior da espécie
N. cyclamineus DC mediram 36,25 e 55 pm respectivamente (Tabela 1 e Figura 1D). Os didmetros
equatoriais menor e maior da espécie N. triandus L foram de 20 e 40 pm respectivamente (Figura
1A). As medidas das areas das espécies N. bulbocodium L., N. cyclamineus DC. e N. triandus L foram
de 937,1 um?, 1679,2 um? e 738,2 um? respectivamente (Tabela 1).

Para o género Narcissus, a variagdo no tamanho do pdlen parece nao dificultar o cruzamento
de espécies do género para formacao de hibrido. Segundo Ribeiro e Freitas (2007), varias espécies de
Narcissus hibridizam na natureza, onde tem se observado que as progénies hibridas geralmente
revelam-se estéreis. Marques et al. (2007) discute que as flores de Narcissus sdo polinizadas mediante
uma gama de polinizadores e os hibridos sdo freqiientemente relatados. Embora os hibridos M.
cavanillesii x N. serotinus (x=7) € N. cavanillesii x N. miniatus (x=5) pertencerem a diferentes
subgéneros, Soler (1998) fala que cruzamentos interespecificos entre essas duas espécies parentais

ocorrem e varias populacdes selvagens sdo conhecidas de locais distintos na Peninsula Ibérica.

Nothoscordum Ravenna
A espécie N. pernambucanum Ravenna apresentou graos de polen médios, monosulcados,
peroblatos e diametro equatorial menor e maior 23,75 e 42,5 um respectivamente (Tabela e Figura

1G). A area do grao de polen de N. Pernambucanum foi de 1.488,8 um?.
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Nothoscordum apresenta um grande ntimero de hibridos, dentre eles N. gracile. A espécie
pode ser encontrada como citotipo diploide, apesar de que para o melhoramento genético o tetraploide
apomitico possui o potencial de otimizar a producdo agricola, visto que essa caracteristica permite a
maximizacdo da produgdo através da fixacdo do vigor hibrido, evitando perdas devido a problemas

de polinizacao (Dall’agnol 2005).

Zephyranthes Herb.

A espécie Zephyranthes sp. apresentou graos de polen grandes, monosulcados, oblato, pois o
eixo polar foi mais curto do que o didmetro equatorial, apresentando medidas do didmetro equatorial
menor e maior 36,25 e 57,5 um respectivamente. A area do grdo de polen de Zephyranthes sp foi de
1.306,8 um? (Tabela 1 e Figura 1E).

Segundo Dutilh et al. (2005), o género Zephyranthes apresenta potencial ornamental, pois
além da sua beleza natural, apresenta grande nimero de sementes férteis e formas de propagacao
sexuada e assexuada. De acordo com Flory e Smith (1980), a poliploidia em muitas espécies otimiza
a utilizagdo de Zephyranthes como ornamental e para o melhoramento. Davina (2001) trabalhando
com populacdes naturais de Zephyranthes e Flory e Smith (1980) com hibridos cultivados
encontraram poliploidia e variagdo cromossomica no género. Para o género Zephyranthes, a variagao
no tamanho do polén parece ndo dificultar o cruzamento de espécies do género para formacgao de

hibridos.

CONCLUSAO
Os resultados obtidos indicam que a morfometria ¢ a forma do polen de espécies de

Amaryllidaceae ndo sdo uma barreira para a ocorréncia de hibridos.
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Tabelal. Caracteristicas palinomorfologicas de espécies de Amaryllydaceae.
Comprimento equatorial Comprimento equatorial

Forma , . N , ~ . Area dos
Espécie d5s grios Numero do maior dos graos de polen menor dos graos de pdlen s ds
de polen sulco i) (um) pélen (um?)
P Maior Mediana Menor Maior Mediana Menor
Amarylis sp Oblato  Monosulcado 65,0 57,5 55,0 42,5 38,25 35,0 1893.,4
gﬁ’%am Oblato  Monosulcado 22,5 22,5 200 20,0 16,25 12,5 -
;ﬁ’fg;”;f“s Oblato  Monosulcado 70,0 65,0 475 415 45,0 425 24943

Habranthus sp Oblato Monosulcado 35,0 32,5 30,0 32,5 27,5 22,5 904

Webredtivs Oblato  Monosulcado 75,0 72,5 70,0 72,5 67,5 62,5 4201,9
sylvaticus

Hippeastrum — p_ 11010 Monosulcado 45,0 42,5 40,0 25,0 22,5 20,0 782,5
punlceum

Bl Peroblato Monosulcado 90,0 82,5 750 50,0 43,75 37,5 3430
stylosum Herb

Hymenocalis Peroblato Monosulcado 167,5 1450  112,5 1125 93,75 75,0 8592,9
Litorallis

BErehtss oo Momesilenis S5 475 25 325 26,25 20,0 937,1
bulbocodium Lin

Narcissus Peroblato Monosulcado 57,5 55,0 52,5 40,0 36,2 32,5 1679,2
cyclamineus DC

Narcissus Peroblato Monosulcado 40,0 4375 350 225 20,5 17,5 738,2
triandus Linnn

Nothoscordum 11t Monosulcado 42,5 412 400 275 237 200 14888
pernambucanum

Zephyranthes sp Oblato  Monosulcado 65,0 57,5 52,5 40,0 36,2 32,5 1306,8
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Figura 1 (A-J). Graos de poélen de Amaryllidaceae. A. Narcissus triandus L. B. Narcissus bulbocodium L. C. Amarylis sp. D. Narcissus cyclamineus
DC. E. Zephyranthes sp. Herb. F. Habranthus itaobinusRavenna. G. Nothoscordum pernambucanum Ravenna. H. Hippeastrum stylosum Herb. L
Hippeastrum puniceum (Lam.) Kuntze e J. Habranthus sp Herb.
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