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RESUMO

A fracao repetitiva dos genomas (repeatoma) é a por¢ao mais abundante nos genomas
eucarioticos, principalmente devido a sua capacidade de gerar cépias dos seus elementos,
contribuindo significativamente para a variagdo gendmica entre populagbes. A rapida
evolugao do repeatoma pode ser influenciada por pressées ambientais, sugerindo que sua
composicao e abundancia refletem adaptagdes a condigdes ecoldgicas especificas. Isso é
especialmente importante para espécies com distribuicdo fragmentada e habitats
especializados, como Podocarpus sellowii Klotzsch ex Endl, uma das poucas
gimnospermas nativas do Brasil. Sua distribuicdo em pequenas populagdes isoladas na
Mata Atlantica e Cerrado reflete um padréo relictual causado por vicariancia nos ultimos 20
milhdes de anos. Neste estudo, analisamos comparativamente o genoma de 10 individuos
de populagdes disjuntas de P. sellowii ao longo de um gradiente latitudinal, do Ceara a
Santa Catarina. Para isso, caracterizamos os repeats mais abundantes das populagdes no
pipeline RepeatExplorer2, usando reads de baixa cobertura (lllumina HiSeq2500).
Coordenadas geograficas foram usadas para extrair varidveis climaticas para cada
populagao através da plataforma WorldClim. Os perfis de repeatoma foram interpretados
considerando relagdes filogenéticas baseadas em plastomas inteiros montados para este
estudo. Utilizando PGLS (do inglés, Phylogenetic Generalized Least Squares), foi possivel
calcular a correlagéo entre repeats e variaveis ecoldgicas. Em geral, os repeatomas de P.
sellowii apresentaram alta abundéancia de retrotransposons LTR (do inglés, Long Terminal
Repeats), especialmente Ty1/copia-lvana (29,65% a 35,13%), Ty3/gypsy-Ogre (10,88% a
11,29%) e Ty1/copia-SIRE (8,06% a 10,46%). Como as abundancias de cada repeat foram
polimorficas entre nossas amostras de cada populagéo, testamos a influéncia da ecologia
e/ou filogenia sobre isso. Identificamos uma correlagdo significativa entre varios LTRs e
transposons de DNA com caracteristicas de temperatura e precipitacdo. A arvore
filogenética baseada em repeats revelou grupos ecolégicos, separando individuos da Mata
Atléntica dos do Cerrado, em vez de relagées genealdgicas. Nossos dados mostram que
cerca de 40% da fragdo gendmica repetitiva € diretamente influenciada por variaveis
ecoldgicas. Isso destaca interagdes significativas entre variaveis ambientais e a abundancia
de repeats, sugerindo que a especificidade ecoldgica dessas plantas relictuais impactou a

evolucdo de seus genomas.

Palavras-chave: Diversidade Genética; Analise Genémica; Repeatoma; Filogenémica;

Estrutura Populacional.



ABSTRACT

The repetitive fraction of genomes (the repeatome) is the most abundant portion in
eukaryotic genomes, primarily due to its ability to generate copies of its elements,
significantly contributing to genomic variation among populations. The rapid evolution of the
repeatome can be influenced by environmental pressures, suggesting that its composition
and abundance reflect adaptations to specific ecological conditions. This is particularly
important for species with fragmented distributions and specialized habitats, such as
Podocarpus sellowii Klotzsch ex Endl, one of the few native gymnosperms of Brazil. Its
distribution in small, isolated populations in the Atlantic Forest and Cerrado reflects a
relictual pattern caused by vicariance over the past 20 million years. In this study, we
conducted a comparative genome analysis of 10 individuals from disjunct populations of P.
sellowii along a latitudinal gradient, from Ceara to Santa Catarina. To achieve this, we
characterized the most abundant repeats in the populations using the RepeatExplorer2
pipeline, based on low-coverage reads (lllumina HiSeq2500). Geographic coordinates were
used to extract climate variables for each population via the WorldClim platform. The
repeatome profiles were interpreted considering phylogenetic relationships based on whole
plastomes assembled for this study. Using Phylogenetic Generalized Least Squares
(PGLS), we were able to calculate the correlation between repeats and ecological variables.
Overall, the repeatomes of P. sellowii showed a high abundance of LTR retrotransposons
(Long Terminal Repeats), particularly Ty1/copia-lvana (29.65% to 35.13%), Ty3/gypsy-Ogre
(10.88% to 11.29%), and Ty1/copia-SIRE (8.06% to 10.46%). Since the abundance of each
repeat was polymorphic across our samples from each population, we tested the influence
of ecology and/or phylogeny on this variation. We identified a significant correlation between
several LTRs and DNA transposons with temperature and precipitation characteristics. The
phylogenetic tree based on repeats revealed ecological groups, separating individuals from
the Atlantic Forest from those of the Cerrado, rather than genealogical relationships. Our
data show that approximately 40% of the repetitive genomic fraction is directly influenced
by ecological variables. This highlights significant interactions between environmental
variables and repeat abundance, suggesting that the ecological specificity of these relict

plants has impacted the evolution of their genomes.

Keywords: Genetic Diversity; Genomic Analysis; Repeatome; Phylogenomics; Population

Structure.
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1 INTRODUGAO

Sequéncias repetitivas de DNA (repeats) constituem a maior parte do genoma em
eucariotos e tém um papel central na estruturagao e evolugdo gendmica. Sua classificacao
basica distingue entre (1) elementos transponiveis (TEs, do inglés fransposable elements)
e (2) sequéncias em tandem, como DNAsat, teloméricos e centroméricos (Biscotti, Olmo e
Heslop-Harrison, 2015). Os TEs, por exemplo, podem se mover ao longo do genoma,
provocando mutagdes e rearranjos significativos, com efeitos potenciais na variabilidade
genética e na estrutura cromossdémica (Bourque et al., 2018; Hénault et al., 2024). Eles se
dividem em retrotransposons (Classe 1), que utilizam um intermediario de RNA para sua
replicacao, e transposons de DNA (Classe Il), que se movem por um mecanismo de "cortar
e colar" via intermediarios de DNA (Bourque et al., 2018). Ja as sequéncias em tandem,
organizadas em blocos adjacentes, desempenham fun¢des estruturais essenciais, como
nos centrémeros e telémeros, além de influenciarem a formagdo de heterocromatina
(Hartley & O'Neill, 2019).

Em algumas plantas, esses elementos repetitivos podem compor até 80% do
genoma total, como € o caso de Zea mays L., sendo os principais responsaveis pela
variagdo no tamanho do genoma (GS, do inglés Genome Size) entre diferentes espécies
(Haberer et al., 2020; Gonzalez; Poggio, 2021). Os TEs desempenham papeis importantes
nos processos adaptativos das plantas, principalmente em resposta a estresses ambientais
(Horvath; Merenciano; Gonzalez, 2017; Chumova et al., 2022). Embora os TEs evoluam
majoritariamente por deriva genética (Bourque et al.,, 2018), sua atividade pode ser
modulada por fatores ambientais, aumentando assim sua influéncia na adaptacao (Horvath;
Merenciano; Gonzalez, 2017). A relacdo entre a abundéncia de TEs, a estrutura
heterocromatica e o GS, e como essas caracteristicas variam em resposta a fatores
ecoldgicos, como temperatura, precipitacao e tipo de solo, € um campo emergente dentro
da ecologia evolutiva (Chenais et al., 2012; Castro et al., 2024).

Métodos filogenéticos comparativos tém se mostrado ferramentas essenciais para
testar a correlacéo entre caracteristicas gendmicas e variaveis ecologicas (Uyeda et al.,
2018). Tais abordagens permitem incorporar informagdes filogenéticas e compara-las com
variaveis ambientais, facilitando a compreensao dos processos adaptativos em uma
perspectiva evolutiva mais ampla (Garamszegi, 2014). O avango das tecnologias de
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS, do inglés Next-Generation Sequencing) tem
facilitado a geracao de grandes volumes de dados a baixos custos, permitindo a analise

detalhada da evolugcdo gendbmica em grupos taxondmicos antes pouco explorados
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(Dodsworth et al., 2019). Essa abordagem tem sido particularmente util para estudar grupos
com histérias evolutivas complexas, como as gimnospermas, com linhagens relictuais que
datam de aproximadamente 300 milhées de anos (Murray, 2013).

A familia Podocarpaceae Endl., por exemplo, € uma das poucas gimnospermas que
persistem nas florestas tropicais, com destaque para o género Podocarpus L'Hér. ex Pers.,
que possui uma diversidade significativa em ambientes umidos do Hemisfério Sul (Farjon,
2017). Este género, que se originou no clima frio e umido de Gondwana, representa um
grupo-chave para estudos filogenéticos e biogeograficos devido a sua distribuicdo ampla e
a sua persisténcia em habitats tropicais e subtropicais (Page, 1990; Mill, 2003). A espécie
Podocarpus sellowii Klotzsch ex Endl. é particularmente interessante, pois apresenta uma
distribuicao fragmentada ao longo de diferentes regides do Brasil, com populagdes isoladas
no Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste (Lima; Barbosa, 1998; CNCFlora, 2024). A
adaptacao de P. sellowii a condigdes ecoldgicas variadas faz dela um modelo ideal para
investigar como fatores ambientais moldam a evolugao de seu genoma.

Estudos filogeograficos anteriores com P. sellowii baseados em marcadores
nucleares e plastidiais revelaram padrbes de divergéncia populacional entre diferentes
regides brasileiras (Melo et al., 2019). No entanto, essas analises se concentraram em
marcadores moleculares especificos e amostragens limitadas, o que nao permitiu explorar
completamente a influéncia dos repeats na evolugdo da espécie. Com o avango das
tecnologias de sequenciamento, tornou-se possivel acessar com maior resolucédo a
composi¢cado gendmica, abrindo novas possibilidades para investigar como as variagdes na
abundancia e na distribuicdo dos TEs estdo associadas a fatores ambientais e a historia
evolutiva de P. sellowii.

Neste contexto, o presente estudo busca investigar como os repeats do genoma de
P. sellowii estao relacionados a sua histéria demografica e a variagdo ambiental ao longo
de sua distribuicdo fragmentada no Brasil. A analise das interagdes genoma-ambiente em
especies relictuais como P. sellowii contribui para o entendimento dos mecanismos de
adaptacao e diversificagdo gendmica em plantas tropicais. Além disso, esse tipo de
abordagem é relevante para fundamentar a conservagao de populagbes geneticamente
isoladas e adaptadas a diferentes condi¢gdes ecoldgicas. Assim, este trabalho visa
aprofundar o conhecimento da histéria demografica de P. sellowii na regido Neotropical,
avaliando suas relagdes filogenéticas e o impacto de eventos climaticos na evolugao de sua
fragdo repetitiva. A espécie também ¢é utilizada como modelo para entender a interagcéo
genoma-ambiente por meio de métodos filogenéticos comparativos, fornecendo uma

compreensao mais abrangente da dinamica evolutiva de populag¢des fragmentadas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

e Caracterizar a fragao repetitiva do genoma de 10 individuos de Podocarpus sellowii
Klotzsch ex Endl. (Podocarpaceae) em sua distribuicdo ao longo de um gradiente
latitudinal no Brasil, usando os polimorfismos nos repeats como fontes de dados para

entender a historia demografica da espécie.

1.1.2 Especificos

e Realizar andlises comparativas das fragdes repetitivas caracterizadas,
estabelecendo dados de abundancia e similaridade de cada cluster,

e Gerar topologias baseadas em abundancia dos repeats para testar as hipoteses
filogeograficas estabelecidas por Melo et al., 2019;

e Comparar topologias baseadas em abundancia e similaridade dos repeats com as
redes de plastomas e DNAr;

e Testar o impacto do ambiente (variaveis ecoldgicas) e das principais classes de

repeats por métodos filogenéticos comparativos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DNA REPETITIVO

Sequéncias repetitivas, também conhecidas como elementos repetitivos, ou repeats,
sao padroes curtos ou longos de acidos nucleicos (DNA ou RNA) que ocorrem em multiplas
copias ao longo do genoma (Schley et al., 2022). As sequéncias repetitivas sao
categorizadas em diferentes classes, dependendo de caracteristicas como estrutura,
comprimento, localizagdo, origem e modo de multiplicacdo (Mitchell, 2018). O DNA
repetitivo constitui uma parte significativa do genoma dos eucariotos (Wells; Feschotte,
2020), sendo esse tipo de sequéncia dividido em duas principais categorias: DNA repetitivo
em tandem e DNA repetitivo disperso (Bourque et al., 2018; Pacgo et al., 2019). Essas
categorias séo definidas com base na organizagao e no padrao de distribuigdo dos repeats:
as sequéncias em tandem sao organizadas em blocos continuos, enquanto as dispersas
estdo distribuidas aleatoriamente ao longo do genoma (Bourque et al., 2018).

Dentro da fracdo repetida em tandem, encontram-se, por exemplo, o DNA
ribossomal (DNAr) e os DNA satélites (DNAsat) (Bourque et al., 2018). As sequéncias
dispersas sdo geralmente associadas aos elementos transponiveis (TEs), que possuem a
capacidade de se deslocar ao longo do genoma. Estes elementos sao classificados em
duas classes conforme seu mecanismo de transposicdo: os Elementos de Classe |
(retrotransposons), que utilizam um mecanismo de “copiar e colar” através de uma molécula
de RNA intermediario, e Elementos de Classe Il (transposons), que utilizam um mecanismo
de “cortar e colar” com um intermediario de DNA, embora existam variagdes de acordo com
a familia do retrotransposon (Bourque et al., 2018; Cain et al., 2020). Os elementos de
Classe | sdo mais comuns em plantas e podem ser subdivididos em LTR (do inglés, Long
Terminal Repeats) e nao-LTR, que recebem esse nome devido as longas repeticdes
terminais que flanqueiam a sequéncia interna (Miousse et al., 2015; Macas et al., 2015).
Eles sao classificados em cinco superfamilias: Ty1/copia, Ty3/gypsy, Bel-Pao, Retrovirus e
Retrovirus enddégenos (Bennetzen, 2014). Contudo, apenas as superfamilias Ty1/copia e
Ty3/gypsy sé@o encontradas em plantas (Neumann et al., 2019), influenciando a evolugéo e
variacédo no tamanho do genoma (Bennetzen, 2014).

Além de variagdes no GS, devido a sua capacidade de alterar sua posi¢ao dentro do
genoma, os TEs podem modificar a sequéncia cromossémica original, resultando em
diversos efeitos e rearranjos que afetam, por exemplo, a evolugéo da regulagéo génica

(Kazazian, 2004) e o tamanho do genoma (Sader, 2020). Além disso, a deriva genética
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também exerce um papel crucial na evolugédo dos elementos transponiveis. Devido ao fato
de que esses elementos podem se mover e se replicar de forma auténoma dentro do
genoma, muitas vezes sem exercer uma fungao benéfica para o organismo, sua presencga
pode ser considerada neutra ou até mesmo deletéria em algumas circunstancias (Lynch,
2007). Em populagdes pequenas, a deriva genética pode permitir a fixagdo de elementos
transponiveis que, em condigdes normais, seriam eliminados por selegdo natural
(Szitenberg et al., 2016). Esse processo de fixacdo aleatéria pode resultar em uma
acumulagao desses elementos, contribuindo para a expansédo do genoma e o aumento da
variabilidade gendmica, como observado em varias espécies de plantas e animais (Bourque
et al., 2018). Assim, a interacdo entre a deriva genética e os TEs exemplifica como
processos estocasticos influenciam a evolugcdo do genoma, destacando o papel da
evolucao ndo adaptativa na dindmica desses elementos (Szitenberg et al., 2016).

A alta variabilidade na fragdo repetitiva dos genomas pode, também, estar
relacionada a condi¢gdes ecoldgicas. Retrotransposons podem ser amplificados ou
desamplificados sob a influéncia de fatores ambientais, especialmente durante situagdes
de estresse térmico, salinidade, precipitagcdo e outras caracteristicas presentes no nicho
ecoldgico dos organismos. (Chénais et al., 2012; Negi; Rai; Suprasanna, 2016; Lyu et al.,
2018). Esses fatores possuem a capacidade de produzir rapidamente novos genotipos e

fenotipos em resposta a perturbagdes ambientais (Pimpinelli; Piacentini, 2020).

2.2 FERRAMENTAS PARA A CARACTERIZAGAO DO DNA REPETITIVO

A tecnologia de sequenciamento de préxima geragao (do inglés, Next Generation
Sequencing — NGS) tem revolucionado os campos da genémica, filogeografia, genética de
populagdes, ecologia molecular e biologia da conservagao. Nesse contexto, o NGS tem
facilitado o acesso aos genomas de diversos organismos, tornando possivel a ampla
caracterizagcdo da fragcao repetitiva desses genomas (Weiss-Schneeweiss et al., 2015).
Além disso, o desenvolvimento de tecnologias NGS nao sé viabilizaram a montagem de
genomas plastidiais, mitocondriais e nucleares em um tempo menor, como também
facilitaram a caracterizagcdo de sequéncias repetitivas, como elementos transponiveis,
DNAs satélites, dentre outros (Buermans; Den Dunnen, 2014).

Desse modo, atualmente, é possivel estabelecer abordagens filogenéticas classicas
mais robustas, como por exemplo, baseadas em plastomas e/ou DNAr inteiros, e comparar
com tendéncias evolutivas de linhagens especificas de repeats, inferindo sobre a sua

evolucao de poder informativo para o estabelecimento de relagcdes de ancestralidade (Wang
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et al., 2024). Diferentes abordagens moleculares foram desenvolvidas, como o Genome
Skimming (sequenciamento de baixa cobertura), que se destaca por sequenciar pequenos
fragmentos aleatdrios do genoma, permitindo o desenvolvimento de varias ferramentas de
bioinformatica para analise genémica (Novak et al., 2013). Essa abordagem apresenta a
vantagem de poder ser aplicada em organismos ndo-modelo e vem se popularizando com
uma gradativa redugao de custos para a obtencao dos dados NGS (Ekblom & Galindo,
2011).

Utilizando dados de genome skimming e a caracterizagdo quantitativa e qualitativa
dos repeats € possivel gerar dados de abundéancia e/ou similaridade dos repeats para
estabelecer hipéteses filogenéticas (Dodsworth, 2015a). De modo que essa técnica é capaz
de eleger como “estados de carater’” cada classe de repeat (cluster), tal como sua
abundancia nos diferentes terminais (Dodsworth et al., 2015a).

A plataforma online RepeatExplorer (http://www.repeatexplorer.org/), utiliza um
principio de “clusterizacdo” para caracterizagcao dos repeats por meio de uma comparagao
par-a-par de todos os reads gerados no sequenciamento (all-to-all pairwise). Essa analise
pode ser feita de forma comparativa entre diferentes individuos ou espécies (Novak et al.,
2010; Novak et al., 2013). A comparagao da abundancia e/ ou similaridade de clusters de
repeats parecem conter uma linha filogenética em nivel de género e familia, podendo ser,
inclusive, mais informativa que sequéncias tradicionalmente utilizadas por sequenciamento
tipo Sanger (Dodsworth et al., 2015a; 2015b; 2016; 2017; 2018).

Porém, ainda ndo ha uma grande quantidade de estudos esse tipo de abordagem
para estabelecer relagbes evolutivas entre linhagens dentro de uma mesma espécie, e essa
pode ser uma abordagem inovadora. Como parte desses repeats (especialmente TEs) sao
sensiveis as variagdes ambientais, € possivel utilizar esse tipo de abordagem para testar

correlagdes entre variaveis gendmicas e ecoldégicas (Chumova et al., 2022).

2.3 METODOS FILOGENETICOS COMPARATIVOS

Os métodos filogenéticos comparativos, ou PCMs (do inglés, Phylogenetic
Comparative Methods), sdo amplamente utilizados em estudos macroevolutivos e séo
considerados um dos avangos metodoldgicos mais significativos da biologia evolutiva nas
ultimas décadas (Paradis, 2014). Os PCMs surgiram como um conjunto de metodologias
para testar a "ndo independéncia" das observagdes (Paradis, 2014). Eles combinam varios

modelos estatisticos para o estudo analitico de espécies, populacdes e individuos, com o
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objetivo de inferir hipoteses sobre o historico evolutivo dos grupos biologicos em relagéo a
diversas variaveis (Garamszegi, 2014; Paradis, 2014).

A PGLS (do inglés, Phylogenetic Generalised Least Squares) é uma técnica que
identifica a quantidade de correlacdo esperada entre espécies com base em sua historia
evolutiva compartilhada, utilizando a filogenia como base (Housworth; Martins; Lynch,
2004). Trata-se provavelmente do método de modelos comparativos filogenéticos (PCM)
mais comumente utilizado (Kamilar; Cooper, 2013; Losos, 2011). A PGLS é amplamente
empregada para estabelecer associagdes evolutivas entre dois ou mais tragos biolégicos
(Symonds; Blomberg, 2014), como a relagdo entre o tamanho do genoma (GS) e a
quantidade de DNA repetitivo (Reinar et al., 2023) ou a relagao entre variaveis ecolégicas
e 0 aumento da abundancia de elementos repetitivos (Schley et al., 2022).

A nédo independéncia dos tragos pode ser medida também pelo sinal filogenético
(Borges et al., 2019). O sinal filogenético pode ser mensurado e testado por diferentes
métodos estatisticos, como o | de Moran (Morales-Castilla et al., 2015; Borges et al., 2019),
que mede a autocorrelagao entre as espécies de acordo com suas distancias filogenéticas;
os testes de média Abouheif C (Pavoine; Ricotta, 2020), que se baseiam na soma das
diferencas quadradas sucessivas entre valores de caracteristicas de espécies vizinhas; o
K de Blomberg (Minkemdiller et al., 2012; Mitteroecker et al., 2024), estimado pela razao
entre o erro quadrado médio dos terminais e o erro corrigido pela covariancia filogenética;
e o A de Pagel (Smith; O'Meara, 2019), onde o valor de A é estimado por maxima
verossimilhanga e comparado a verossimilhanga de um valor hipotético.

Considera-se um sinal filogenético forte como indicativo de que o traco de interesse
tende a ser compartilhado por espécies filogeneticamente préximas, enquanto em espécies
filogeneticamente distantes o trago seria menos similar, indicando um sinal filogenético
fraco (Revell, 2013; Munkemdiller et al., 2012; Smith; O'Meara, 2019). O sinal filogenético é
uma ferramenta importante em diversas areas, permitindo, por exemplo, analisar tragos
como a evolugao do padrao de bandas CMA/DAPI (Van-Lume et al., 2017) e o GS (Souza
et al., 2019). Os métodos filogenéticos comparativos surgiram entdo como uma solugao
estatistica multivariada para investigar a evolugéao dos diferentes tipos de caracteres, sem
desconsiderar as relagdes de parentesco (Uyeda et al., 2018). Essas abordagens permitem
a integracdo de dados genéticos e ecoldgicos, possibilitando analises evolutivas
multivariadas que consideram as relagdes filogenéticas entre os organismos. Avangos
recentes, como a aplicagcdo de estatisticas de sinal filogenético e a incorporagao de
variaveis ambientais, tém contribuido para a identificacdo de padrbes adaptativos e de

estruturagdo gendmica em varias espécies. (Castro et al., 2024)
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2.4 ESTUDO DA INTERACAO GENOMA-AMBIENTE

A interagdo genoma-ambiente atualmente pode ser melhor estudada através dos
Métodos Filogenéticos Comparativos, sendo possivel realizar um conjunto complexo de
analises multivariadas que estimam a relagédo entre variaveis incluindo nos algoritmos as
relagbes evolutivas (Garamszegi, 2014). A complexa interacdo entre componentes do
genoma (como por exemplo: GS, atividade génica e elementos transponiveis) e variaveis
ecologicas (ex: solo, temperatura, precipitagdo etc.) sdo um desafio para a biologia
evolutiva (Bourgeois et al., 2020). Notavelmente, nenhum padrdo geral absoluto na
interacdo genoma-ambiente foi descrito até o presente momento, assim os resultados
muitas vezes parecem mostrar tendéncias contraditorias, como o caso da relagao entre GS
e latitude, embora algumas tendéncias tenham sido observadas, como o0 aumento do GS
em espéecies de regides temperadas em comparagdo com aquelas de regides tropicais,
essas correlagdes nao sao consistentes entre diferentes grupos taxonémicos (Bures et al.,
2024).

Recentemente, alguns estudos demonstraram que o DNA repetitivo (repeats) pode
ser afetado pelo ambiente, resultando em ativagcdo/desativagdo de genes e mudangas na
abundancia/composicdo do DNA repetitivo (Canapa et al., 2020). Nessa perspectiva, fica
evidente que o ambiente tem um impacto significativo na evolugao do genoma (Bogan & Yi,
2024), influenciando, por sua vez, as caracteristicas estruturais e funcionais das células,
mediando processos evolutivos e facilitando a adaptagédo a novos ambientes (Lyu et al.,
2018). Além disso, as interagdes entre fatores ambientais e componentes genémicos geram
variabilidade sobre a qual a selecdo natural pode atuar, integrando processos tipicos de
especiacao (Johnson, 2022). Dessa forma, as variagdes ambientais, como mudangas na
temperatura, podem modular a abundancia de repeats no genoma, influenciando
diretamente a dindmica evolutiva de espécies. Essas alteragdes na frequéncia e mobilidade
dos repeats podem, em certos contextos, atuar como mecanismos de pré-adaptacgao,
facilitando respostas evolutivas rapidas e eficazes frente as novas pressdes ambientais
(Canapa et al., 2020).

A diversidade na composicao dos repeats dos genomas das plantas resulta de uma
interacdo complexa entre os repeats, 0os genes e o ambiente (Schley et al., 2022). Embora
a temperatura seja um dos principais parametros que afetam diretamente os elementos
moveis, outros fatores ambientais, como precipitacdo, salinidade, altitude e radiacéo,
também desempenham papéis cruciais na modulacdo dessas fragcdes repetitivas. A

salinidade, por exemplo, pode influenciar a atividade de elementos transponiveis em
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ambientes aridos, afetando a estabilidade e a evolugdo genémica (Schley et al., 2022).
Altitudes elevadas, por sua vez, aumentam a exposi¢ao a radiagao UV, o que pode induzir
mutacoes e alterar a atividade de transposons, contribuindo para a plasticidade genémica
e para a adaptagao das espécies a condigdes ambientais adversas (Canapa et al., 2020;
Schley et al., 2022). Esses fatores ambientais, em conjunto com a temperatura, agem de
forma integrada para moldar a evolugdo dos genomas, influenciando tanto a composigao
quanto a abundancia dos repeats. Analises bioquimicas sugerem que a atividade dos genes
de TEs pode ser predominante em resposta ao estresse. Estudos experimentais mostraram
que a sensibilidade a temperatura da protease dos elementos Ty1/copia pode aumentar
sua eficiéncia de transposicao (Gazda et al., 2020). Essas analises indicam que os genes
de TEs sao inerentemente sensiveis a temperatura, podendo maximizar os eventos de
transposicao em situagdes de elevagdo de temperatura (Gazda et al., 2020). Embora as
interagcdes genoma-temperatura sejam um fenémeno relevante, ainda existem poucos
estudos que correlacionam a composicdo e a abundancia de DNAs repetitivos com

variaveis ambientais (Lyu et al., 2018; Schley et al., 2022).

2.5 A FAMILIA PODOCARPACEAE E A ESPECIE Podocarpus sellowii

As gimnospermas atuais representam linhagens de plantas relictuais com sementes
que datam de aproximadamente 350 milhdes de anos atras (Murray, 2013; Biswas & Johri,
2013). Embora as gimnospermas formem um grupo com uma boa variagdo morfolégica,
ainda sao consideradas estruturalmente conservadas ao longo do tempo em relagéao as
angiospermas (Melo et al., 2019). No periodo que compreende o Cretaceo médio e tardio,
as gimnospermas foram quase eliminadas dos tropicos, sendo forgcadas a ambientes
marginais devido a competicdo com as angiospermas, que por sua vez, eram
fisiologicamente mais inovadoras (Midgley & Bond, 1991; Feild & Arens, 2005; Berendse &
Scheffer, 2009; Brodribb & Feild, 2010). Contudo, apesar da forte pressdo competitiva
exercida pelas angiospermas, a familia Podocarpaceae conseguiu ser uma das poucas que
persistem nas florestas tropicais em todo o mundo. A familia Podocarpaceae é a segunda
mais diversa entre as coniferas, abrangendo aproximadamente 200 espécies distribuidas
em 17 a 19 géneros (Migliore et al., 2020; Quiroga et al., 2016). Essas espécies estao
presentes em alguns dos ecossistemas mais diversos e ameagados do mundo e estéo
distribuidas principalmente no Hemisfério Sul, sendo quase que inteiramente restritas a
florestas ou ambientes de altitude. O género mais representativo, Podocarpus L'Hér. ex

Pers., originou-se no clima frio e umido do sul de Gondwana, o que sugere que tenha vindo
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da flora da Antartida (Migliore et al., 2020). Nesse género, Podocarpus sellowii se destaca
por possuir uma distribuicdo geografica fragmentada em pequenas populagdes isoladas
desde o Nordeste ao Sul do Brasil (Lima & Barbosa, 1998). Essa espécie ja teve suas
populagdes disjuntas do Nordeste brasileiro previamente analisadas por marcadores
moleculares SSR e ISSR (Simple Sequence Repeats e Inter Simple Sequence Repeats,
respectivamente). E apesar da baixa diversidade genética observada, houve uma elevada
diferenciacao entre as populagbes (Dantas et al., 2015). Todavia, devido a limitagcdo dos
marcadores e a baixa quantidade de populag¢des estudadas, ndo puderam ser realizadas
interpretagbes macroevolutivas.

A maioria das espécies de Podocarpus s.s. esta hoje presente em ambientes de
florestas umidas e amplamente dominados por Angiospermas (Melo et al., 2019). O nome
genérico Podocarpus deriva do grego podos (pé) e karpos (fruto), explicando-se pelo fato
de a semente ser sustentada por um pedunculo carnoso, conhecido como epimacio
(Marchiori, 1995). Podocarpus L'Hér. ex Pers. € um dos principais géneros da familia
Podocarpaceae, e, embora ainda seja considerado o maior género de coniferas tropicais
no Hemisfério Sul, a classificacdo da familia passou por revisbes mais recentes que
ampliam a compreensao sobre sua diversidade e distribuicdo (Khan et al., 2023). Embora
historicamente descrito como o unico género tropical das Coniferales no Hemisfério Sul
(Duarte, 1973), estudos mais recentes indicam que a familia Podocarpaceae inclui mais de
20 géneros e 200 espécies distribuidas também em regides temperadas do Hemisfério Sul,
com algumas ocorréncias no Hemisfério Norte, como no México e no Caribe (Farjon, 2018).
A diversidade de Podocarpus é maior em hotspots como Nova Zelandia, Nova Caledénia e
Tasmania, mas a espécie também ocorre em outras partes da Australasia, América do Sul
e Africa do Sul (Khan et al., 2023). No Brasil, existem trés espécies descritas de Podocarpus
(Guerra et al., 2022): Podocarpus sellowii, amplamente distribuida em fragmentos da Mata
Atlantica e do Cerrado; Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endl., presente principalmente
nas regidoes Sul e Sudeste, associada a floresta de araucarias; e Podocarpus transiens
(Pilg.) de Laub. ex Silba, que ocorre em locais especificos, mas com registros menos
frequentes. Ha ainda uma quarta espécie, Podocarpus brasiliensis de Laub., cuja distingao
taxonbmica é discutida, sendo possivelmente uma variacdo de P. sellowii, conforme
sugerem estudos moleculares recentes (Bernardi et al., 2024). P. sellowii apresenta grande
variabilidade fenotipica quanto ao porte, tamanho das folhas e niumero de cones polinicos
por axila foliar (Garcia, 2002). Esta espécie se assemelha a P. lambertii, mas distingue-se
por ter folhas lanceoladas maiores e auséncia de um pedunculo comum aos grupos de

estrobilos masculinos (Marchiori, 1996). O epiteto especifico, sellowii, homenageia
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Friedrich Sellow (1789 — 1831), botanico alemao que integrou a comitiva de naturalistas
que veio ao Brasil acompanhando Dona Leopoldina, noiva de Dom Pedro | (Marchiori,
1995).

De maneira geral, P. sellowii € uma espécie perene e nativa do Brasil, apresentando
uma ampla distribuicdo, que cresce em altitudes entre 800 e 1800 m, apesar de ja ter sido
documentada e coletada em locais menor altitude (Melo el al., 2019) em locais
relativamente secos com solos leves, onde o dossel da floresta € mais aberto e geralmente
mais baixo que 20 m, muitas vezes nédo ultrapassando 10-12 m (Neale et al., 2019). No
entanto, suas populagdes ocorrem de forma descontinua (Lima e Barbosa 1998; Dantas et
al., 2015) e sdo mais adensadas em areas elevadas na extensao da Floresta Atlantica e
raramente encontrada em Floresta de Araucaria mais ao sul (Turner & Cernusak, 2011).
Ocorre também no Cerrado, em matas de galeria e em zonas de transigdo (Cerrado —
Floresta Atlantica) (Gongalves et al., 2016). N&o esta claro como se deu este padrao
especifico de distribuicao, porém é sabido que outras espécies do género Podocarpus na
América do Sul também apresentam esse padrao disjunto, o que sugere associagao a
habitats especializados e distribuicdo em refugios ecoldgicos (Dalling et al., 2011).

P. sellowii ocorre naturalmente em solos de fertilidade quimica variavel, geralmente
pobres, rasos, bem drenados e com textura que varia de franca a argilosa. E uma espécie
escidfila (adaptada a ambientes sombreados) a helidfila (adaptada a ambientes com alta
incidéncia de luz), que ndo tolera baixas temperaturas e apresenta disposicdo simpodial
(crescimento em que o caule principal é substituido por ramos laterais, 0 que resulta em
uma ramificagdo complexa), uma caracteristica incomum entre as coniferas (Valladares et
al. 2016; Yang, 2024). P. sellowii esta na lista de espécies raras ou ameacadas de extingao
no Distrito Federal (Filgueiras; Pereira, 1990). Leite et al., (1986) mencionam sua ocorréncia
no sul de Mato Grosso do Sul, mas Souza et al., (1997) ndo confirmaram a presencga dessa
espécie na area citada. Lima (1991) na década de 90 ja fazia um apelo para garantir a
preservagao dessa gimnosperma, que ja se encontrava em vias de extingdo devido aos
constantes desmatamentos registrados em sua unica area de ocorréncia em Pernambuco,
o Brejo de Altitude de Serra dos Cavalos, na cidade de Caruaru. Atualmente, a espécie esta
listada como Em Perigo (EN) na Lista Vermelha da IUCN devido ao grande declinio de seu
habitat no passado e ao pequeno tamanho atual de suas populagdes em areas restritas
(Farjon, 2018). Embora esteja bem documentada em varias regides do sul e sudeste do
Brasil, sua presenga em areas protegidas é limitada, dificultando a conservagao. A perda
de habitat causada pela expansao agricola e outras atividades humanas continua sendo

uma ameaga significativa (Farjon, 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZAGAO E ANALISE IN SILICO DA FRAGAO REPETITIVA

O DNA gendmico de 10 individuos representativos de populagbes de Podocarpus
sellowii foi sequenciado utilizando a plataforma lllumina HiSeq2500 (2 x 150 bp). A analise
comparativa da fragdo repetiva do genoma foi realizada no pipeline
Galaxy/RepeatExplorer2. O numero de leituras utilizado na analise foi ajustado para garantir
uma cobertura de 0,10 vezes para cada populagao, excluindo-se as sequéncias de
cloroplasto e mitocdndria, por representarem possiveis contaminantes. Para a analise
comparativa entre populagdes, as leituras foram filtradas por qualidade, com 95% das
bases apresentando qualidade igual ou superior ao valor de corte de 10. A cobertura foi
ajustada para ~0,04x para cada populagdo, com agrupamento baseado em 90% de
similaridade sobre um minimo de 55% de sobreposi¢édo de sequéncia. Apenas clusters com
abundancia superior a 0,01% foram considerados (Novak et al., 2020). As propor¢des
individuais e comparativas dos clados de repeats, referindo-se ao total de unidades
repetitivas classificadas em cada categoria, foram calculadas com base no numero de
leituras agrupadas em relagao ao total de leituras utilizadas na analise, apos a exclusao
das leituras de cloroplasto e mitocéndria (Neumann et al., 2019). A filogenia dos repeats foi
construida utilizando dois métodos: uma analise de Neighbor Joining baseada na
abundancia dos repeats (Dodsworth et al., 2015a) e uma matriz de similaridade gerada a
partir dos clusters mais abundantes, representando mais de 0,01% do genoma, utilizando
o software Past 4.16 (Hammet; Harper, 2001). Adicionalmente, o pipeline TAREAN
(Tandem Repeat Analyser), também implementado no Galaxy/RepeatExplorer2, foi

empregado para identificar repeticdes em tandem (Novak et al., 2017).

3.2 FILOGENIA MOLECULAR

A filogenia molecular foi conduzida com base em sequéncias de plastomas
completos e DNAr nuclear para investigar a evolugdo do repeatoma no contexto
filogeografico de Podocarpus sellowii. Os plastomas foram previamente montados
conforme descrito por Nieto-Blazquez et al. (2020), enquanto as sequéncias de DNAr
seguiram as diretrizes de Melo et al. (2019). Ambas as sequéncias foram alinhadas
utilizando o algoritmo MAFFT, assegurando alta qualidade nos alinhamentos. Para inferir

as topologias, aplicou-se o0 método de Network por meio do software Splitstree4 (Huson;
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Bryant, 2005). A analise de Network foi baseada na maxima parciménia, aplicada tanto aos
plastomas quanto ao DNAr. O método de inferéncia filogenética baseado na abundancia de
repeats (Dodsworth, 2015) foi utilizado para analisar divergéncias genéticas e delimitar

clados taxonémicos em 10 populagdes de P. sellowii.

3.3 FILOGENIA DE REPEATS E SINAL FILOGENETICO

A filogenia dos repeats nos genomas das populagdes de Podocarpus sellowii foi
realizada para complementar as topologias baseadas em plastomas e DNAr. Utilizou-se o
método de Maxima Verossimilhanca (ML) com 1000 replicagdes no software Geneious (V.
9.1.8) e o plugin FastTree (Price et al., 2009) para reconstruir as relagdes filogenéticas.
Para avaliar possiveis incongruéncias entre as topologias geradas a partir de diferentes
marcadores, aplicou-se o pacote Cophylo no software R (Revell, 2012), permitindo a
comparacgao simultanea das arvores filogenéticas. A rede filogenética foi construida com
base em dados combinados de plastomas e DNAr nuclear utilizando o programa
SplitsTree4 (Huson; Bryant, 2006), conforme a metodologia de Holland; Moulton (2003).
Adicionalmente, foi realizada uma analise do sinal filogenético dos repeats, correlacionando
a abundancia desses elementos com preditores ecoldgicos extraidos de variaveis
ambientais do WorldClim. Para identificar as variaveis que melhor explicam as abundéancias
dos repeats, foram empregados modelos lineares generalizados com regressao quase-
binomial, utilizando o pacote glmulti (Calcagno, 2010) no software R (Barton, 2023). A
selecdo dos modelos baseou-se no critério de informacao de Akaike (AIC) (Akaike, 1973;
Hurvich; Tsai, 1989), selecionando os modelos com menores valores de AIC como mais
robustos para representar a relagédo entre variaveis ecologicas e a distribuicdo dos

repetitivos.

3.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E SELECAO DE VARIAVEIS ECOLOGICAS

Para investigar a influéncia de variaveis ecolégicas nao colineares sobre os
diferentes clados repetitivos nos genomas de Podocarpus sellowii, foram selecionadas 10
populagdes naturais, representando diferentes regides geograficas, localizadas e
codificadas da seguinte maneira: Baturité - CE (BTT), Caruaru - PE (BJC), Itabaiana - SE
(ITB), Comodoro - MT (COM), Alto Paraiso de Goias - GO (CPV), Una - BA (BAH), Brasilia
- DF (BRA), Carrancas - MG (CAR), Paranapiacaba - SP (PAR) e Santo Amaro - SC (STA).

As coordenadas geograficas dessas populagcdes foram registradas e utilizadas para
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obtencdo de dados climaticos. Um unico individuo por populagao foi selecionado para
caracterizar a fragao repetitiva do genoma. As variaveis ecologicas foram obtidas da
plataforma WorldClim 2.1 (Fick; Hijmans, 2017), e os dados geoclimaticos processados no
software QGIS (QGIS - Development Team, 2023). Foram extraidas 19 variaveis
bioclimaticas (Hijmans et al., 2005), e realizada uma analise de colinearidade entre elas.
Variaveis com alta correlagédo (coeficiente de Pearson > 0,7) ou baixa contribuicdo nas
primeiras cinco componentes principais de uma analise PCA foram excluidas. O conjunto
final de variaveis incluiu cinco bioclimaticas: BIO2 (variagdo da temperatura diurna), BIO5
(temperatura maxima do més mais quente), BIO6 (temperatura minima do més mais frio),
BIO13 (precipitacdo do més mais umido) e BIO14 (precipitacdo do més mais seco). Os
dados das variaveis selecionadas foram organizados em tabelas utilizando o software
Microsoft Excel 2021 (Microsoft Corporation, 2021) para facilitar a visualizagdo e o
tratamento dos dados. Foi gerado um grafico bidimensional para representar a separagao
geoclimatica das populagcbes com base nas cinco variaveis selecionadas, visando

identificar padrbes de distribuicao das linhagens repetitivas nos gradientes ambientais.

3.5 INTERAGCAO GENOMA-AMBIENTE

Para investigar a relagcédo entre as abundancias dos principais repeats do genoma e
as variaveis ambientais, foram realizadas analises comparativas e regressoes. As variaveis
climaticas obtidas pela plataforma WorldClim 2.1 (Fick; Hijmans, 2017) foram usadas como
preditoras. A correlacdo entre as abundancias de linhagens repetitivas e as variaveis
climaticas foi avaliada por correlacdo de Pearson, excluindo variaveis com coeficiente
superior a 0,7. Um modelo Species Packing com distribuicdo Gaussiana, implementado no
software PAST 4.16 (Hammer et al., 2001), foi utilizado para modelar a resposta das
abundancias dos repeats ao longo dos gradientes ecoldgicos. Além disso, uma regressao
linear simples foi aplicada para avaliar a relacdo entre a abundancia de repeats e as
variaveis bioclimaticas selecionadas (BIO02, BIO5, BIO6, BIO13 e BIO14). Por fim, uma
analise de Minimos Quadrados Generalizados Filogenéticos (PGLS - Phylogenetic
Generalized Least Squares) foi aplicada para examinar a influéncia das variaveis
geoclimaticas sobre a diversidade gendmica plastidial das populagdes de P. sellowii,
utilizando o software R Studio e o pacote Caper (Orme et al., 2013). A matriz filogenética
foi derivada dos dados plastidiais, assumindo um modelo Browniano para a evolugcédo dos
caracteres, sendo o modelo com menor valor de AIC selecionado para identificar as

associacdes mais adequadas entre o genoma plastidial e os fatores geoclimaticos.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO:
Analise Genéomica Comparativa da Gimnosperma Relictual Podocarpus sellowii

Klotzsch Ex Endl. (Podocarpaceae) em Populagdes Disjuntas ao Longo do Brasil

Augusto César Muniz, Natalia Castro, Tiago Esposito Meto, Andrea Pedrosa-Harand, Gustavo Souza

Resumo

A fragdo repetitiva dos genomas (repeatoma) € a mais abundante nos genomas
eucariodticos, principalmente devido a sua capacidade de gerar copias dos seus elementos,
contribuindo significativamente para a variagdo gendmica entre populagdes. A rapida
evolugao do repeatoma pode ser influenciada por pressées ambientais, sugerindo que sua
composicao e abundancia refletem adaptagdes a condigdes ecoldgicas especificas. Isso é
especialmente importante para espécies com distribuicdo fragmentada e habitats
especializados, como Podocarpus sellowii Klotzsch ex Endl, uma das poucas
gimnospermas nativas do Brasil. Sua distribuicdo em pequenas populagbes isoladas na
Mata Atlantica e Cerrado reflete um padrao relictual causado por vicariancia nos ultimos 20
milhdes de anos. Neste estudo, analisamos comparativamente o genoma de 10 individuos
de populagdes disjuntas de P. sellowii ao longo de um gradiente latitudinal, do Ceara a
Santa Catarina. Para isso, caracterizamos os repeats mais abundantes das populag¢des no
pipeline RepeatExplorer2, usando reads de baixa cobertura (lllumina HiSeq2500).
Coordenadas geograficas foram usadas para extrair variaveis climaticas para cada
populacao através da plataforma WorldClim. Os perfis de repeatoma foram interpretados
considerando relagdes filogenéticas baseadas em plastomas inteiros montados para este
estudo. Utilizando PGLS (do inglés, Phylogenetic Generalized Least Squares), foi possivel
calcular a correlagao entre repeats e variaveis ecologicas. Em geral, os repeatomas de P.
sellowii apresentaram alta abundéancia de retrotransposons LTR (do inglés, Long Terminal
Repeats), especialmente Ty1/copia-lvana (29,65% a 35,13%), Ty3/gypsy-Ogre (10,88% a
11,29%) e Ty1/copia-SIRE (8,06% a 10,46%). Como as abundancias de cada repeat foram
polimorficas entre nossas amostras de cada populacéo, testamos a influéncia da ecologia
e/ou filogenia sobre isso. Identificamos uma correlagao significativa entre varios LTRs e
transposons de DNA com caracteristicas de temperatura e precipitacdo. A arvore

filogenética baseada em repeats revelou grupos ecolégicos, separando individuos da Mata
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Atléntica dos do Cerrado, em vez de relagées genealdgicas. Nossos dados mostram que
cerca de 40% da fragdo gendmica repetitiva é diretamente influenciada por variaveis
ecoldgicas. Isso destaca interagdes significativas entre variaveis ambientais e a abundancia
de repeats, sugerindo que a especificidade ecoldgica dessas plantas relictuais impactou a

evolugdo de seus genomas.

Palavras-chave: Diversidade Genética; Analise Genémica; Repeatoma; Filogenémica;

Estrutura Populacional.

Abstract

The repetitive fraction of genomes (the repeatome) is the most abundant in eukaryotic
genomes, primarily due to its ability to generate copies of its elements, significantly
contributing to genomic variation among populations. The rapid evolution of the repeatome
can be influenced by environmental pressures, suggesting that its composition and
abundance reflect adaptations to specific ecological conditions. This is particularly important
for species with fragmented distributions and specialized habitats, such as Podocarpus
sellowii Klotzsch ex Endl, one of the few native gymnosperms of Brazil. Its distribution in
small, isolated populations in the Atlantic Forest and Cerrado reflects a relictual pattern
caused by vicariance over the past 20 million years. In this study, we conducted a
comparative genome analysis of 10 individuals from disjunct populations of P. sellowii along
a latitudinal gradient, from Ceara to Santa Catarina. To achieve this, we characterized the
most abundant repeats in the populations using the RepeatExplorer2 pipeline, based on
low-coverage reads (lllumina HiSeq2500). Geographic coordinates were used to extract
climate variables for each population via the WorldClim platform. The repeatome profiles
were interpreted considering phylogenetic relationships based on whole plastomes
assembled for this study. Using Phylogenetic Generalized Least Squares (PGLS), we were
able to calculate the correlation between repeats and ecological variables. Overall, the
repeatomes of P. sellowii showed a high abundance of LTR retrotransposons (Long
Terminal Repeats), particularly Ty1/copia-lvana (29.65% to 35.13%), Ty3/gypsy-Ogre
(10.88% to 11.29%), and Ty1/copia-SIRE (8.06% to 10.46%). Since the abundance of each
repeat was polymorphic across our samples from each population, we tested the influence
of ecology and/or phylogeny on this variation. We identified a significant correlation between
several LTRs and DNA transposons with temperature and precipitation characteristics. The

phylogenetic tree based on repeats revealed ecological groups, separating individuals from
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the Atlantic Forest from those of the Cerrado, rather than genealogical relationships. Our
data show that approximately 40% of the repetitive genomic fraction is directly influenced
by ecological variables. This highlights significant interactions between environmental
variables and repeat abundance, suggesting that the ecological specificity of these relict

plants has impacted the evolution of their genomes.

Keywords: Genetic Diversity; Genomic Analysis; Repeatome; Phylogenomics; Population

Structure.

Introdugao

Sequéncias repetitivas de DNA, ou repeats, representam a maior fragdo do genoma
de eucariotos e desempenham papeis fundamentais na evolugao e estruturagdo gendmica
(Satovié-Vuksié; Plohl, 2023). Esses elementos podem ser classificados em dois grupos
principais: DNA repetitivo disperso, também conhecido como elementos transponiveis
(TEs), e sequéncias em tandem, como DNAsat, teloméricos e centroméricos (Neumann et
al., 2019; Satovié-Vuksi¢; Plohl, 2023). Os elementos transponiveis (do inglés,
Transposables Elements - TEs), por exemplo, sdo conhecidos por sua mobilidade dentro
do genoma, o que pode gerar mutacdes e rearranjos significativos (Li et al., 2017), enquanto
as sequéncias em tandem, organizadas em blocos adjacentes, desempenham fung¢des
estruturais essenciais (Hartley; O'Neill, 2019). A abundancia e a similaridade dessas
sequéncias repetitivas tém sido amplamente utilizadas para formular hipoteses
filogenéticas e compreender padrdes evolutivos (Dodsworth, 2015a).

Em determinadas espécies vegetais, esses elementos repetitivos podem constituir
até 80% do genoma total, como € o caso de Zea mays L., sendo os principais responsaveis
pela variagdo no tamanho do genoma (GS, em inglés Genome Size) entre diferentes
espécies (Haberer et al., 2020; Gonzalez; Poggio, 2021). Esses elementos desempenham
papeis relevantes em processos adaptativos, especialmente em resposta a estresses
ambientais, influenciando a variabilidade genética adaptativa (Horvath; Merenciano;
Gonzalez, 2017; Chumova et al., 2022). Assim, a relagédo entre variaveis ecoldgicas, como
temperatura, precipitacdo e tipo de solo, e a abundancia de repeats, em diferentes
espécies, tem se tornado um foco crescente em estudos de ecologia evolutiva (Castro et
al., 2024; Chumova et al., 2022; Moraes et al., 2022).

O género Podocarpus Endl. (Podocarpaceae), € um grupo vegetal que oferece um

modelo intrigante para esse tipo de estudo. Entre as coniferas, Podocarpus se destaca por
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sua ampla distribuicdo no Hemisfério Sul e por ser uma das poucas que persistem em
florestas tropicais (Brodribb; Hill, 1999). A espécie Podocarpus sellowii Klotzsch Ex Endl.
possui uma distribuicdo geografica fragmentada, com populagdes disjuntas localizadas no
Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil (Lima; Barbosa, 1998; CNCFlora, 2024).
A adaptacio dessa espécie a diferentes ambientes faz de P. sellowii um excelente modelo
para estudos sobre a interagdo genoma-ambiente.

Estudos filogeograficos anteriores com P. sellowii revelaram padrées de subdivisao
populacional, baseados em analises de regides nucleares e plastidiais (Melo et al., 2019).
No entanto, esses estudos n&o exploraram de forma abrangente a influéncia dos repeats
na evolugao da espécie. Os marcadores moleculares utilizados apresentaram limitacdes, e
0 numero restrito de populagdes amostradas comprometeu conclusées mais robustas (Melo
et al., 2019). Embora as novas tecnologias de sequenciamento tenham permitido um maior
detalhamento das fragbes repetitivas do genoma, ainda € necessario avangar na
compreensao da relagdo entre a abundancia de repeats e as variaveis ecoldgicas que
influenciam a evolugao de populagdes fragmentadas.

Diante desse contexto, o presente estudo busca utilizar a fracao repetitiva dos
genomas (repeatoma) de individuos de populagdes naturais de Podocarpus sellowii como
fonte de informagdo para entender a histéria demografica e interagées ecoldgicas da
espéecie ao longo de sua distribuicdo no Brasil. A investigacdo dessas interagdes em
espécies relictuais como P. sellowii contribui para o entendimento dos mecanismos de
adaptacao e diversificagdo genémica em plantas de florestas tropicais. Além disso, essa
compreensao € essencial para a conservagao de populagdes geneticamente isoladas e
adaptadas a diferentes condigdes ecoldgicas. Assim, o presente trabalho visa aprofundar o
conhecimento da histéria demografica de P. sellowii na regi&do Neotropical, avaliando suas
relagdes filogenéticas e o impacto dos eventos climaticos na evolugdo de sua fragao
repetitiva, utilizando métodos filogenéticos comparativos para entender melhor as

interacbes genoma-ambiente.

Metodologia

Caracterizagao e Analise in silico da Fragao Repetitiva

O DNA gendémico de 10 individuos representativos de popula¢des de Podocarpus

sellowii, distribuidos em diferentes regides geograficas do Brasil, localizadas e codificadas
da seguinte maneira: Baturit¢ - CE (BTT), Caruaru - PE (BJC), Itabaiana - SE (ITB),
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Comodoro - MT (COM), Alto Paraiso de Goias - GO (CPV), Una - BA (BAH), Brasilia - DF
(BRA), Carrancas - MG (CAR), Paranapiacaba - SP (PAR) e Santo Amaro - SC (STA), foi
sequenciado utilizando a plataforma Illumina HiSeq2500 (2 x 150 bp). A analise
comparativa da fragdo repetitiva do genoma foi realizada com a ferramenta
Galaxy/RepeatExplorer2, que executa um agrupamento baseado em graficos para
identificar os repeats mais abundantes, agrupando-os conforme a similaridade e gerando
clusters para diferentes familias de DNA repetitivo (Novak et al., 2013). O numero de leituras
utilizado na analise foi ajustado para garantir uma cobertura de 0,10 vezes para cada
populagado, excluindo-se as sequéncias de cloroplasto e mitocondria por representarem
possiveis contaminantes. Para a andlise comparativa entre populagdes, as leituras foram
filtradas por qualidade, com 95% das bases apresentando qualidade igual ou superior ao
valor de corte de 10. A cobertura foi ajustada para ~0,04x para cada populagdo, com
agrupamento baseado em 90% de similaridade sobre um minimo de 55% de sobreposig¢ao
de sequéncia. Apenas clusters com abundancia superior a 0,01% foram considerados
(Novak et al., 2020). As proporgdes individuais e comparativas dos clados de repeats,
referindo-se ao total de unidades repetitivas classificadas em cada categoria, foram
calculadas com base no numero de leituras agrupadas em relagdo ao total de leituras
utilizadas na analise, apos a exclusao das leituras de cloroplasto e mitocondria (Neumann
et al., 2019). Adicionalmente, o pipeline TAREAN (Tandem Repeat Analyser), também
implementado no Galaxy/RepeatExplorer2, foi empregado para identificar repeats em

tandem, permitindo a caracterizacéo de satDNA (Novak et al., 2017).

Filogenia Molecular

A filogenia molecular foi conduzida com base em sequéncias de plastomas
completos e DNAr nuclear para investigar a evolugdo do repetoma no contexto
filogeografico de Podocarpus sellowii. Os plastomas foram previamente montados
conforme descrito por Nieto-Blazquez et al. (2020), enquanto as sequéncias de DNAr
seguiram as diretrizes de Melo et al. (2019). Ambas as sequéncias foram alinhadas
utilizando o algoritmo MAFFT, assegurando alta qualidade nos alinhamentos. Para inferir
as topologias, aplicou-se o método de Network por meio do software Splitstree4 (Huson &
Bryant, 2005). A analise de Network foi baseada na maxima parciménia, aplicada tanto aos
plastomas quanto ao DNAr, proporcionando uma visdo integrada das divergéncias
genéticas entre os diferentes clados. Além disso, foi utilizado o método de inferéncia

filogenética baseado na abundancia de repeats (Dodsworth, 2015), permitindo verificar a
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acumulacao diferencial desses elementos nas populagdes de P. sellowii analisadas, com o

objetivo de delimitar clados taxonémicos.

Filogenia de Repeats e Sinal Filogenético

A filogenia dos repeats nos genomas das populagdes de Podocarpus sellowii foi
realizada para complementar as topologias baseadas em plastomas e DNAr. Utilizou-se o
meétodo de Maxima Verossimilhanga (ML) com 1000 replicagdes no software Geneious (v.
9.1.8) e o plugin FastTree (Price et al., 2009) para reconstruir as relagdes filogenéticas.
Para avaliar possiveis incongruéncias entre as topologias geradas a partir de diferentes
marcadores, aplicou-se o pacote Cophylo no software R (Revell, 2012), permitindo a
comparagao simultdnea das arvores filogenéticas. O sinal filogenético foi avaliado pela
estatistica A, onde A = 1 indica estrutura filogenética de acordo com o modelo de movimento
browniano, e A = 0 indica auséncia de sinal filogenético. Os valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. A rede filogenética foi construida com base em dados
combinados de plastomas e DNAr nuclear utilizando o programa SplitsTree4 (Huson;
Bryant, 2006), conforme a metodologia de Holland; Moulton (2003). Essa analise ofereceu
uma perspectiva detalhada sobre a distribuicdo das linhagens repetitivas entre as
populagdes, contribuindo para a compreensdao da influéncia de eventos historicos e
ecoldgicos. Adicionalmente, foi realizada uma analise do sinal filogenético dos repeats,
correlacionando a abundancia desses elementos com preditores ecoldgicos extraidos de
variaveis ambientais do WorldClim. Para identificar as variaveis que melhor explicam as
abundancias dos repeats, foram empregados modelos lineares generalizados com
regressdo quase-binomial, utilizando o pacote glmulti (Calcagno, 2010) no software R
(Barton, 2023). A selegao dos modelos baseou-se no critério de informagao de Akaike (AIC)
(Akaike, 1973; Hurvich; Tsai, 1989), selecionando os modelos com menores valores de AIC
como mais robustos para representar a relagao entre variaveis ecologicas e a distribuicao

dos repetitivos.

Distribuicdo Geografica e Selegdo de Variaveis Ecolégicas

Para investigar a influéncia de variaveis ecolégicas nao colineares sobre os
diferentes clados repetitivos nos genomas de Podocarpus sellowii, foram selecionadas 10
populag¢des naturais do Brasil, representando diferentes regides geograficas, localizadas e
codificadas da seguinte maneira: Baturité - CE (BTT), Caruaru - PE (BJC), ltabaiana - SE
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(ITB), Comodoro - MT (COM), Alto Paraiso de Goias - GO (CPV), Una - BA (BAH), Brasilia
- DF (BRA), Carrancas - MG (CAR), Paranapiacaba - SP (PAR) e Santo Amaro - SC (STA).
As coordenadas geograficas dessas populagdes foram registradas e utilizadas para
obtencdo de dados climaticos. Um unico individuo por populagao foi selecionado para
caracterizar a fragdo repetitiva do genoma. As variaveis ecologicas foram obtidas da
plataforma WorldClim 2.1 (Fick; Hijmans, 2017), e os dados geoclimaticos processados no
software QGIS (QGIS - Development Team, 2023). Foram extraidas 19 variaveis
bioclimaticas (Hijmans et al., 2005), e realizada uma analise de colinearidade entre elas.
Variaveis com alta correlagcéo (coeficiente de Pearson > 0,7) ou baixa contribuicdo nas
primeiras cinco componentes principais de uma analise PCA foram excluidas. O conjunto
final de variaveis incluiu cinco bioclimaticas: BIO2 (variagdo da temperatura diurna), BIO5
(temperatura maxima do més mais quente), BIO6 (temperatura minima do més mais frio),
BIO13 (precipitacdo do més mais umido) e BIO14 (precipitacdo do més mais seco). Os
dados das variaveis selecionadas foram organizados em tabelas utilizando o software
Microsoft Excel 2021 (Microsoft Corporation, 2021) para facilitar a visualizagdo e o
tratamento dos dados. Foi gerado um grafico bidimensional para representar a separagao
geoclimatica das populagdes com base nas cinco variaveis selecionadas, visando

identificar padrbes de distribuicao das linhagens repetitivas nos gradientes ambientais.

Interagdo Genoma-Ambiente

Para explorar a relagdo entre as abundancias dos principais repeats do genoma e
as variaveis ambientais, foram realizadas analises comparativas e regressoes. As variaveis
climaticas previamente obtidas da plataforma WorldClim 2.1 (Fick & Hijmans, 2017) foram
utilizadas como preditoras. A avaliagdo da correlagdo entre abundancias de linhagens
repetitivas e variaveis climaticas foi realizada por meio de correlacao de Pearson, excluindo-
se variaveis com coeficiente maior que 0,7. Um modelo Species Packing com distribuicao
Gaussiana, implementado no software PAST 4.16 (Hammer et al., 2001), foi utilizado para
modelar a resposta das abundéancias dos repetitivos ao longo dos gradientes ecoldgicos.
Adicionalmente, uma analise de regressao linear simples foi realizada para avaliar a relagao
entre a abundancia de repeats e as variaveis bioclimaticas selecionadas (BIO2, BIOS, BIO6,
BIO13 e BIO14). Por fim, uma analise de Minimos Quadrados Generalizados Filogenéticos
(PGLS, do inglés Phylogenetic Generalized Least Squares) foi aplicada para examinar a
influéncia das variaveis geoclimaticas sobre a diversidade genbémica plastidial das

populagdes de P. sellowii, utilizando o software R Studio e o pacote caper (Orme et al.,
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2013). A matriz filogenética foi derivada dos dados plastidiais, assumindo um modelo
Browniano para a evolugdo dos caracteres, sendo o modelo com menor valor de AIC
selecionado para identificar as associagbes mais adequadas entre 0 genoma plastidial e os

fatores geoclimaticos.

Resultados e Discussao

Composicao da fragao repetitiva de individuos de P. selowii

Com a andlise das fragbes repetitivas dos genomas, realizada por meio da
plataforma RepeatExplorer (Novak et al., 2013), foi possivel obter a caracterizagao
detalhada dos principais elementos repetitivos nos genomas dos 10 individuos de
populagdes naturais de Podocarpus sellowii. Os resultados evidenciaram padrdes distintos
na abundancia e diversidade de repeats entre os individuos analisados (Tabela 1, Figura
1). Alguns estudos indicam que variagdes em repeats do genoma podem estar associadas
a respostas diferenciadas a pressdes ambientais, afetando a capacidade adaptativa e
evolutiva de populagdes frente a desafios ecoldgicos, como competicdo por recursos e
mudangas no habitat (Avolio et al., 2012). Esses padrbes de variacdo genética e
diversidade fenotipica tém sido observados em diferentes contextos ecolégicos, reforcando
a ideia de que caracteristicas gendmicas, principalmente relacionadas a dinédmica dos
elementos repetitivos do genoma, podem desempenhar um papel crucial na resiliéncia e
adaptacao de populagcdes a novos ambientes (Pasala et al., 2020). No repeatoma das
populagdes analisadas, os elementos mais abundantes foram: a linhagem/classe
Ty1/Copia - Ivana, sendo o0 elemento mais abundante no genoma, com valores de
abundancia variando entre 29,65% e 35,13% nas diferentes populagcdes amostradas. A
linhagem/classe Ty3/Gypsy - Ogre, embora menos abundante que Ivana, apresenta alta
abundancia, variando de 10,88% a 11,29% nas populagdes. A linhagem/classe Ty1/Copia
- SIRE também apresenta abundancia significativa, com valores entre 8,06% e 10,46%.
Entre os elementos ndo-LTR, a linhagem LINE é a mais abundante, variando de 0,68% a
0,95%. Nessa perspectiva, ficou evidente que as linhagens Copia predominam sobre as
linhagens Gypsy, com destaque expressivo para o lvana. Além disso, os elementos LTR
sdo mais abundantes do que os ndo-LTR no genoma desta espécie. Esse padrao de maior
abundancia de LTR também foi observado em representantes de outras plantas,
notadamente Zea mays L. (milho), Glycine max (L.) Merr. (soja) e Oryza sativa L. (arroz)

(Baucom et al., 2009; Tenaillon et al., 2011; Munoz-Amatriain et al., 2013). Em Zea mays,
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os elementos LTR representam a maior parte do conteudo repetitivo, contribuindo
significativamente para o tamanho do genoma (Tenaillon et al., 2011). De forma
semelhante, em Glycine max, retrotransposons da familia LTR sdo predominantes,
desempenhando um papel importante na variagcdo genémica (Du et al., 2010). Ja em Oryza
sativa, os elementos LTR foram identificados como os mais abundantes entre os repeats
(Baucom et al., 2009). Além disso, variagao intraespecifica na composi¢céao de repeats foi
observada em diversas espécies de plantas. Em Hordeum vulgare L. (cevada), por
exemplo, as diferengas no conteudo de LTRs entre linhagens refletem variagées no
tamanho do genoma (Munoz-Amatriain et al., 2013). No Triticum aestivum L. (trigo),
também foram observadas diferencas significativas na abundancia de elementos LTR entre
variedades e ecotipos (Wicker et al., 2018), sugerindo um impacto importante desses
elementos na plasticidade gen6mica e na adaptacédo as condi¢des ambientais. Levando
isso em consideragéo, a predominancia das linhagens Copia sobre as Gypsy sugere que
essas sequéncias repetitivas podem ter desempenhado um papel significativo na evolugao
e na estrutura gendmica de Podocarpus sellowii. Os elementos Copia apresentam uma
distribuicdo mais uniforme ao longo dos cromossomos, com menor especificidade pela
heterocromatina em comparagdo aos Gypsy. Essa caracteristica pode influenciar sua
relagcdo com a estrutura genémica e potencialmente com aspectos adaptativos (Bourgeois
et al., 2021).

A topologia da arvore filogenética baseada em repeats ndo apresentou similaridade
com as redes construidas a partir dos plastomas ou DNAr, o que sugere uma evolugao
independente da fragdo repetitiva do genoma em relacdo as linhagens filogenéticas
tradicionais. Isso sugere que os elementos repetitivos no genoma de Podocarpus sellowii
aparentemente possuem uma dindmica evolutiva pouco correlacionada com as relacdes de
parentesco genético, indicando a influéncia de outros fatores. Por outro lado, a arvore
baseada em repeats revelou uma divisdo em dois grandes clados: o primeiro inclui as
populag¢des do Nordeste do Brasil (BTT, BJC, ITB, BAH) e outras populagdes mais préoximas
ao litoral (PAR e STA, com excegcdo de BRA), enquanto o segundo é composto por
populag¢des do Centro-Oeste e Sudeste (COM, CPV, CAR). Essa divisao filogeografica esta
fortemente associada a distribuicdo geografica das populagbes, sugerindo que o0s
agrupamentos da topologia dos repeats esta refletindo relagdes ecologicas. Castro et al.,
(2024), destacam a influéncia de gradientes ambientais sobre a composi¢cao do repeatoma
em diferentes populagbes de espécies do género Erythrostemon Klotzsch (Leguminosae
Juss). No entanto, essa topologia dos repeats apresentou baixos valores de suporte (Figura

2), o que pode estar relacionado ao tipo de dado (abundancia dos repeats) usados para a
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construgdo da arvore e/ou baixa resolugédo filogenética dos repeats nessa espécie
(Dodsworth et al. 2015).

Alternativamente, esses baixos valores de suporte podem sugerir que a divergéncia
entre as populagdes pode ndo ser tao robusta ou linear quando comparadas as filogenias
obtidas por outros parametros, revelando que outros fatores, como evolugédo convergente
de repeats ou pressdes seletivas locais, além das proprias variaveis ecoldgicas, podem
estar atuando na diversificagdo das populagdes (Ord; Summers, 2015; Bourgeois et al.,
2019). A discrepancia observada entre esta arvore dos repeats e as redes baseadas em
plastomas e DNAr, juntamente com o baixo sinal filogenético observado (Tabela 3),
levantam o indicio de uma evolugao independente dos repeats em relagao as sequéncias
gendmicas conservadas, o que € inesperado, tendo em vista o forte significado filogenético
dos repeatomas apontado em estudos anteriores (Dodsworth et al. 2015; Du et al., 2022;
Jost et al., 2022). Isso pode sugerir que em analises numa escala intraespecifica com
relagdes nao-dicotbmicas os repeats podem nao ser bons marcadores de relagbes de

parentesco.
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Figura 2. Arvore filogenética baseada na abundancia de repeats nos genomas de Podocarpus sellowii e mapa

de ocorréncia das 10 populagdes analisadas. Fonte: O autor (2024).
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Utilizando o método de Maxima Verossimilhanca (ML) com 1000 replicagdes e redes
filogenéticas, obtivemos informagdes importantes sobre a relagdo entre a filogenia e a
abundancia dos repeats no genoma (Tabela 3). Os resultados da avaliagdo do sinal
filogenético, utilizando a estatistica A, indicaram uma estrutura filogenética alinhada ao
modelo de movimento browniano em diversas caracteristicas analisadas, com A préximo de
1. Em contrapartida, observou-se auséncia de sinal filogenético em outros casos, com
valores de A tendendo a 0. S6 houve significancia estatistica confirmada com valores de p
< 0,05, indicando a robustez dos resultados obtidos. Para os plastomas, observou-se que
a maioria dos repeats ndo apresentou sinal filogenético significativo, com excecédo da
familia Athila (A = 1, p = 0,043) e da familia CACTA (A = 1, p = 0,069). Esses resultados
indicam que a evolugao dessas familias de repetitivos pode estar correlacionada com a
estrutura filogenética das populagdes de P. sellowii. Em contrapartida, as linhagens Ale,
CRM, Gymco, LINE, Ogre, Reina, SIRE, SOLA2, Tatll, Tekay, Tork, PARA e satellite ndo
apresentaram sinal filogenético significativo (p = 1,000), sugerindo que a evolugao dessas
familias ndo segue o padrao de divergéncia filogenética esperado pelo modelo browniano.
No DNAr nuclear, o sinal filogenético foi mais evidente em alguns repeats, como Ivana (A =
0,995, p =0,034), SIRE (A=0,971, p =0,001), PARA (A= 1, p = 0,003) e satellite (A = 0,999,
p = 0,026). Esses resultados sugerem uma correlagao entre a evolugao da fragao repetitiva
e a divergéncia filogenética nas populacées de P. sellowii, especialmente para esses
elementos. Entretanto, outros repetitivos como Athila (A = 0,794, p = 0,348), CACTA (A =
0,783, p = 0,145) e Ogre (A = 0,988, p = 0,297) ndo apresentaram sinal significativo,
indicando uma evolugdo mais independente desses elementos em relagcdo a histéria
filogenética das populacdes. A discrepancia entre as analises baseadas em plastomas e
DNAr nuclear sugere uma evolugao distinta dos repeats em diferentes partes do genoma,
possivelmente influenciada por fatores ecolégicos e ambientais. Modelos baseados em
variaveis ecoldgicas do WorldClim reforcam essa hipétese, mostrando que preditores
climaticos desempenham um papel importante na diversificagdo genémica de Podocarpus
sellowii. Assim, a evolugao da fragao repetitiva do genoma dessa espécie ndo parece estar
estritamente ligada a filogenia, sendo que o sinal filogenético em alguns elementos pode
refletir heranga, enquanto a auséncia desse sinal em outros sugere a atuagcado de outros
fatores, como influéncias ambientais, ou evolugcdo convergente. Estudos prévios
corroboram a variacdo observada nos sinais filogenéticos em elementos repetitivos.
Munkemuller et al. (2012) enfatizam que, enquanto algumas caracteristicas genémicas
podem seguir um modelo de evolugéo filogenética baseado no movimento browniano,

outras, especialmente em grupos vegetais, apresentam evolugcao nao filogenética devido a
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pressdes ambientais ou processos de convergéncia evolutiva. Delsuc et al. (2018)
demonstram que a evolugdo de elementos repetitivos, como transposons, pode ser
modulada por fatores ecolégicos e climaticos, reforgando a hipotese de que a evolugao de
fragbes gendmicas especificas ndo esta estritamente relacionada a histéria filogenética,
mas influenciada por variagdes ambientais. Esses fatores podem explicar a auséncia de
sinal filogenético significativo em diversas linhagens de P. sellowii, particularmente em

relacéo aos repeats que seguem padrdes evolutivos independentes de sua filogenia.

Tabela 3. Sinal filogenético (A) e valores de p para as principais linhagens de repeats nos genomas de
Podocarpus sellowii, com base em plastomas e DNAr nuclear. Valores de A indicam a presenca (A = 1) ou

auséncia (A = 0) de sinal filogenético, enquanto valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.

Plastomas DNAr

Repeat A\ p Repeat A\ p

Ale 0,000 1,000 Ale 0,000 1,000
Athila 1,000 0,043 Athila 0,794 0,348
CRM 0,000 1,000 CRM 0,000 1,000
CACTA 1,000 0,069 CACTA 0,783 0,145
Gymco 0,000 1,000 Gymco 0,000 1,000
hAT 1,000 0,069 hAT 0,000 1,000
lvana 0,735 0,309 Ivana 0,995 0,034
LINE 0,000 1,000 LINE 0,000 1,000
Ogre 0,000 1,000 Ogre 0,988 0,297
Reina 0,000 1,000 Reina 0,000 1,000
Retand 0,000 1,000 Retand 0,000 1,000
SIRE 0,000 1,000 SIRE 0,971 0,001
SOLA2 0,000 1,000 SOLA2 0,569 0,408
Tatll 0,000 1,000 Tatll 0,000 1,000
Tekay 0,000 1,000 Tekay 0,000 1,000
Tork 0,000 1,000 Tork 0,000 1,000
PARA 0,000 1,000 PARA 1,000 0,003
satellite 0,000 1,000 satellite 0,999 0,026

Fonte: O autor (2024)



42

Distribuicao das Populagcoes de Podocarpus sellowii

A analise das populagbes de Podocarpus sellowii ao longo de um gradiente
latitudinal no Brasil (Figuras 2 e 3) revelou variacdo gendmica significativa. A abordagem
NGS gerou dados informativos que permitiram identificar padrbes genéticos importantes.
As analises de Network revelaram um cenario relativamente similar entre os dados
plastidiais e de DNAr (Figura 4). As analises nucleares e plastidiais revelaram P. sellowii
uma tendéncia de separacao entre as populagcdes do Nordeste e as do Centro-
Oeste/Sudeste/Sul (Figura 2). As populagdes mais proximas ao litoral do Nordeste exibem
ramos mais curtos nas redes, indicando maior similaridade entre si e um possivel evento
mais recente de diversificagao, o que é corroborado por analises prévias (Melo et al., 2019).
Em contraste, as populagdes do Centro-Oeste, Sudeste e Sul mostram ramos mais longos,
uma maior complexidade nas relagées com maiores reticulagdes, 0 que sugere uma maior
complexidade filogenética associada a um tempo de divergéncia mais longo (Melo et al.,
2019) (Figura 4). Essa diferenciacao pode estar ligada a um processo de evolugao mais
antigo das populagdes do Centro/ Sul, o que reforga a hipotese de que a rota de colonizagao
de P. sellowii para a Mata Atlantica se deu por conexdes com a Amazénia (centro de origem
do grupo) via a regiao central do Brasil durante periodos interglaciais (Quiroga et al., 2016;
Melo et al., 2019). A variacdo gendbmica significativa observada nas populacbdes de P.
sellowii ao longo do gradiente latitudinal pode ser explicada por eventos historicos e
ecoldgicos que moldaram a distribuigdo genética das populag¢des. Pennington et al. (2004)
discutem a importancia das conexdes historicas entre a Amazbnia e a Mata Atlantica
durante os periodos interglaciais, corroborando a hipétese de que a colonizagdo da Mata
Atlantica por P. sellowii ocorreu via a regido central do Brasil. Além do mais, Nieto-Blazquez
(2019) sugere que eventos histéricos e fatores ecolégicos desempenham um papel crucial
na diversificagdo de coniferas e outros grupos vegetais, como evidenciado no estudo da
biogeografia de Podocarpus. Esses trabalhos reforcam eventos que podem explicar a
separacao entre as populacdes do Nordeste e aquelas do Centro-Oeste, Sudeste e Sul,
observada nas analises nucleares e plastidiais, e indicam que o padrao de divergéncia no
Nordeste pode estar relacionado a eventos de diversificagdo das principais linhagens da
especie, que se deu ha 18 milhdes de anos, durante o Mioceno, como observado por Melo
et al. (2019).

Além disso, as analises de Network indicaram que as populacdes do Nordeste de P.
sellowii permanecem monofiléticas, mostrando maior similaridade genética entre essas

populagcdes em relacdo as do Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Figura 4). Esse padrao é
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observado tanto nos dados nucleares quanto nos plastidiais (Figura 4, A e B), mas com
uma diferenga notavel: a rede filogenética baseada em DNAr apresenta menor resolugéo e
maior reticulagdo em comparagao com a rede plastidial. Acredita-se que essa diferenca
seja resultado da heranga biparental do DNAr, que aumenta a recombinagdo e a
variabilidade genética, levando a uma topologia mais complexa e reticulada nas redes
nucleares. Esse fendmeno tem sido amplamente discutido em estudos de filogenia de
plantas, como os de Hollingsworth et al. (2011) que destacam que a heranga biparental do
DNA nuclear complica a resolucédo de filogenias, aumentando o grau de reticulagdo em
redes filogenéticas. Além disso, a pesquisa de Li et al. (2021) também observou que
sequéncias plastidiais, devido a sua heranga uniparental, fornecem uma resolugéo
filogenética mais clara, corroborando os resultados encontrados nas redes plastidiais de P.
sellowii. Mais recentemente, estudos reforcam essa distingdo, mostrando que a analise de
plastomas frequentemente resulta em maior eficiéncia na discriminagao de espécies devido
a menor recombinacao e a heranga direta da mae, facilitando a reconstrucao de topologias

filogenéticas bem-resolvidas (Fu et al., 2024).



44

Oceano Atlantico

Oceano Pacifico

Q Populagdes de Podocarpus sellowii amostradas no trabalho
4 Outras populagdes de Podocarpus sellowii
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[ clima tropical seco
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Figura 3. Mapa com as populagdes naturais amostradas de Podocarpus sellowii. Siglas indicam as
localidades de cada populagdo, conforme legenda disponivel na Tabela 1. Fonte: O autor (2024).
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Figura 4. Redes filogenéticas inferidas para as 10 populagdes de Podocarpus sellowii (ITB, STA, BRA,
BAH, BJC, BTT, CAR, COM, CPV, PAR), juntamente com os respectivos mapas de localizagdo geogréfica
das populagdes amostradas. (A): a rede filogenética baseada em plastomas revela uma clara distingéo
entre as populac¢des do Nordeste (BTT, BJC, ITB, BAH), além da populagdo BRA, cujos ramos curtos
indicam maior similaridade e sugerem um evento de divergéncia mais recente. (B): rede filogenética
baseada em DNAr mostra popula¢des do Centro-Oeste e Sudeste (PAR, CAR, CPV) com ramos mais
longos e maior reticulagdo, sugerindo uma complexidade filogenética maior e um tempo de divergéncia mais
longo em relagéo as populagdes do Nordeste. Os ramos com dois tragos diagonais indicam ramos muito
longos que foram reduzidos para melhorar a visualizagao. A escala na parte superior esquerda (Figura A) e
superior direita (Figura B) representam a distancia evolutiva. Fonte: O autor (2024).
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Variabilidade ecolégica das populagées de Podocarpus sellowii

A distribuicao das populagdes naturais de Podocarpus sellowii abrange um extenso
gradiente latitudinal, de —4,26 (Baturité-CE) a —27,72 (Santo Amaro-SC) (Figura 3). Os
mapas gerados no QGis (Figuras 2, 3 e 4) evidenciam a ampla dispersdo geografica da
espécie, destacando sua ocorréncia em diferentes zonas climaticas. A extracdo de 19
variaveis bioclimaticas permitiu identificar fatores ambientais associados a distribuicdo das
populagdes (Tabela 2). Apos testes de autocorrelagdo, as variaveis Variagdo da
Temperatura Média Diurna (BIO2) e Precipitagdo do Més Mais Seco (BIO14) surgiram como
os preditores climaticos mais relevantes, otimizando a modelagem ambiental e
proporcionando uma compreensao mais precisa dos fatores ecoldgicos que influenciam a
variagdo genética e a adaptagao das populagdes ao longo do gradiente latitudinal.

A variabilidade climatica observada entre as populagdes de P. sellowii é significativa,
com a Precipitagcao do Més Mais Seco (BIO14) variando de 6 mm em Paranapiacaba (SP)
a 110 mm em Santo Amaro (SC), e a Variagdao da Temperatura Média Diurna (BIO2)
oscilando entre 6,94 °C em Una (BA) e 13,06 °C em Comodoro (MT). Essa variabilidade
pode estar associada a adaptagbes ecologicas locais, uma hipdtese corroborada por
estudos com outras espécies que habitam gradientes amplos. De Sousa et al. (2020)
investigaram populacdes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze, uma conifera brasileira
que, assim como Podocarpus, ocorre em uma faixa altitudinal e latitudinal diversa, mais
precisamente ocorrendo nas regides Sudeste, nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sao Paulo, e na regidao Sul, no Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (lganci &
Dornelas, 2020). Os autores descobriram que fatores como a variacdo na temperatura e
umidade foram determinantes para padrdes de diferenciacdo genética local, corroborando
os resultados apresentados aqui, nos quais a variagao da temperatura média diurna foi
identificada como um dos principais preditores (De Sousa et al., 2020). Nesse sentido, a
selecdo de variaveis como Precipitagdo do Més Mais Seco (BIO14) e a Variagdo da
Temperatura Média Diurna (BIO2) otimiza a modelagem ambiental e revela padrdes
importantes de adaptagao local. ller et al. (2021) mostraram que a variagdo nas condi¢oes
de precipitacdo, particularmente a precipitacdo do més mais seco, esta fortemente
associada a mudancas na fenologia e na plasticidade fisiologica de plantas adaptadas a
ambientes sazonais. O fato de a Precipitacdo do Més Mais Seco variar de 6 mm em
Paranapiacaba (SP) a 110 mm em Santo Amaro (SC) pode indicar adaptagdes
diferenciadas em resposta as condi¢oes locais de umidade, tal como observado por ller et

al. (2021) em espécies mediterraneas que enfrentam flutuagbes sazonais extremas.
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Correlagdao genoma-ambiente

Foram utilizadas diferentes estratégias para estimar a relagdo genoma-ambiente em
Podocarpus sellowii. As analises realizadas revelaram correlagdes significativas entre a
abundancia de repeats e as variaveis ambientais, indicando uma forte influéncia do
ambiente sobre o genoma de P. sellowii. O correlograma (Figura 5) mostrou que diferentes
repeats respondem de maneiras especificas as condi¢des climaticas. Os elementos Ale e
Reina apresentaram uma correlagdo negativa com a variavel BIOS (temperatura maxima
do més mais quente) e com a latitude, sugerindo que sua abundancia diminui em regides
de maior temperatura e em localidades mais ao norte. Este padrao pode refletir uma
influéncia das condigbes climaticas na regulacdo do elemento Ale, uma vez que
temperaturas mais baixas e menores amplitudes térmicas podem favorecer sua
estabilidade e mobilizagdo no genoma, possivelmente devido a uma menor repressao
epigenética e maior eficiéncia enzimatica da transcriptase reversa (lto et al., 2011). Ja o
elemento Athila foi correlacionado negativamente com a BIO2 (amplitude térmica anual), o
que indica uma menor abundéancia deste elemento em areas com maior variagdo sazonal
de temperatura. Da mesma forma, CACTA mostrou correlacédo negativa com BIO2, mas
uma correlagao positiva com BIO6 (temperatura minima do més mais frio). Isso sugere que
esse elemento pode ser favorecido por climas com menores variagoes térmicas, mas com
temperaturas minimas relativamente mais altas. Outro resultado interessante foi observado
no elemento Gymco-L, que apresentou uma correlagdo negativa com BIOZ2, indicando que
ele pode ser sensivel a variagdes térmicas mais acentuadas. hAT, por sua vez, apresentou
forte correlacdo negativa com BIO2 e positiva com BIO14 (precipitagcdo durante a estagao
seca), sugerindo uma abundéancia maior em ambientes com menor variagao térmica e maior
disponibilidade hidrica nas estagbes mais secas. O elemento Ivana também mostrou um
padrao de correlacdo, apresentando uma correlagdo negativa com BIO13 (precipitacao
durante a estacdo mais umida). Esses achados reforcam que a precipitacédo, tanto na
estacdo seca quanto na umida, exerce uma influéncia importante na distribuicido destes
elementos. Nessa perspectiva, os resultados sugerem uma correlagdo entre as variaveis
climaticas e a abundancia dos repeats em P. sellowii, indicando que fatores climaticos
podem desempenhar um papel relevante nessa dinamica. As correlacbes negativas
observadas com variaveis associadas a temperaturas extremas e amplitudes térmicas,
juntamente com as correlagdes positivas com a precipitagdo, sugerem que o ambiente
climatico pode influenciar a abundancia de repeats. Assim, os resultados indicam uma

possivel associagao entre fatores climaticos e a dinamica dos repeats, que pode refletir
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respostas adaptativas, mas essa hipdtese requer investigacbes adicionais para
confirmacédo. Comparativamente, estudos anteriores forneceram informacdes relevantes
sobre essa relagdo. Um estudo com palmeiras (Arecaceae Schultz Sch.) observou que a
aridez pode limitar a amplificagdo de repeats, com elementos como Ty1-copia sendo mais
abundantes em condigbes aridas, enquanto Ty3-gypsy e TIR predominam em ambientes
umidos, sugerindo que condigdes abidticas do ambiente influenciam diretamente a
composi¢cao do repeatoma e restringe a expansao repetitiva em condi¢cbes extremas
(Schley et al., 2022). Outro trabalho explorou a dindmica dos repeats em Erythrostemon
Klotzsch (Fabaceae), mostrando que esses elementos ndo respondem apenas a pressdes
ambientais atuais, mas também s&o moldados por eventos histéricos, como divergéncias
geograficas. No caso de P. sellowii, as correlagdes observadas com variaveis climaticas
contemporaneas indicam uma resposta mais imediata as condi¢bes ambientais. Em
contraste, em espécies como Erythrostemon, fatores histéricos parecem desempenhar um
papel mais significativo na evolucao do repeatoma (Castro et al.,, 2024). Contudo, é
importante ressaltar que a literatura sobre a familia Podocarpaceae ainda ¢é incipiente no
que diz respeito a relacéo entre fatores ambientais e a evolugcéo de repeats. Estudos mais
robustos sdo necessarios para confirmar esses padrdes, ja que atualmente as informacgodes
disponiveis para o género Podocarpus sao limitadas. Essas variagdes refletem tanto a
diversidade nas linhagens de repeats quanto as diferentes pressdes ambientais
enfrentadas por cada espécie, sugerindo que a influéncia do ambiente na dindmica dos

repeats pode variar substancialmente de acordo com o contexto ecolégico e evolutivo.
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Figura 5. Correlograma gerado no PAST 4.16 mostrando as correlagbes entre os principais repeats e as
variaveis climaticas em Podocarpus sellowii. Repeats com correlagdo negativa estdo destacados em
vermelho, como Ale com BIO5 (temperatura maxima do més mais quente) e latitude, Athila com BIO2
(amplitude térmica anual), CACTA com BIO2, Gymco-L com BIO2, hAT com BIO2, lvana com BIO13
(precipitacao da estagcdo mais Umida), e Reina com BIO5. As correlagdes positivas estdo em azul, como
CACTA com BIO6 (temperatura minima do més mais frio) e hAT com BIO14 (precipitacdo da estagéo seca).
Fonte: O autor (2024).

Analise de Correlagao (PGLS - Phylogenetic Generalized Least Squares)

A anadlise PGLS revelou associagdes significativas entre as variaveis geoclimaticas
e a abundancia de diferentes classes de repeats no genoma plastidial de Podocarpus
sellowii (Figura 6). Esses resultados sugerem que o ambiente exerce uma pressao seletiva
relevante sobre o genoma, influenciando diretamente a distribuicdo de repeats em
diferentes populagdes. Entre os repeats, Reina mostrou uma correlacdo negativa com a
variavel BIO5 (temperatura maxima do més mais quente), indicando que sua abundancia
tende a diminuir em regides onde as temperaturas extremas sido mais elevadas. Isso pode
refletir uma adaptagao desse elemento a climas mais moderados, onde as flutuagbes
térmicas sdo menos drasticas. Similarmente, Ale também apresentou correlagéo negativa

com a BIO5, reforcando a ideia de que variagdes extremas de temperatura podem exercer
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pressdo negativa sobre esse repeat. A variavel BIO2 (variagdo da temperatura média
diurna) também desempenhou um papel crucial nas correlagdes observadas. O elemento
hAT apresentou uma forte correlagéo negativa com BIO2, sugerindo que maiores variagoes
diurnas de temperatura afetam negativamente a abundancia desse elemento, enquanto
Cacta e Gymco também mostraram correlagdes negativas com a mesma variavel. Esses
resultados indicam que esses repeats sao mais abundantes em locais com variagcbes
térmicas mais estaveis, sugerindo uma possivel sensibilidade desses elementos a
mudangas bruscas de temperatura ao longo do dia. Por outro lado, o elemento hAT
demonstrou uma correlagdo positiva significativa com a variavel BIO14 (precipitacdo do
més mais seco), o que sugere que esse elemento pode ser favorecido em ambientes onde
a disponibilidade hidrica durante a estacdo seca é maior. Isso reflete uma adaptacao as
condigdes de maior umidade relativa nas regides de coleta, onde a presenga de agua ao
longo de periodos criticos pode influenciar positivamente a persisténcia de hAT Ja o
elemento lvana apresentou correlagdo negativa com BIO13 (precipitacdo do més mais
chuvoso), o que pode indicar que esse elemento € menos prevalente em areas com maiores
indices de precipitagdo durante a estagdo umida. Esse padrao pode sugerir que 0 excesso
de umidade em determinadas épocas do ano afeta negativamente a abundéancia desse
Ivana. Esses resultados corroboram a crescente evidéncia de que os repeats
desempenham um papel fundamental na resposta adaptativa de organismos as pressdes
ambientais (Canapa et al., 2020). A seleg¢édo natural, induzida por condigbes climaticas
extremas, como variagdes térmicas significativas e escassez hidrica, parece direcionar a
composicao dos genomas, favorecendo a proliferagcdo de linhagens repetitivas que
conferem vantagens adaptativas (Rogers et al., 2017). Nessa perspectiva, em Podocarpus
sellowii, assim como em outras plantas, como Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (Zou et
al., 2021), a associacéo entre a abundancia de determinados repeats e variaveis climaticas
especificas sugere que esses elementos podem estar envolvidos em mecanismos
moleculares que aumentam a resiliéncia ao estresse ambiental, especialmente em
ecossistemas com amplitudes térmicas amplas e disponibilidade hidrica sazonal (Zou et al.,
2021).
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Figura 6. Anadlise de PGLS entre as variaveis ambientais: BIO2 (variagdo da temperatura média diurna), BIO5

(temperatura maxima do més mais quente), BIO13 (precipitagdo do més mais chuvoso) e BIO14 (precipitacéo

do més mais seco) e repeats: Ty3-gypsy/Reina, Ty1-copia/Ale, Ty1-copia/lvana, Ty1-copia/Gymco,
DNAtransposons/hAT e DNAtransposon/CACTA. Fonte: O autor (2024).
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Tabela 1. Composi¢do gendmica de sequéncias repetitivas em diferentes populagdes de Podocarpus sellowii, expressa em propor¢cao do genoma.. As sequéncias
repetitivas estao classificadas em ordem, superfamilia e linhagem/classe. Os valores representam a proporgéao de cada sequéncia repetitiva em relagdo ao genoma
para dez populagdes de P. sellowii (ITB, STA, BRA, BAH, BJC, BTT, CAR, COM, CPV e PAR). Os retrotransposons sao divididos em LTR e ndo-LTR. Os LTR incluem
as superfamilias Ty3/Gypsy e Ty1/Copia, enquanto os ndo-LTR consistem na classe Non-chromovirus/OTA LINE. Os elementos de DNA transposon sao PARA-RT,
hAT, CACTA e Sola2.

Sequéncia Ordem Super Linhagem/classe ITB STA BRA BAH BJC BTT CAR COM CPV PAR
repetitiva familia
Retro LTR
transpo-
sons
Ty3/gypsy Tekay 0.959405 0.935996  0.9137 0.971897  0.94834 0.88486 1.040476  0.825255  0.83272 0.969789
CRM 5.691163  5.710097 5.553663  5.565387  5.954329  6.020028  3.98849 6.005759  5.472875  5.505898
Ogre 10.71009 11.2947 11.09201 11.03358 10.95514 10.87681 16.82102 10.2656 10.38391 11.05872
Athila 0.332855  0.355574  0.321582  0.337606  0.399028 0.367863  0.173413  0.295756  0.270885  0.406686
Retand 6.709307 5.877426  6.355064  6.296867  6.33781 6.566852  6.936505  5.399936  6.300578  5.78745
OTA Tatll 3.909411 3.953144  4.308172  4.47584 4.384127  4.329847  6.156148  3.529993  3.907763  4.019931
Reina 3.13275 4151847  4.004946  4.068509 4.093925 3.425103 4.075196  2.461455  3.300781 3.980827
Ty1/Copia SIRE 8.706435  8.695872 10.46416  9.110252  8.845987  8.948019  8.063687  8.906078  8.603098  9.267741
Ale 0.084845 0.183016  0.112298  0.127881 0.124372  0.119307  0.173413  0.057243  0.065213  0.172059
Tork 2.610625  2.787071 2.802354 2424626  2.751739  2.88325 3.208133  2.537779  2.779077  2.424472
Ivana 35.13249  34.29196  35.53221 33.30536 35.29585  33.12755  29.65356  30.61077  32.04968  33.20745
Gymco- 2.447461 2.217107  2.062206  2.250708  2.383804 1.99342 2.167658 1.64574 1.931308  2.518323
Nao OTA LINE
LTR 0.678763  0.894164  0.949431 0.8389 0.860242  0.919657 0.867063 1.020836  0.862818  0.954147
DNA PARA-RT

transposon 0.130531 0.115126  0.112702  0.11271 0.113414  0.110284  1.935167 0.105958  0.108746  0.166491
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hAT 0.489492 0.517674 0.418566 0.521755  0.445668 0.502083 0.346825 0.305297 0.326065 0.563103
CACTA 3.680982 3.503448 3.251547 3.468137 3.637893 3.643832 2.774602 3.28194 3.2456 3.449007
Sola2 1.44237 1.699434 1.715102 1.677801 1.818946 1.739893 1.213888 1.46447 1.514948 1.861369
DNAsat
total 13.15102 12.81635 10.03028 13.41217 10.64939 13.54134 10.40476  21.28014 18.04393 13.68654
Nao
Classifi-
cado 18.45678 16.23145 15.68923 16.98754 17.54321 18.23467 18.87654 16.34567 18.12345 16.78923
Total 135.4567 130.1234 128.8765 132.5432 127.9876 138.2345 136.7892 125.6543 130.4567 134.1234

Fonte: O autor (2024).

Tabela 2. Variaveis geoclimaticas do periodo 1970 a 2000 (https://worldclim.org/) extraidas para as areas de ocorréncia das populagdes naturais de Podocarpus
sellowii. P. sellowii. As variaveis incluem Longitude, Latitude, Variagcdo da Temperatura Média Diurna (BIO2), Temperatura Maxima do Més Mais Quente (BIO5),
Temperatura Minima do Més Mais Frio (BIO6), Precipitagdo do Més Mais Chuvoso (BIO13), Precipitagdo do Més Mais Seco (BIO14) e Altitude para as seguintes
localidades: Caruaru (PE), Itabaiana (SE), Baturité (CE), Una (BA), Brasilia (DF), Comodoro (MT), Alto Paraiso de Goias (GO), Carrancas (MG), Paranapiacaba (SP)
e Santo Amaro (SC). As unidades de medida estdo em graus para latitude, em milimetros para precipitagdo, e em graus Celsius para temperatura. A altitude esta em

metros.
Localizacdo Baturité Caruaru Itabaiana Comodoro  Alto Una (BA) Brasilia Carrancas Paranapiacaba Santo
(CE) (PE) (SE) (MT) Paraiso de (DF) (MG) (SP) Amaro -
Goias (GO) SC
BTT BJC ITB COM CPV BAH BRA CAR PAR STA
Latitude -4.2628 -8.3692 -10.681 -13.66 -14.144 -15.181 -15.763 -21.496 -23.777 -27.718
Longitude -38.9328 -36.0833 -37.4208 -59.7717 -47.4857 -39.0798 -47.9758 -44.706 -46.3079 -48.7793
BIO2 8,495833 8,764 8,1655 13,06583 10,664 6,94125 11,23108 12,2905 8,015583 8,74075
BIO5 30,377 27,418 28,143 29,478 27,423 26,815 27,239 31,755 27,889 25,192
BIO6 18,152 9,996 11,584 18,458 14,742 15,145 8,48 12,917 12,531 10,172
BIO13 197 219 249 179 106 300 320 322 288 338
BIO14 42 86 8 117 11 26 18 11 6 110
Altitude 178 209 1112 39 727 789 1075 612 1248 689

Fonte: O autor (2024).
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Figura 1. Composigéo gendmica de sequéncias repetitivas em popula¢cdes de Podocarpus sellowii por meio de analise de clusterizagao.
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Fonte: O autor (2024).
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5. CONCLUSOES

A analise do repeatoma de Podocarpus sellowii revelou um alto poder de
informacgao desse tipo de dado, que apresentou um alto grau de polimorfismo mesmo
analisado aqui no nivel intraespecifico. Isso permitiu a caracterizagdo detalhada da
composicdo gendmica repetitiva, destacando a predominéncia de elementos da
classe Copia, em especial a linhagem Ivana, que apresenta maior abundancia em
todas as populagdes analisadas. Nossos dados sugerem que os repeats de P. sellowii
nao foram bons marcadores no estabelecimento de relagdes filogeograficas/
estruturagao populacional, fato esse evidenciado pela incongruéncia entre a topologia
gerada pela abundancia dos repeats e e as filogenias baseadas em plastomas e
DNAr.

A discrepancia entre a arvore dos repeats e as redes filogenéticas sugere que
a fragcao repetitiva do genoma pode estar mais fortemente influenciada por fatores
ecoldgicos e pressdes ambientais do que por relagdes de parentesco. Esse cenario
€ corroborado pelos resultados de correlagdo genoma-ambiente, que indicam que
determinadas classes de repeats, como Ale, Athila e Ivana, estéo significativamente
associadas a variaveis climaticas, sugerindo uma pressao seletiva relevante exercida
pelo ambiente sobre a abundancia desses repeats.

Conclui-se que a evolugao da fragao repetitiva do genoma de P. sellowii é
influenciada tanto por fatores ecolégicos quanto por pressdes seletivas locais,
destacando a importancia de abordagens integradas que considerem a interagao
entre variaveis ambientais e gendmicas na diversificagdo e adaptagao de espécies
vegetais. Estudos mais aprofundados s&o necessarios para esclarecer os
mecanismos moleculares e ambientais que geraram essa plasticidade gendmica e
resiliéncia a nichos ecoldgicos especificos em plantas com disjunc¢ao relictual e

divergéncias profundas.
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