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Resumo

Melocactus xalbicephalus Buining & Brederoo (Cactaceae) é considerado um hibrido natural que ocorre
simpatricamente com M. glaucescens e M. ernestii. Devido a ocorréncia simpatrica e a morfologia de M.
xalbicephalus, que parece ser intermediaria entre M. glaucescens e M. ernestii, estas sdo as espécies
parentais presumidas. Mais além, estudos recentes indicam que h& baixa introgressdo em hibridos do género
Melocactus, o que permite que as populagdes hibridas acumulem mutacdes que as distanciem geneticamente
dos parentais. Estudos do genoma do cloroplastos (cpDNA, plastoma) podem ser informativos para inferir
sobre o status de populacfes hibridas, colaborando para 0 manejo de taxa que podem estar em risco de
extingdo. O presente trabalho teve como objetivo realizar a montagem de novo e analise dos plastomas de
Melocactus xalbicephalus, visando a identificacdo das espécies parentais e suas relacbes filogenéticas. O
DNA total de um individuo de M. xalbicephalus foi extraido, liofilizado e submetido ao Sequenciamento de
Nova Geracao (New Generation Sequencing — NGS) em plataforma HiSeq 4000 BG1Seg500. A montagem
de novo do cpDNA permitiu a obtencéo de dois plastomas de M. xalbicephalus, indicando a ocorréncia de
heteroplasmia de cloroplasto em suas células, denominados de cpDNA1 e cpDNA2. O cpDNAL € 96,4%
semelhante ao plastoma de Discocactus bahiensis, o Unico plastoma de Discocactus disponivel para
comparacdo. J& o cpDNA2 ¢é 99,3% semelhante ao plastoma de M. glaucescens. Comparando cpDNA1 e
cpDNA2 de M. xalbicephalus com o plastoma de M. ernestii, percebe-se diferencas maiores em todas as
regides do que as comparacdes com D. bahiensis e M. glaucescens. Outrossim, M. xalbicephalus ocorre
simpatricamente ndo somente com M. glaucescens e M. ernestii, mas também com Discocactus zehntneri
subsp. boomianus. Desta forma, a zona de hibridacdo do Parque Estadual de Morro do Chapéu, conhecida
popularmente como “Lages”, pode abrigar eventos de hibridagdo ndo somente entre M. glaucescens e M.
ernestii, mas também entre M. glaucescens e D. zehntneri subsp. boomianus. Sendo assim, podemaos inferir
que o individuo M. xalbicephalus analisado € um hibrido intergenérico, indicando fraco isolamento pré-
zigotico de M. xalbicephalus, sendo necessarios mais estudos para inferir sobre o status das suas populacdes
hibridas.

Palavras-chave: cabeca-de-frade, hibrido natural, genoma do cloroplasto.



Abstract

Melocactus xalbicephalus Buining & Brederoo (Cactaceae) is considered a natural hybrid that occurs
sympatrically with M. glaucescens and M. ernestii. Due to the sympatric occurrence and morphology of M.
xalbicephalus, which appears to be intermediate between M. glaucescens and M. ernestii, these are the
presumed parental species. Furthermore, recent studies indicate that there is low introgression in hybrids of
the genus Melocactus, which allows hybrid populations to accumulate mutations that genetically distance
them from their parents. Studies of the chloroplast genome (cpDNA, plastome) can be informative to infer
the status of hybrid populations, contributing to the management of taxa that may be at risk of extinction.
The present work aimed to perform the de novo assembly and analysis of Melocactus xalbicephalus
plastomes, aiming to identify the parental species and their phylogenetic relationships. Total DNA from an
individual of M. xalbicephalus was extracted, lyophilized and subjected to New Generation Sequencing
(NGS) on a HiSeq 4000 BGISeq500 platform. The de novo assembly of cpDNA allowed the obtaining of
two M. xalbicephalus plastomes, indicating the occurrence of chloroplast heteroplasmy in its cells, named
cpDNAL and cpDNA2. cpDNAL is 96.4% similar to the Discocactus bahiensis plastome, the only
Discocactus plastome available for comparison. cpDNA2 is 99.3% similar to the M. glaucescens plastome.
Comparing cpDNA1 and cpDNA2 of M. xalbicephalus with the plastome of M. ernestii, greater differences
can be seen in all regions than the comparisons with D. bahiensis and M. glaucescens. Furthermore, M.
xalbicephalus occurs sympatrically not only with M. glaucescens and M. ernestii, but also with Discocactus
zehntneri subsp. boomianus. In this way, the hybridization zone of the Morro do Chapéu State Park,
popularly known as “Lages”, can host hybridization events not only between M. glaucescens and M. ernestii,
but also between M. glaucescens and D. zehntneri subsp. boomianus. Therefore, we can infer that the M.
xalbicephalus individual analyzed is an intergeneric hybrid, indicating weak pre-zygotic isolation of M.

xalbicephalus, requiring further studies to infer the status of its hybrid populations.

Keywords: cabeca-de-frade, natural hybrid, chloroplast genome.
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1. Introducao

1.1 O que é um plastoma:

Os plastomas (cpDNA) sdo os genomas dos cloroplastos, o qual € uma organela presente em células
vegetais. Estes se originaram a partir do evento de endossimbiose, que teria ocorrido ha cerca de 1,5 bilhdes
de anos, onde uma célula eucariotica teria engolfado uma cianobactéria de vida livre capaz de realizar
fotossintese (MARTIN & KOWALLIK, 1999; OCHOA de ALDA et al., 2014). Sendo assim, a funcéo
principal dessa organela é realizar a fotossintese. Porém, os plastidios sdo as organelas que realizam a maior
parte das fungdes celulares, o que inclui a sintese de aminoécidos, lipidios e pigmentos vitais para a vida das
plantas (NEUHAS & EMES, 2010).

Com o passar do tempo, os plastomas foram se modificando por meio da transferéncia de muitos
genes para 0 genoma nuclear das plantas. Desta forma, eles diminuiram bastante o seu tamanho, a tal ponto
que, atualmente, seu o tamanho equivale de 5 a 10% ao tamanho do seu ancestral, que possuia de 2.000 a
3.000 genes em sua composicdo (MARTIN et al., 2002).

O modo de heranca dos plastomas é, na maioria das vezes, uniparental (BOGDANOVA &
KOSTERIN, 2006; RUF et al., 2007), sendo normalmente advindo da planta mae, pois os cloroplastos
paternos normalmente sdo degradados antes de ocorrer a fertilizagdo (BORGONOVE & SILVA-FILHO,
2010). Porém, um terco das angiospermas estudadas transmitem seus plastomas de maneira biparental
(MOGENSEN, 1996), onde 20% das angiospermas possuem plastidios em seu pélen maduro, sendo essa
uma caracteristica denominada de potencial de heranga plastidial biparental (PBPI) (CORRIVEAU e
COLEMAN, 1988; ZHANG et al., 2003; ZHANG et al, 2010). Até o0 momento, ndo foram encontrados na
bibliografia estudos dessa natureza envolvendo representantes da familia Cactaceae.

Os plastomas das Streptofitas (plantas terrestres e algas mais préximas) variam em tamanho de 120
a 160 kb. Estes plastomas sdo divididos em 4 regides, sendo essas: a Grande Regido de Copia Unica (Large
Single Copy — LSC), a Pequena Regi&o de Copia Unica (Small Single Copy — SSC), as quais s&o separadas
por duas sequéncias de Regides de Repeticdo Invertidas (Inverted Repeats — IRs) (WICKE et al., 2011;
ZHANG et al., 2018).

Cada plastoma apresenta entre 120 a 130 genes, o que significa que ha, em média, um gene a cada
1kb, configurando-se como uma densidade gendémica muito maior do que a apresentada pelos genomas
nucleares (RUHLMAN & JANSEN, 2014). Desses genes, 80 a 90 sdo genes codificadores de proteinas
(PCGs), os quais podem ser classificados em 5 categorias: (i) aqueles envolvidos nos processos da

fotossintese; (ii) aqueles que ndo estdo envolvidos nos processos da fotossintese; (iii) aqueles que estdo
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envolvidos nos processos de transcri¢do e traducéo; (iv) aqueles que codificam proteinas estruturais; e (V)
aqueles que participam de modificagdes pos-transcricionais. As angiospermas apresentam cerca de 30 genes
de tRNA, porém, no geral, o nimero pode variar de 20 até 40 (WICKE et al., 2011).

1.2 Familia Cactaceae Lindl.:

Cactaceae Lindl. (ordem Caryophylales, subordem Cactineae), € uma familia de plantas suculentas
perenes que possui mais de 1.450 espécies, sendo estas divididas em 127 géneros (BARTHLOTT & HUNT,
1993; HUNT et al., 2006). Ocorrem predominantemente em regifes quentes e secas das Ameéricas,
apresentando como Unica excecédo o cacto epifito Rhipsalis baccifera (Mill.) Stearn, o qual também ocorre
na Africa e no sudeste asiatico, tendo sido reportado em Madagascar, em ilhas do Oceano indico e no Siri
Lanka (ANDERSON, 2001; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2014).

Os cactos apresentam duas caracteristicas bem marcantes em sua morfologia, sendo estas um caule
suculento e a presenca de aréolas, estruturas semelhantes a anéis as quais se localizam em volta dos espinhos.
Seu habito pode variar de uma grande arvore a pequenos geofitos, podendo esses serem arbustos, trepadeiras
e formas epifitas (BARTHLOTT & HUNT, 1993). Outra caracteristica marcante dessa familia € a folhas
serem modificadas em espinhos, 0s quais podem variar em nimero, tamanho, forma e cor de acordo com a
idade (TAYLOR, 1991; ANDERSON, 2001; PEHAREC et al., 2010). Os espinhos servem também de
protecdo contra a herbivora, além de refletir a luz e reduzir a circulacao de ar, o auxiliando na reducdo do
processo de evapotranspiragdo (ANDERSON, 2001; MALDA et al., 1999). Na maioria das vezes, essas
plantas possuem raizes superficiais, as quais uma parte realiza a funcdo de reserva de dgua e a outra parte,
realiza a funcdo de captar a agua que escorre do proprio cladodio do cacto (ANDERSON, 2001).

A familia Cactaceae inclui diversas espécies de importancia ornamental que, por serem bonitas e
rasticas, sdo usadas para ornamentacao em areas publicas, principalmente em regibes aridas, onde a dgua é
um recurso escasso (PEREZ-MOLPHE-BALCH et al., 2015). Além disso, as folhas, cladodios e frutos de
algumas espécies de cactos sdo utilizados na gastronomia (CORADIN et al., 2011; SANTIAGO &
CORADIN, 2018 apud ALMEIDA, 2021). Mais além, sdo utilizados como ragdo animal no Nordeste do
Brasil, em casos de escassez de alimentos (NETO et al., 2015).

Dos 127 géneros desta familia, 35 ocorrem no Brasil, com 14 desses possuindo espécies endémicas.
Das 227 espécies ocorrentes no Brasil, 176 sdo endémicas, com a ocorréncia de maior diversidade nos
estados da Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (ZAPPI et al., 2011). Sendo assim, o Brasil €
considerado uma area prioritaria para a conservacdo de espécies pertencentes a essa familia (ORTEGA-
BAES & GODINEZ-ALVARES, 2006; ZAPPI et al., 2011).



1.3 Géneros Melocactus (L.) Link & Otto e Discocactus Pfeiff:

O género Melocactus (L.) Link & Otto, é composto por 50 taxa (ANDERSON, 2001). Possui uma
ampla distribuicdo nas Ameéricas, indo do sudeste ao nordeste do Brasil e a regido amazonica, seguindo para
0 oeste dos Andes e da América Central, norte do Caribe e México (TAYLOR, 2000). J& o género
Discocactus Pfeiff € composto por 14 espécies, com sua distribuicdo restrita a América do Sul (HUNT et
al., 2006; TAYLOR & ZAPPI, 2018). S&o grupos irmdos da familia Cactoideae, pertencentes ao clado BCT,
o qual abriga trés subfamilias: Browningieae, Cereeae e Trichocereeae (HERNANDEZ-HERNANDEZ et
al., 2011; SILVA et al., 2017). Ambos possuem um corpo globular e uma estrutura reprodutiva singular
denominada cefélio. O cefélio de Discocactus possui espinhos e Melocactus, na maioria das vezes, possui
cerdas (TAYLOR& ZAPPI, 2004; HUNT et al., 2006; SANTOS 2013). Melocactus e Discocactus diferem
também no horario de floragdo, sendo a floracdo de Melocactus diurna enquanto a floracéo de Discocactus
é noturna (COLACO et al., 2006; OLIVEIRA, 2009).

Melocactus ernestii Vaupel (Figura 1.A) pode ser encontrado no norte do estado de Minas Gerais,
Bahia, Sergipe, Alagoas e Pernambuco, ocorrendo em &reas de afloramento rochoso em regides de Caatinga,
sendo uma espécie unicamente saxicola (TAYLOR, 1991; HUGHES et al.,2011).

Melocactus glaucescens Buining & Brederoo (Figura 1.B), por sua vez, € uma espécie endémica do
municipio de Morro do Chapéu (Bahia), podendo ser encontrada em seis localidades ao redor desse
municipio. Essa espécie esta listada como ameacada desde 0 ano de 1992 no apéndice da Convengéo sobre
0 Comércio Internacional das Espécies Silvestres (CITES). Esta listada como ameacada de extingdo também
pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil (CFNFloral, 2023), devido ao fato dessa ser uma espécie rara
e de grande interesse de colecionadores (TAYLOR & ZAPPI, 2004).

Ambas as espécies, M. glaucescens e M. ernestii, ocorrem em simpatria no Parque Estadual de Morro
do Chapéu, o que parece permitir a ocorréncia de um taxon hibrido natural denominado Melocactus
xalbicephalus Buining & Brederoo. Melocactus xalbicephalus ja foi descrito como uma espécie distinta,
porém na atualidade seu status de hibrido natural tem sido amplamente aceito, pois apresenta caracteristicas
morfologicas intermediarias dos dois parentais putativos, sendo essas cefalio branco ou amarelo creme, com
cerdas vermelhas restritas a periferia do cefalio, epiderme glauca, corpo vegetal menor e espinhos maiores
que os de M. ernestii e maiores e mais grossos do que os de M. glaucescens (TAYLOR & ZAPPI, 2004,
LAMBERT et al., 2006).

Outra cactacea encontrada no Parque Estadual de Morro do Chapéu é Discocactus zehntneri subsp.

boomianus (Buining & Brederoo) N. P. Taylor & Zappi (Figura 1.C), uma espécie rara, com distribuicao
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restrita a solos rasos em areas de afloramentos rochosos do semi-arido baiano (OLIVEIRA, 2009). No
entanto, até o momento, ndo foi encontrado na literatura nenhuma indicacdo de ocorréncia de hibridos

naturais entre espécies do género Melocactus e Discocactus.
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2. Objetivos

2.1 ObjetivoGeral

O presente trabalho teve como objetivo realizar a montagem de novo e analise dos plastomas de
Melocactus xalbicephalus Buining & Brederoo (Cactaceae), visando a identificacdo dos parentais e suas

relacdes filogenéticas.

2.2 ObjetivosEspecificos

» Obter sequéncias do plastoma de M. xalbicephalus mediante o sequenciamento de nova geragéo;
» Realizar a montagem de novo e analisar quali e quantitativamente os plastomas de M. xalbicephalus;
» Reconstruir as hipoteses de relacGes filogenéticas baseadas nos plastomas completos a fim de identificar

0s parentais de M. xalbicephalus.

12



3. Materiais e Métodos

3.1 Material vegetal

Melocactus xalbicephalus € um dos cinco acessos do género Melocactus presentes no Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) do Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) da Universidade Federal
da Bahia (UFBA). As sementes desse acesso foram coletadas na cidade de Morro do Chapéu (Bahia) em
mar¢o de 2007, em uma populacdo localizada dentro do Parque Estadual de Morro do Chapéu, conhecida
popularmente como “Lages” (11°29'38.4" S; 41° 20'22.5" W).

Essas sementes foram armazenadas em microtubos, mantidas em temperatura ambiente e, em julho
de 2007, germinadas in vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com % da
concentracdo salina, 15 g L™ de sacarose e 6,5 g L™ de &gar, segundo Resende et al. (2021). Desde entio,
essas plantas tém sido mantidas in vitro, em subcultivos periédicos, em meio de cultura MS com % da
concentrago salina, 15 g L™ de sacarose e 6,5 g L™ de 4gar (TORRES-SILVA et al., 2021).

3.2 Extracgéo de DNA total

Amostras de caule e raiz foram coletadas de 8 individuos de M. xalbicephalus oriundos do BAG-
LCTV-UFBA paraarealizacdo da extracdo de DNA total. As amostras foram submetidas a extracdo de DNA
utilizando o método CTAB adaptado para microtubos (DOYLE & DOYLE, 1997).

Para tal, os espinhos foram removidos dos fragmentos de tecido do caule e as raizes foram lavadas
em &gua corrente para remover o excesso de meio de cultura. Em seguida, os tecidos foram depositados em
almofariz com 2 mL de tampdo CTAB para maceragdo. Apds a maceracao, o conteudo foi dividido em dois
microtubos de 2 mL, obtendo duas repeti¢Bes. Foi adicionado, em capela, 10uL de B-mercaptoetanol em
cada microtubo. O contetdo foi homogeneizado em vortex e mantido a 65° C por 30 minutos, em banho-
maria. Em seguida, os microtubos foram resfriados em gelo, sendo entdo adicionados 1.000 upL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Os microtubos foram levados para agitacéo por 30 min.

Decorrido o tempo de agitacdo, as fases foram separadas por centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 min.
Em seguida, a primeira fase foi recuperada em novo microtubo de 1,5 mL, onde foi adicionado 800 pL de
isopropanol. O material foi mantido em overnight a -20°C. Apo6s, 0 material foi submetido a centrifugacéo a
13.000 rpm por 10 min para a formacdo do pellet. O pellet foi lavado trés vezes em alcool 70%, centrifugado
a 13.000 rpm por 5 min, seco em capela de fluxo laminar e eluido em 100 pL de &gua DEPC.A qualidade
do DNA foi analisada em gel de agarose 1% e espectrofotdbmetro L-Quant (modelo SLIPQ 026).

13



3.3 Sequenciamento dos plastomas
Uma amostra de DNA de um individuo de M. xalbicephalus, que apresentou a concentragdo e
parametros de qualidade exigidos para o Sequenciamento de Nova Geracdo (Next-Generetion Sequencing-
NGS), foi submetida a liofilizacdo (FIOCRUZ Bahia). A amostra liofilizada foi enviada para a empresa BGl,
onde foi realizado o NGS em plataforma HiSeq 4000 BGISeg500 (lllumina Inc.).

3.4 Montagens de novo, anotacdes e ilustracGes dos plastomas

Trés gigabases de leituras paired ends de 150 pares de base (pb) foram geradas na plataforma HiSeq
4000 BGISeq500. A montagem de novo dos plastomas de M. xalbicephalus foi realizada usando o Get
Organelle (JIN et al., 2020) no pipeline do Repeat Explorer (http://repeatexplorer.org/). A anotagéo foi
realizada no Geneious Prime (KEARSE et al., 2012) tendo como referéncias o plastoma de M. ernestii
(OK03711.1). Ajustes manuais foram realizados nos cédons de comeco e parada utilizando o Geneious
Prime. Os pseudogenes foram identificados com base nas Regides de Codifica¢do (Coding Regions — CDS)
incompletas através do Geneious Prime. O Geneious Prime também foi utilizado para analisar a usagem dos
cddons e o contetdo GC. Por fim, 0 OGDRAW (GREINER et al., 2019), disponivel gratuitamente on-line
na plataforma do CHLOROBOX (https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/), foi utilizado para ilustracéo dos

plastomas.

3.5 Analises filogenéticas

Os dois plastomas montados foram comparados com outros plastomas de Caryophyllales. Mudancas
estruturais foram detectadas com a ferramenta MAUVE (Multiple Alignment of Conserved Genomic
Sequence with Rearrangements) (DARLING et al., 2004) e o nimero, tipo e extensao de regibes repetidas
com a ferramenta Find Repeats implementada no Geneious Prime. Para visualizar os rearranjos estruturais
que ocorreram nos plastomas de M. xalbicephalus, utilizamos a ferramenta MAUVE no Geneious Prime, a
qual exibe a ordem e a orientacdo dos segmentos e facilita analises comparativas dos genomas completos.

Para inferir sobre a posicdo filogenética dos plastomas de M. xalbicephalus dentro de
Caryophyllales, utilizamos plastomas filogeneticamente distantes (Portulaca oleracea) e de membros
representantes das subfamilias de Cactaceae, todos apresentando plastomas rearranjados: M. ernestii
(OK03711.1), M. glaucescens (OK29849.9), Discocactus bahienses (OK037110), Rhipsales baccifera
(NC053545.1), Mammillaria zephyranthoides (MN517611) e Opuntia quimilo (MN114084). Os genomas
completos foram alinhados usando o software MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).

Posteriormente, a analise de Inferéncia Bayesiana (Bl) foi realizada utilizando o modelo General Time
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Reversible + Gamma + Invariant sites (GTR + G + I) (ABADI et al., 2019) usando Mr Bayes
(https://nbisweden.github.io/MrBayes/index.html) no Geneious Prime (KEARSE et al., 2012). Foi realizada
uma corrida de 10 x 10° geracGes, amostrando a cada 1.000 geragGes. Os 25% iniciais das arvores amostradas
foram descartados como burn-in. Para a visualizacdo da topologia da arvore, foi utilizado o programa

Geneious Prime.
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4. Resultados

4.1 Extragéo de DNA total

As amostras de Melocactusxalbicephalus submetidas & extracdo de DNA total apresentaram
resultados satisfatorios de concentracdo e qualidade para o Sequenciamento de Nova Geracdo (New
Generation Sequencing — NSG). Apos a realizagdo da eletroforese o gel de agarose, foram observadas
trés bandas de DNA em cada poco, referentes aos genomas nuclear, DNA mitocondrial e DNA do
cloroplasto (Figura 2).

A analise da qualidade foi realizada utilizando a medida A260/280 (Tabela 1). Sendo assim, a
amostra de numero 1 (um) foi selecionada para ser sequenciada, pois essa possuiu a maior pureza pela
relacdo A260/280 e uma concentracdo de DNA total satisfatoria dentre as amostras de M.xalbicephalus
para o NGS.

4.2 Montagensde novo, anotacdes e ilustragdes dos plastomas

Por meio da ferramenta de montagem de novo, foram encontrados dois plastomas na amostra de M.
xalbicephalus enviada para o NGS, os quais foram nomeados como cpDNA1 (Figura 3) e cpDNAZ2 (Figura
4). Ambos os plastomas apresentam a estrutura quadripartida tipica, 0 mesmo tamanho total de 130.364 pares
de bases (pb) e 36,5% de contetido GC (Tabela 2). As regides LSC, SSC, IRa e IRb representam 39,49%,
14,66%, 22,92% e 22,92% do plastoma de cpDNAL e 39,49%, 14,62%, 22,92% e 22,95% do plastoma de
cpDNA2, respectivamente (Tabela 2).

O cpDNAL possui 138 genes, sendo desses 91 codificadores de proteina, 40 tRNA e 7 rRNA. Ja 0
cpDNAZ2 possui 142 genes, sendo desses 94 codificadores de proteina, 41 tRNA e 7 rRNA (Tabela 2). Foram
encontrados 11 pseudogenes no total (ndhB, ndhD, ndhJ, rps12, rpsl16, rps18, rpsl9, rpl18,ycfl-fragmento,
ycf3 e ycf3-fragmento), sendo o rpl18 exclusivo de cpDNAL e o ndhB,o rps12,0 rpsl6 e o rpsl18 exclusivos
do cpDNAZ2.

A comparagéo entre os plastomas cpDNAL e cpDNA2 de M. xalbicephalus com o plastoma de M.
glaucescens revelaram algumas diferencas. Em cpDNAL, observa-se a perda dos genes pbfl, clpP1, rps18,
petE, pafl, pafll e rrn23. Os genes rpl16, petB, petD, trnG, rpoC1, cemA, accD, rpsl6, ycf3-fragmento, ycf-
fragmento, ycf2 e ndhB ndo se apresentam como pseudogenes em cpDNAL e rpsl9, ndhJ e ndhD se
apresentam como psudogenes em cpDNAL, além da presenca dos genes clpP e ycf68.

Em cpDNAZ2, ha a perda dos genes pbfl, clpP1, pafl, pafll. Os genes rpl16, petB, petD, trnG, atpF,

rpoC1, accD néo se apresentam como pseudogenes em cpDNAZ2, os genes rps19 e ndhJ se apresentam como
16



pseudogenes e ha a presenca dos genes clpP e ycf68 no cpDNA2.

Ja quando comparados a M. ernestii e D. bahiensis, houve a perda dos genes rpl2, rps6, rps18 e psaC
no cpDNAL. Os genes rpsl12, trnH, rpl33, rpl16, rpl12, rpsl6, ndhC, accD, ndhB e ndhF ndo se apresentam
como pseudogenes e rpll18 se apresenta como um pseudogene, além da adicdo dos genes rps8 e rpl18 em
cpDNAL. Em cpDNAZ2, ndo ha perda de genes, os genes rpl16, rpl20, rpl33, rps12 e psbH néo se apresentam

como pseudogenes, 0 gene rps19 se apresenta como pseudogene e a presenca dos genes rps8 e trnF.

4.3 Analises filogenéticas
O cpDNA 1 apresentou 96,4% de semelhanca com o plastoma de D. bahiensis, ndo apresentando
rearranjos estruturais (Figura 5). J& o cpDNAZ2 apresentou 99,3% de semelhanca com o plastoma de M.
glaucescens, também ndo apresentando rearranjos estruturais (Figura 6). A arvore filogenética gerada por
Inferéncia Bayesiana permite inferir o agrupamento do cpDNAL com D. bahiensis, enquanto o cpDNAZ2 se

encontra mais proximo de M. glaucescens, e relativamente distante de M. ernestii (Figura 7).
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5. Discussao

5.1 O hibrido Melocactus xalbicephalusBuining & Brederoo

Melocactus albicephalus foi descrito pela primeira vez por Buining (1973). Posteriormente, Taylor
(1980) confirmou a sua ocorréncia em Morro do Chapéu (Bahia), a 900m, em fendas de rochas planas. Taylor
(1991) ja considera a ocorréncia da zona de hibridacao de Melocactus glaucescens com Melocactus ernestii,
0s quais ocorrem simpatricamente, levando Melocactus xalbicephalus ao status de hibrido natural.

Melocactus xalbicephalus possui ceféalio branco a amarelo creme, com cerdas vermelhas restritas a
periferia do cefalio, epiderme glauca, corpo vegetativo um pouco menor e espinhos menores que 0s de M.
ernestii, maiores e também mais grocos que os de M. glaucescens (LAMBERT et al, 2006). Portanto, devido
a ocorréncia simpétrica e a morfologia de M. xalbicephalus parecer ser intermediaria entre M. glaucescens
e M. ernestii, essas foram as espécies parentais presumidas (MACHADO, 2009). Além de caracteres
morfologicos, 0s cromossomos desses taxa também foram estudados, no entanto revelando-se pouco
informativos, pois M. glaucescens, M. ernestii e M. xalbicephalus apresentam 2 n = 44 cromossomos
(ASSIS et al., 2003).

Em estudo posterior, Taylor & Zappi (2004) reportaram a ocorréncia do que chamaram de “multiddo
de hibridos” (hybrid swarms) para Melocactus, que séo populac@es hibridas nas quais o retrocruzamento dos
hibridos com as espécies parentais resultou em hibridos exibindo todas as combinacfes possiveis de
caracteristicas morfoldgicas das espécies parentais. Em seguida, Lambert et al. (2006) relataram a ocorréncia
de duas formas provaveis para M. xalbicephalus, uma dessas formas se caracteriza por possuir individuos
que visivelmente compartilham caracteristicas das duas espécies parentais, e a outra quese assemelha a M.
glaucescens, relatando a ocorréncia de introgressdo com M. glaucescens. Sendo assim, tem sido notada
heterogeneidade de caracteristicas morfoldgicas entre os individuos M. xalbicephalus que ocorrem na
populacédo natural da regiao das “Lages”, no Parque Estadual de Morro do Chapéu.

Os resultados do presente estudo sugerem a ocorréncia de heteroplasmia de cloroplasto em células
de M. xalbicephalus, as quais apresentam dois tipos de plastomas, sendo um 96,4% semelhante a D.
bahiensis (Figura 5), o unico plastoma de Discocactus disponivel para comparacdo, e o outro 99,3%
semelhante a M. glaucescens (Figura 6). Outrossim, M. xalbicephalus ocorre simpatricamente ndo somente
com M. glaucescens e M. ernestii, mas também com Discocactus zehntneri subsp. boomianus Buining &
Brederoo (OLIVEIRA, 2009).

Portanto, os resultados do presente estudo indicam um evento de hibrida¢do entre M. xalbicephalus
e D. zehntneri subsp. boomianus. Estudos de biologia reprodutiva de M. glaucescens e D. zehntneri subsp.
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boomianus sugerem, dentre outros animais, a acdo de coledpteros como vetores de polinizagdo (COLACO
et al., 2006; OLIVEIRA, 2009).

Segundo Colaco et al. (2006), a antese das flores de M. glaucescens dura de 14 as 18:30h. J& Oliveira
(2009) afirma que a antese das flores de D. zehntneri subsp. boomianus é noturna, ndo havendo registro na
literatura consultada do horario de inicio da abertura da sua flor. No estudo de Colaco et al. (2006) também
foi reportado o comportamento dos coledpteros estudados, sendo observada a presenca do animal dentro da
flor, mesmo antes da antese. Contudo, ndo existem mais informac6es na bibliografia consultada sobre a
biologia reprodutiva de D. zehntneri subsp. boomianus para saber se o pélen encontra-se disponivel antes da
abertura da sua flor. Também néo existem estudos dessa natureza envolvendo M. xalbicephalus.

Apesar das informagdes escassas sobre a biologia reprodutiva, o fato de haver registros de
similaridade da gilda de polinizadores entre espécies de Melocactus e Discocatus que ocorrem na regido das
“Lages” em Morro do Chapé e a possibilidade de haver uma minima sobreposi¢do da antese dessas espécies,
é possivel que haja a polinizacdo de flores de M. xalbicephalus por pélen de D. zehntneri subsp. boomianus.

Os resultados do presente estudo corroboram com o estudo anterior de Khan et al. (2020) sobre
eventos de hibridacdo em Melocactus, no qual foi observado o fraco isolamento pré-zigético, com espécies
experimentando poucas barreiras intrinsecas ao fluxo génico e a ocorréncia frequente de hibridacdo natural.
Contudo, os resultados do presente estudo permitem inferir que a zona de hibridacdo do Parque Estadual de
Morro do Chapéupo pode abrigar eventos de hibridacdo ndo somente entre M. glaucescens e M. ernestii,
mas também entre M. xalbicephalus e D. zehntneri subsp. boomianus, sendo esse o primeiro indicativo de

ocorréncia de hibridacdo entre Melocactus e Discocactus.

5.2.0s plastomas de Melocactus xalbicephalus

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) do DNA total de M. xalbicephalus permitiu a montagem
de novo de dois plastomas, o que indica a ocorréncia de heranca biparental dos cloroplastos durante a
reproducdo sexuada que originou o individuo de M. xalbicephalus estudado. Angiospermas apresentam
geralmente herancga uniparental de cloroplastos (BOGDANOVA & KOSTERIN, 2006; RUF et al., 2007),
sendo os cloroplastos normalmente advindos da planta mae, pois os cloroplastos dos gametas paternos
normalmente séo degradados antes de ocorrer a fertilizagdo (BORGONOVE e SILVA-FILHO, 2010).

Por outro lado, a transmisséo biparental de cloroplasto ocorre em aproximadamente um tergo das
angiospermas (MOGENSEN, 1996), sendo que 20% das angiospermas conhecidas possuem plastidios em
seu pdlen maduro, o que indica a possibilidade de ocorrénciada transmissao biparental (CORRIVEAU &
COLEMAN, 1988; ZHANG et al., 2003; ZHANG et al, 2010).
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Outrossim, espécies vegetais podem apresentar mais de um modo de heranga dos cloroplastos quando
h& diferentes tipos de cruzamento para formacgdo de hibridos. Em Passiflora, foi observado que hd uma
prevaléncia de heranga materna quando o0s cruzamentos acontecem entre variedades de uma mesma espécie.
Contudo, ha uma prevaléncia de heranga paterna quando os cruzamentos séo interespecificos. Além disso,
foi observado que 4,7% dos hibridos oriundos de cruzamentos interespecificos apresentaram heranca
biparental (HANSEN et al., 2007). Sendo assim pode ser que o cruzamento entre Melocactus x Melocactus
favoreca a heranga uniparental e que Melocactus x Discocactus favoreca a heranca biparental.

Deste modo, novos estudos de biologia reprodutiva nas populagdes naturais de M. glaucescens, M.
ernestii, M. xalbicephalus e D. zehntneri subsp. boomianus sdo necessarios para analisar a viabilidade do
cruzamento entre Melocactus e Discocatus e 0s tipos de heranca de cloroplastos que podem ocorrer dos

cuzamentos entre todas as espécies envolvidas.

5.3 Tamanho e composicéo dos plastomas de M. xalbicephalus

Ambos os plastomas obtidos da amostra analisada de M. xalbicephalus possuem o mesmo tamanho
(130.364pb), sendo este tamanho semelhante ao observado para outras angiospermas, que varia entre 120 e
160 pb (WICKE et al., 2011; ZHANG et al., 2018). Os plastomas apresentam a estrutura quadripartida tipica
dos plastomas de Streptofitas, com uma regido LSC, uma regido SSC e duas regifes de IRs. O cpDNAL
possui 138 genes em sua composicdo e 0 cpDNA2 possui 142 genes (Tabela 2), ambos apresentando nimero
maior de genes do que a maioria dos plastomas, que € de 120 a 130 genes (RUHLMAN & JANSEN, 2014).

Quanto a quantidade de genes codificadores de proteinas, copDNAL possui 91 e cpDNA2 possui 94
(Tabela 2), valor superior a média encontrada comumente nos plastomas, que é de 80 a 90 genes (WICKE
et al., 2011). Para a quantidade de genes codificadores de tRNA, cpDNAL possui 40 e cpDNA2 possui 41
genes, estando na média apresentada comumente nos plastomas que é de 30 a 40 genes (WICKE et al.,
2011).

Combinados, cpDNAL e cpDNA2 apresentam 11 pseudogenes (ndhB, ndhD, ndhJ, rps12, rpsl6,
rps18, rpsl9, rpll8, ycfl-fragmento, ycf3 e ycf3-fragmento), desses ndhB é pseudogene apenas em cpDNA1
(Tabela 2). A ocorréncia de pseudogenes € uma caracteristica comum dos plastomas devido ao fato de, desde
0 advento da endossimbiose ha 1,5 bilhdes de anos, terem ocorrido inimeras trocas de informacdo genética
entre plastidio e nlcleo, o que acarretou em ganhos e perdas de genes totais e parciais (HERRMANN, 1997;
HERRMANN & WESTHOFF, 2001). Possivelmente os genes supracitados estdo atualmente localizados no

nucleo, com seus produtos génicos sendo encaminhados para o cloroplasto, ja que estes sd@o genes
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importantes para os plastidios realizarem suas funcbes (Tabela 3) (MARTINet al., 2002; TIKHONOV,
2013).

5.4 O cpDNAL de M. xalbicephalus:

Um dos plastomas de M. xalbicephalus, o coDNAL, possui 96,4% de semelhanga com D. bahiensis.
E possivel perceber grande semelhanca entre esses dois plastomas, com ambos apresentando a mesma
sequéncia de genes em todas as regides e auséncia de rearranjos estruturais (Figura 5).

Comparando a regido LSC de cpDNA1 e D. bahiensis, os genes rpl2, rpl33 e clpP nao foram
considerados como pseudogenes ou fragmentos pela anotagao, os genes rpsl18 e rpsl9 sdo pseudogenes, o
gene atpF ndo possui uma segunda cépia e ha adicdo do gene psbL, o qual esta presente em cpDNA2 e em
M. glaucescens. A presenca do gene psbL em cpDNAL pode ser devido a transferéncia horizontal entre o
cpDNA2 e 0 cpDNAL1 (HERRMANN, 1997; HERRMANN & WESTHOFF, 2001; GREINNER, 2011).

Comparando a regido SSC de cpDNAL e D. bahiensis, o gene ndhF ndo foi considerado como
pseudogene pela anotacdo, 0 gene rrn23 possui mais duas copias fragmentadas e o gene rrnl6 possui mais
uma copia em cpDNAL.

Comparando as IRs de cpDNAL e D. bahiensis, o gene trnS-GGA esta presente em cpDNAL e ausente
em D. bahiensis. Todavia, trnS-GGA esta presente em cpDNA2 e em M. glaucescens. A transferéncia
horizontal entre cpDNA2 e cpDNAL1 possivelmente permitiu a presenca deste gene em cpDNAL
(HERRMANN, 1997; HERRMANN & WESTHOFF, 2001; GREINNER, 2011).

5.5 O cpDNA2 de M. xalbicephalus:

O segundo plastoma de M. xalbicephalus, o cpDNAZ2, apresentou 99,3% de semelhanca com M.
glaucescens. E possivel perceber grande semelhanca entre esses dois plastomas, com ambos apresentando a
mesma sequéncia de genes em todas as regides e auséncia de rearranjos estruturais (Figura 6).

Comparando a regido LSC de cpDNA2 e M. glaucescens, 0s genes rps18 e rps19 sdo pseudogenes
em cpDNAZ2, sendo essa a unica diferenca nessa regiao.

Comparando a regido SSC de cpDNA2 e M. glaucescens, o gene rpsl2 é um pseudogene, 0s genes
rrnl6 e rrn23 possuem mais de uma coépias, além da adi¢do de dois genes ndhF e ycf68, ambos os quais
estdo presentes em cpDNAL, mais uma vez sugerindo a ocorréncia de uma tranferéncia horizontal entre os
cpDNAL e cpDNA2 (HERRMANN, 1997; HERRMANN & WESTHOFF, 2001; GREINNER, 2011).

Comparando a regido das IRs de cpDNA2 e M. glaucescens, o gene ndhJ é um pseudogene em

cpDNAZ2, sendo essa a Unica diferenca nessa regiao.
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5.6 O papel de Melocactos ernestii

Comparando cpDNA1 e cpDNA2 de M. xalbicephalus com M. ernestii, percebe-se diferengas
maiores em todas as regides do que quando comparado com D. bahiensis e M. glaucescens, o que justifica
sua posicdo de grupo irmao de M. glaucescens e cpDNAZ2 na arvore de Inferéncia Bayesiana (Figura 7).

A presenca de plastomas de M. xalbicephalus mais préximos filogeneticamente de M. glaucescens
e Discocactus (Figura 7) ndo exclui a participacdo de M. ernestii como um dos parentais da populacéo hibrida
de M. xalbicephalus que ocorre na regido das “Lages”, visto que dados de RAD-Seq single-nucleotide
polymorphism (SNP), que permite a analisar a contribuicdo do genoma nuclear, indicaram M. ernestii como
um dos parentais dessa populacédo hibrida (KHAN et al., 2020).

Devido a grande semelhanca entre os plastomas analisados, novos estudos incluindo sequéncias de
plastomas de D. zehntneri subsp. boomianus e outras espécies de Melocactus que ocorrem no Parque
Estadual de Morro do Chapéu sdo necessarios para compreender melhor as posicao filogenética dos dois
plastomas encontrados no individuo M. xalbicephalus analisado, visto que o plastoma analisado era de D.
bahiensis pois o plastoma de D. zenthneri subsp. boomianus ainda ndo foi sequenciado.

Mais além, estudos analisando os plastomas de individuos adultos de M. xalbicephalus que ocorrem
na populacdo das “Lages” e em outras regides do Parque Estadual de Morro do Chapéu sdo necessarios para
identificar se hibridos de Melocactus e Discocactus sdo viaveis nas populac@es naturais, ou a se a germinagao
e a viabilidade do individuo M. xalbicephalus analisado s6 foi possivel devido as condices artificiais
proporcionadas pela germinacédo in vitro, a qual fornece todas as condi¢cOes ideiais para que as plantas
germinem e se desenvolvam, ja que a amostra foi coletadas de um individuos de M. xalbicephalus germinado
in vitro (TORRES-SILVA et al., 2021).

22



6. Conclusoes

Com base nos dados desse estudo, podemos inferir que o individuo M. xalbicephalus analisado é um
hibrido intergenérico. O presente estudo indica fraco isolamento pré-zig6tico de M. xalbicephalus, sendo
necessarios mais estudos para inferir sobre o status de espécie das suas populagdes hibridas.
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8. Anexos

Tabela 1. Concentracdo do DNA total ([ ] ng/uL) e relacdo de pureza (A260/A280) de amostras de

fragmentos do caule ou da raiz de Melocactus xalbicephalus.

Amostra Material vegetal [ Ing/uL 260/280
1 Caule 108,53 2,09
2 Caule 317,35 1,79
3 Caule 568,30 1,50
4 Caule 438,13 1,50
5 Caule 339,77 1,50
6 Raiz 103,60 0,7
7 Raiz 55,9 12
8 Raiz 264,90 12
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Tabela 2. Composicédo dos plastomas de Melocactus xalbicephalus.

Genes
Tamanho(%) GC(%) Genes codificadores tRNA rRNA
de proteina

cpDNAL 36,5
cpDNAL total 100 138 91 40 7
LSC 39,49 55 45 10 0
SSC 14,66 23 12 4 7
IRa 22,92 30 17 13 0
IRb 22,92 30 17 13 0

cpDNA2 36,5
cpDNA2 total 100 142 94 41 7
LSC 39,49 59 49 10 0
SSC 14,62 23 11 5 7
IRa 22,92 30 17 13 0
IRb 22,95 30 17 13 0
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Tabela 3. Genes dos plastomas de Melocactus xalbicephalus.

Grupos de genes

Genes

Fotossistema |

Fotossistema Il

Complexo citocromo b6/f
ATPsintase
NADH-desidrogenase
Subunidade grande da RubisCO

RNApolimerase
Proteinas ribossomais (SSU)

Proteinas ribossomais (LSU)
RNAs transportadores

Codificadores de proteinas hipotéticas
Proteinas diversas
Ribossomais

psaA, psaB, psaC, psal, psaJ

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

petA, petB, petD, petG, petL, petN

atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpl

ndhB(1), ndhB*(2), ndhC, ndhD*, ndhF, ndhH, ndhJ*

rbcL

rpoA, rpoB, rpoCl1, rpoC2

rps2, rps3, rps4, rps7, rps8(2), rpsll, rpsl2(1), rpsl2*(2), rpsl4, rpsls, rpsl6(1), rpsle*(2),
rpsl8* (2), rps1o*

rpl2(2), rpl12(1), rpll4, rpll16, rpl18*(1), rpl20, rpl22, rpl32, rpl33, rpl36

trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCC, trnH-GUG, trnl-CAU,
trnl-GAU, trnK-UUU, trnL-CAA, trnL-UAA, trnL-UAG, trnM-CAU, trnN-GUU, trnP-UGG,
trnQ-UUG, trnR-ACG, trnR-UCU, trnS-GGA, trnS-GCU, trnS-UGA, trnT-GGU, trnT-UGU,
trnW-CCA, trnY-GUA

ycfl(2), ycfl-fragmento, ycf2, ycf3-fragmento, ycf3*, ycf4, ycf68

ccsA, cemA, clpP, infA, matK, accD

rrn4,5, rrn5, rrnl6, rrn 23, rrn23-fragmento

*Pseudogenes; (1) = presente somente no cpDNA1 de Melocactus xalbicephalus; (2) = presente somente no cpDNA2 de Melocactus xalbicephalus
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Figura 1. Trés espécies de Cactaceae que ocorrem na regido das “Lages”, Parque Estadual de Morro do Chapéu
(Bahia — Brasil) e seus respectivos mapas de distribuicdo de espécies segundo o REFLORA (2023). A:
Melocactus ernestii; B:Melocactus glaucescens; e C: Discocactus zenthneri subsp. boomianus.
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Figura 2. Gel de eletroforese a 1% de amostras de DNA total de Melocactus xalbicephalus.

As amostras de 1 a 5 foram provenientes do caule e amostras 6 a 8 da raiz.
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Figura 3. Plastoma ilustrado do cpDNA1 de Melocactus xalbicephalus.
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Figura 4. Plastoma ilustrado do cpDNA2 de Melocactus xalbicephalus.
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Figura5. Alinhamento comparativo entre os plastomas de cpDNAL de Melocactus xalbicephalus e Discocactus bahiensis.
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Figura6. Alinhamento comparativo entre os plastomas de cpDNA2 de Melocactus xalbicephalus e Melocactus glaucescens
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Figura7. Arvore filogenética por Inferéncia Bayesiana dos plastomas de Melocactus xalbicephalus, contendo seis membros
da familia Cactaceae e o grupo externo Portulaca oleraceae.
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