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Resumo

A genbmica comparativa tornou-se uma importante area de pesquisa nos
altimos anos, apos a disponibilizacdo de um numero de genomas total ou
parcialmente sequenciados, permitindo uma visdo detalhada da organizacao de
regides génicas ou ndo codificantes. A comparac¢do dos genomas é de grande
importancia para a andlise das regides funcionalmente relevantes, permitindo
também inferéncias sobre a evolucdo e 0os mecanismos que conduzem ao
rearranjo de cariotipos, havendo importantes implicacbes préticas,
principalmente quando sdo comparadas espécies cultivadas e seus parentes
silvestres, potencialmente doadores de genes para o melhoramento. Este
trabalho teve o objetivo de realizar um estudo citogenético e comparativo de
espécies dos géneros Glycine e Vigna. Para isso foram utilizadas trés
abordagens: Uma analise citogendmica comparativa mediante localiza¢do in
situ de oligonucleotideos com padrdo de microssatélites [(AAC)s, (AAG)s
(ACC)s, (AG)s (CTC)s, (TGA)g] ao longo dos cromossomos de Glycine soja e G.
tomentella. Nesta etapa, foram observadas regides de marcacdo mais intensa
em alguns cromossomos, embora a maioria dos oligonucleotideos tenha
apresentado distribuicdo dispersa nos genomas analisados. Uma segunda
abordagem avaliou a distribuicdo de dominios RT do retrotransposons Tyl-
copia-like, nos cromossomos de Vigna umbellata, V. sesquipedalis e V.
aconitifolia, apresentando uma distribuicdo dispersa e sinais proximais destes
elementos nem determinados cromossomos. Em uma terceira abordagem, foi
realizada uma investigacdo do elemento transponivel CACTA no genoma da
soja (Glycine max), mediante analise in silico. Neste estudo, foram identificados
dominios transposase do elemento citado, compreendendo 10 Mb de Tnpl, 2,2
Mb de Tnp2, bem como dominios de outras transposases néo relacionados
diretamente ao elemento CACTA, mostrando que a diversidade e abrangéncia
destes elementos é maior do que reportado até entdo. Considerando-se que
microssatélites e retrotransposons sdo importantes componentes dos genomas
em espécies da tribo Phaseoleae, os resultados aqui obtidos trazem
interessantes evidéncias sobre o papel estrutural e funcional dessas
sequéncias repetitivas.

Palavras-chave: Glycine, Vigna, elementos transponiveis, mapas
cromossOmicos comparativos, microssatélites.
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Abstract

Comparative genomics has become an important research area in recent years,
after the release of a number of fully or partially sequenced genomes, allowing
a detailed view of the organization of gene or non-coding regions. The
comparison of genomes is of great importance for the analysis of functionally
relevant regions, also allowing inferences on the evolution of the mechanisms
leading to the rearrangements within karyotypes, which present important
practical implications, especially when cultivated species and their wild relatives
are compared. This study aimed to conduct a cytogenetic and comparative
study with species of the genera Glycine and Vigna. Accordingly, three
approaches were used: A comparative cytogenomics analysis by means of in
situ localization of oligonucleotides with microsatellite pattern [(AAC)s, (AAG)s,
(ACC)s, (AG)s, (CTC)s, (TGA)g] along the chromosomes of Glycine soja and G.
tomentella. At this stage of the study, regions of more intense staining were
observed in some chromosomes, although most primers have presented
scattered distribution in the analyzed genomes. A second approach evaluated
the distribution of RT domains retrotransposons Tyl-copia-like, in the
chromosomes of Vigna umbellata, V. sesquipedalis and V. aconitifolia, with a
scattered distribution and proximal signals of these elements or certain
chromosomes. In a third approach, the transposable element CACTA was
searched throughout the genome of soybean (Glycine max) by means of in
silico analysis. In this study, the transposase domains were identified
comprising the TNP1 with 10 Mb and 2.2 Mb of the Tnp2, as well as other fields
not directly related to the transposase of the CACTA element, showing that the
diversity and extent of these elements is higher than reported hitherto. Given
that microsatellites and retrotransposons are important components in the
genomes of species of the Phaseoleae tribe, our findings bring interesting

evidence about the structural and functional role of these repetitive sequences.

Keywords: Glycine, Vigna, transposable elements, comparative chromosome
maps, microsatellites.
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1. Introducéo

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae,
compreende a segunda maior familia de angiospermas (superada apenas
pelas Orchidaceae), incluindo 730 géneros e cerca de 19.400 espécies,
apresentando uma extensa gama de habitos, incluindo arvores, arbustos,
lianas e ervas (APG lll, 2009). Apresenta grande diversidade taxondmica,
sendo subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinoideae e
Papilinoideae. Economicamente, a subfamilia Papilinioideae abrange os
legumes cultivados, como soja, ervilha, grao-de-bico, feijdo comum, feijao-
caupi, amendoim, ervilha e alfafa, representando cerca de 27% da producao de
plantas cultivadas do mundo (Graham e Vance, 2003). Dentre estas podemos
destacar a importancia da soja e dos feijdoes para a economia nacional.

O género Glycine compreende dois subgéneros: Glycine Willd. (incluindo
26 espécies perenes) e Soja (Moench) F.J. Hermann, o mais importante
economicamente, incluindo a soja cultivada [G. max (L.) Merr.] e seu suposto
ancestral selvagem G. soja Sieb. & Zucc. (Clarindo et al., 2007; Bilyeu et al.,
2010). A cultura da soja, G. max € a mais importante no planeta para a
produgao de 6leo, usado principalmente como alimento humano, bem como na
producdo de biodiesel. Seus gréos sao importantes para a fabricacdo da
farinha de soja, rica em proteinas, que é utilizada principalmente na
alimentacao animal (Bilyeu et al., 2010), além de outros produtos como o leite
de soja, do tofu e de produtos fermentados como o molho de soja e a pasta de
soja, entre outros (NSRL, 2012).

O género Vigna é composto por mais de 170 espécies, distribuidas
principalmente nas areas tropicais. E taxonomicamente dividido em sete
subgéneros, dos quais apenas trés (Vigna, Ceratotropis e Plectotropis) incluem
espécies cultivadas (Choi et al., 2013), as quais representam uma importante
fonte proteica na dieta humana e animal de paises em desenvolvimento de
regides tropicais e subtropicais. No Brasil, o feijdo-caupi [V. unguiculata (L.)
Walp.] € um dos componentes basicos da dieta alimentar da populagao,
destacando-se como importante fonte de proteina para as classes
economicamente menos favorecidas (Wander et al., 2005).

O genoma dos eucariotos, incluindo o reino vegetal, € formado por uma
grande quantidade de DNA nao codificante, com énfase para elementos

transponiveis e microssatélites. Os elementos transponiveis (TEs) incluem
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transposons e retrotransposons, sendo assim designados por sua capacidade
de mudar sua posigdo no genoma, por vezes criando ou revertendo mutagdes
e, desta forma, alterando o tamanho gendmico. Apesar de seu carater néo
codificante, tratam-se dos elementos mais abundantes, com inquestionavel
importancia evolutiva (Wicker et al., 2007)

Os retrotransposons s&o caracterizados por moverem-se via sequéncias
de RNA. Com auxilio de uma transcriptase reversa e de uma transposase
inserem uma copia em outra regido do genoma. Ja os transposons baseiam-se
na movimentagao direta das sequéncias de DNA que, com ag¢ao de uma ou
mais transposases (TNPs), s&o retirados e inseridos em outras regides (Jiang
et al., 2004; Wicker et al., 2007; Li et al., 2009).

Microssatélites, também conhecidos como SSRs (do inglés Simple
Sequence Repeats; Repeticbes de Sequéncias Simples) compreendem
sequéncias repetitivas, presentes em qualquer regidao do genoma, codificantes
ou ndo (Bhargava e Fuentes, 2010; Toth et al.,, 2000). Podem ser utilizados
como marcadores genéticos, possuindo como atributos especificos a presenca
de repeti¢cdes curtas (de dois a seis pares de bases) e maior susceptibilidade
ao aparecimento de mutagdes, comparativamente ao restante do genoma
(Oliveira et al., 2006). Em vista dessa alta mutabilidade, acredita-se que os
microssatélites podem desempenhar um papel significativo na evolugao do
genomas, pela criagdo e manutengdo da variagcdo da genética quantitativa
(Téth et al., 2000).

A citogenética tem desempenhado um papel essencial em estudos da
estrutura, comportamento e evolugao cromossémica de inumeras espécies de
plantas. O advento da citogenética molecular, incluindo a hibridizagéo in situ
fluorescente, combinada com recente desenvolvimento de recursos genémicos,
permitiu avangos no conhecimento da diversidade de cariétipos, genomas, de
sua organizacdo cromossOmica e da evolugcdo em plantas, incluindo
leguminosas (Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2011; lwata et al., 2013).

Dessa forma, uma analise citogenética e gendmica comparativa da
prevaléncia e distribuicdo de elementos repetitivos em membros selecionados
de Glycine e Vigna deve auxiliar no entendimento da evolugédo cariotipica
desses grupos.



2. Objetivos:

2.1 Objetivo Geral

» Realizar um estudo comparativo em nivel citogenético e gendmico com
espécies selecionadas dos géneros Glycine e Vigna mediante a
localizagdo cromossdmica ou diversidade gendmica de sequéncias de
DNA repetitivo, colaborando para o entendimento da organizagdo e
evolugdo gendmica desses elementos repetitivos nos grupos em

questao.

2.30bjetivos Especificos

» Elucidar a prevaléncia e distribuicdo de seis sequéncias de
microssatélites em G. soja e G. tomentella, discutindo comparando os

padrdes observados entre as espécies citadas.

» Identificar a distribuicdo cromossémica do retroelemento Ty1-copia-like
em espécies selecionadas do género Vigna, discutindo os padroes

observados e sua evolucgao.

» Localizar e identificar o padrdo de bandas CMA3/DAPI e associar aos
sinais de hibridizagcdo dos microssatélites e retrotransposons como

marcas cromossémicas.

» |dentificar através de ferramentas in silico elementos da Superfamilia
CACTA no genoma da soja (G. max), inferindo sobre sua abundancia e

diversidade.

= Contribuir para o entendimento da macroevolucido de elementos nao

codificantes nos taxons analisados.



3. Revisao de Literatura

3.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae compreende um grupo taxonémico de distribuigao
cosmopolita, com espécies nativas em todos os continentes, exceto na
Antartida. E considerada como uma das maiores familias das Magnoliophyta,
constando de 730 géneros e aproximadamente 19.400 espécies (Lewis et al.,
2005). Seus representantes estdo distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais, ocupando o terceiro lugar em diversidade (Graham e Vance,
2003, Souza e Benko-Iseppon, 2004).

Compreende trés subfamilias: Mimosoideae, que reune cerca de 2.500
espécies; Caesalpinioideae, com cerca de 2.700, e Papilionoideae (ou
Faboideae), com 12.615 espécies (Judd et al., 2002; Biondo et al., 2005). Sao
plantas de habito variado, existindo arvores, ervas anuais ou perenes, arbustos
e lianas, entre outros. Apresentam ndédulos radiculares contendo bactérias
fixadoras de nitrogénio propiciando um eficiente metabolismo de nitrogénio
(Barroso et al., 1991; Joly, 2002; Souza e Lorenzi, 2005).

A familia Fabaceae é classificada como a segunda maior familia vegetal
de importancia econémica, no que tange a sua grande utilizagdo para os mais
diversos fins, perdendo apenas para a Poaceae (Singh et al., 2007). Trés
géneros que se destacam sao Glycine, Phaseolus e Vigna, os quais pertencem
a subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, estando
agrupados em um clado monofilético (Phaseoloids) (Marechal et al., 1978).
Estes géneros se destacam pela sua importdncia na dieta alimentar e
apresentam como espécies mais importantes G. max (L.) Merr. (soja), P.
vulgaris L. (feijdo comum), P. lunatus L. (feijdo fava) e V. unguiculata (L.) Walp.
(feijdo-caupi) (Barroso et al., 1991; Souza e Lorenzi, 2005).

Dentre as plantas cultivadas, de importancia econdmica e utilizadas pela
populagcdo, o feijdo-caupi destaca-se por possuir varias caracteristicas
vantajosas, sendo considerado o feijdo mais adaptado as condigdes climaticas
do Nordeste do Brasil (Freire-Filho et al., 1999; 2005; 2011a). Constitui-se em

importante fonte de proteinas para os agricultores de baixo poder aquisitivo,



contribuindo com 31% da proteina consumida no nordeste, com 24% de
proteinas e 340 calorias para cada 100 g de sementes. Adicionalmente, esta
cultura apresenta aminoacidos essenciais ausentes nas demais leguminosas,
elevados niveis de acido félico, ferro, potassio, baixos niveis de fatores
antinutricionais e flatuléncia, além de ter digestibilidade muito superior aos
demais feijdes (Ehlers e Hall, 1997; Silva e Freire-Filho, 1999; Maia et al.,
2000). Trata-se de uma das plantas mais versateis que existem, sendo muito
valiosa como forrageira, com uma capacidade impar de fertilizar solos pobres,
mesmo em condi¢des de calor, seca e salinidade (Ehlers e Hall, 1997).

Os feijdes apresentam uma importante fonte proteica na dieta humana
de paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais. No Brasil, é
um dos componentes basicos da dieta alimentar da populacéo, destacando-se
como importante fonte de proteina para as classes economicamente menos
favorecidas (Wander et al., 2005). Por sua vez, a soja, além da importancia
proteica, € uma das principais fontes de 6leo vegetal do mundo sendo a
primeira leguminosa a ser completamente sequenciada. Estima-se que seu
genoma servira como referéncia para mais de 20.000 espécies de leguminosas
e para o entendimento do mecanismo de fixagado do nitrogénio atmosférico por
simbiose (Schmutz et al., 2010).

Outras espécies da familia Fabaceae s&do bastante utilizadas para fins
ornamentais, sendo a principal familia utilizada na arborizagdo urbana no
Brasil, destacando-se a tipuana [Tipuana tipu (Benth.) Kuntze], o pau-ferro
(Caesalpinia ferrea Mart.), o flamboyant [Delonix regia (Bojer ex Hook) Raf.] e a
pata de vaca (Bauhinia variegata L.) (Souza e Lorenzi, 2005). Algumas
espécies produzem madeira de excelente qualidade, incluindo a cerejeira
[Amburana cearensis (Arr. Cam.) A.C. Smith], o jatoba (Hymenaea spp.), o
angelin (Andira spp.), o angico (Anadenanthera spp.) e o pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam.), espécie nativa da Mata Atlantica explorada no
primeiro ciclo econdmico do Brasil. Outra importante aplicacdo € o uso na
adubacao verde, principalmente considerando a associagdo com bactérias
fixadoras de nitrogénio (Rhizobium spp.) que produzem ndédulos nas raizes de
espécies como o feijdo-guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.], crotalaria
(Crotalaria spp.) e alfafa (Medicago sativa L.), sendo esta ultima também

utilizada como forrageira (Barroso et al., 1991; Souza e Lorenzi, 2005).



3.2 Género Glycine Willd.

O género Glycine Willd. € membro da familia Fabaceae/Leguminosae,
Subfamilia Papilionoideae e da tribo Phaseoleae, sendo subdividido em dois
subgéneros, Glycine (perenes) e Soja (Moench) F.J.Herm, ambas espécies
anuais (Bilyeu, et al., 2010).

O subgénero Glycine € composto por 26 espécies nativas da Australia e
de ilhas do oceano Pacifico. Dessas, 21 apresentam cariétipo com 2n = 40
cromossomos; duas espécies mostram 2n = 80 (G. dolichocarpa Tateishi e
Ohashi e G. pescadrensis Hayata); duas possuem 2n = 40 ou 80 (G. hirticaulis
Tind. & Craven e G. tabacina), enquanto uma espécie (G. tomentella)
apresenta quatro citotipos diferenciados; diploide, tetraploide e dois
aneuploides: 2n = 40, 80, 38 e 78, respectivamente (Tabela 1). De um modo
geral, as espécies do subgénero Glycine sao distintas em sua morfologia,
citologia e caracteristicas genémicas. Além de crescerem em climas muito
diferentes e de terem uma distribuicdo geografica bastante ampla, tais espécies
nunca foram domesticadas e permanecem como espécies perenes e selvagens
(Chung e Singh, 2008).

No subgénero Soja estdo incluidas apenas duas espécies: uma muito
importante economicamente, a soja G. max com 2n = 40 e a espécie selvagem,
G. soja, com 2n = 40, ambas tetraploides e anuais. Os genomas de G. soja e
G. max sao similares, sendo designados por G e G1, respectivamente (Singh et
al.,, 2007). A soja selvagem (Glycine soja Sieb. et Zucc.) tem como
caracteristicas uma alta reprodutividade, elevado numero de vagens, alto teor
de proteinas, capacidade de adaptagcdo a diversos estresses, sendo
reconhecida como o progenitor da soja cultivada [Glycine max (L.) Merr.]. O
potencial da G. soja como fonte de diversidade genética para o melhoramento
da soja cultivada é inquestionavel, especialmente para a ampliagdo da base

genética da soja (Wang et al., 2013).



Tabela 1: Espécies citogeneticamente analisadas do género Glycine e seus

respectivos numeros diploides. Fonte: adaptado de Bilyeu et al. (2010).

Subgénero/Espécie Numero
Cromossomico (2n)
Glycine Willd.

G. albicans Tindale and Craven 40
G. aphyonota B. Pfeil 40
G. arenaria Tindale 40
G. argyrea Tindale 40

G. canescens F. J. Hermann 40
G. clandestina WendlI. 40
G. curvata Tindale 40

G. cyrotoloba Tindale 40
G. falcata Benth. 40
G. gracei B.E. Pfeil and Craven 40
G. latrobeana (Meissn.) Benth. 40
G. lactovirens Tindale and Craven 40
G. latifolia (Benth.) Newell and Hymowitz 40
G. microphylla (Benth.) Tindale 40
G. montis-douglas B.E.Pfeil and Craven 40
G. peratosa B. E. Pfeil and Tindale 40
G. pindanica Tindale and Craven 40
G. pullenii B. Pfeil, Tindale and Craven 40
G. rubiginosa Tindale and B. E. Pfeil 40
G. stenophita B. Pfeil and Tindale 40
G. syndetika B.E. Pfeil and Craven 40
G. pescadrensis Hayata 80
G. dolichocarpa Tateishi and Ohashi 80
G. hirticaulis Tindale and Craven 40, 80
G. tabacina (Labill.) Benth 40, 80
G. tomentella Hayata 38, 40, 78, 80

Soja (Moench) F.J. Hermann

G. soja Sieb. & Zucc. 40
G. max (L.) Merr. 40

A hip6tese mais aceita sobre a origem geografica do género Glycine foi
proposta por Hymowitz (2004-2008) que, com base em publicagbes
taxondmicas, citoldgicas e de sistematica molecular sobre o género Glycine e
géneros afins, propés que um suposto ancestral diploide (2n = 2x = 20) do atual
género Glycine teve origem no sudeste da Asia. Esse ancestral teria migrado

para o norte da China originando uma espécie perene selvagem (2n = 4x = 40,
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desconhecida ou extinta) com subsequente evolugdo para a selvagem anual
(2n = 4x = 40; G. soja) e finalmente para a soja cultivada (2n = 4x = 40; G. max)
(Singh et al, 2001; Bilyeu et al., 2010).

3.2.1 Importancia econémica

A soja G. max é uma leguminosa economicamente importante, cujas
sementes contém em média 40% de proteina e 20% de 6leo. Suas plantas
enriquecem o solo através de simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio.
A produgdo de soja no mundo dobrou nos ultimos 20 anos, sendo os EUA,
Brasil, Argentina, China e india os maiores produtores (Chung e Singh, 2008).
A soja hoje é responsavel por 56,7% da produgdo mundial de 6leo vegetal
(USDA, 2013). Além disso, segundo a Global Industry Analysts, Inc (2013), tal
cultura alcangara a movimentacdo anual de US$ 43,2 bilhdes de ddlares, no
ano de 2015, somente considerando derivados alimenticios da soja.

A produgdo de soja tem uma grande demanda e continua a crescer
devido a sua utilizacdo na fabricagdo de produtos alimenticios e
industrializados (Wilson, 2008), sendo amplamente utilizada na alimentagao
humana e animal por ser fonte de proteinas de alta qualidade, aminoacidos
essenciais, vitaminas, acidos graxos essenciais (como o 6mega 3), fitoquimicos
e farmacos, além de auxiliar na reducéo do colesterol e no combate a diabetes,
obesidade e certos tipos de cancer (Singh et al.,, 2007). Tem sido também
utilizada na fabricagdo de corantes e cosméticos, além da obtencédo de
biodiesel, tornando-se uma alternativa renovavel e menos poluidora ao uso de
combustiveis fosseis (Singh et al., 2007).

No Brasil, a soja € a cultura que mais cresceu nas ultimas trés décadas
e corresponde a 49% da area plantada em graos (MAPA, 2013a). O complexo
soja (gréo, farelo e o6leo) é o principal gerador de divisas cambiais, com
negociagdes anuais que ultrapassam US$ 20 bilhdes (MAPA, 2013b). As
previsdes indicam que em 2019, a produgao nacional deve representar 40% do
comércio mundial do grao e 73% do o6leo de soja (MAPA, 2013b). Nosso pais é

0 segundo maior produtor de soja, superado apenas pelos Estados Unidos da



Ameérica do Norte, exportando cerca de 34,8 milhdes de toneladas métricas
anuais, seguido pela Argentina e pelo Paraguai (Soystats, 2013).

Com o status de principal cultura vegetal produzida no pais e com
indices elevados de crescimento previsto para os proximos anos, a soja é uma
das leguminosas de maior interesse para a realizagdo de pesquisas. Com isso,
consideraveis investimentos foram e continuam sendo feitos por diversos
paises com o intuito de obter informacgdes, incluindo o sequenciamento de todo
0 genoma para aplicagdo direta no melhoramento dessa espécie (Schmutz et
al., 2010).

3.2.2 Pools Génicos

O conceito de pools génicos primario (GP-1), secundario (GP-2) e
terciario (GP-3) foi proposto por Harlan e de-Wet em 1971 e tem sido aplicado
ao género Glycine, baseados no sucesso de hibridagdo entre e dentre as
espécies, ou seja, na facilidade de troca de genes entre elas (Harlan e deWet,
1971; Borém e Vieira, 2005; Bilyeu et al., 2010). O pool génico primario (GP-1)
de soja inclui todos os acessos de soja cultivada (G. max) e da espécie
selvagem G. soja. O GP-1 consiste de espécies biolégicas que, quando
cruzadas, sdo capazes de produzir hibridos vigorosos, que exibem pareamento
cromossémico meidtico normal e total fertiidade de sementes. A segregacéo
dos genes na F1 é normal e a troca de genes é geralmente factivel (Singh
2003; Bilyeu, et al., 2010).

O pool génico secundario inclui espécies pertencentes ao mesmo
género, as quais podem ser cruzadas com GP-1, porém com dificuldade e com
fertilidade apenas parcial em F1. Para soja, nao ha espécie conhecida em GP-
2 (Chung e Singh, 2008).

Por sua vez, o GP-3 inclui cruzamentos entre espécies pouco
aparentadas de outros géneros ou espécies pouco relacionadas do mesmo
género. Em geral, a hibridagao é muito dificil e a esterilidade e/ou anomalia do
hibrido sdo comuns, com necessidade de resgate de embrides e enxertia, entre
outras medidas (Harlan e de Wet, 1971). Aparentemente, apenas G. argyrea,
G. canescens e G. tomentella estdo incluidas em GP-3. A produc¢ao de hibridos

F1 dessas espécies com soja € possivel mediante cultura de embrides, embora
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sejam estéreis (Singh et al., 1998; Chung e Singh, 2008). Somente para
cruzamentos entre G. max e G. tomentella (2n = 78) foi desenvolvida uma
metodologia para a produgcdo de linhagens férteis derivadas, permitindo a
introgressado transversal de genes uteis a partir de GP-3 (Singh e Chung,
2007a).

O pool génico quaternario (GP-4) é formado por espécies que
apresentam barreiras pré e pés-hibridizagado que inibem o desenvolvimento do
embrido e geram o aborto prematuro. Raramente a letalidade das pléantulas
hibridas e a inviabilidade de sementes hibridas e de plantas F1 podem ser
contornadas por cruzamentos-ponte dentro do género Glycine (Singh et al.,
2007a), observando-se que a maioria das 26 espécies do subgénero Glycine
estdo incluidas em GP-4. Entretanto, apenas algumas espécies de Glycine
silvestres perenes foram hibridizadas com soja, como por exemplo, G.

clandestina, G. latifolia e G. tabacina (Chung e Singh 2008).

3.3 Género Vigna Savi.

O género Vigna compreende cerca de 170 espécies, distribuidas nas
areas tropicais, sendo classificado como pertencente a ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Papilionioideae (Faboideae), tribo Phaseoleae e subtribo
Phaseolinea (Freire-Filho et al., 2005; Choi et al., 2013).

Usando taxonomia numérica, Marechal et al., (1978) realizaram um
amplo estudo neste género dividindo-o em sete subgéneros: Vigna,
Plectotropis, Ceratotropis, Lasiocarpa, Sigmoidotropis, Haydonia e Macrorhyca.
Destes, apenas trés subgéneros (Vigna, Ceratotropis e Plectotropis) incluem
plantas cultivadas (Verdcourt, 1970). O subgénero Vigna foi considerado
endémico da Africa e dividido em seis secdes: Comosae, Liebrehtsia,
Macrodontae, Reticulatae, Vigna e Catiang, sendo a ultima formada por duas
espécies botanicas reconhecidas, V. unguiculata e V. nervosa Markotter.

A espécie V. unguiculata foi subdividida em quatro subespécies: trés
subespécies selvagens, V. dekindtiana (Harms) Verd., V. tenuis (E. Mey.) M. M.
& S. e V. stenophylla (Harvey) M. M. & S., e uma subespécie cultivada, V.

unguiculata, a qual reune todo o feijdo-caupi cultivado. A introdugdo das
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categorias cultigrupo e variedade, para distinguir unidades dentro das
subespécies cultivada e selvagem, respectivamente, possibilitou a colocacao
de varias formas em uma mesma subespécie. Dessa forma, Westphal (1974)
dividiram a subespécie V. unguiculata em quatro cultigrupos: Unguiculata,
Sesquipedalis, Biflora e Textilis (Marechal et al., 1978; Ng e Marechal 1985).
Dentre esses cultigrupos, apenas Unguiculata e Sesquipedalis sao cultivados
no Brasil, compreendendo a quase totalidade das cultivares locais e
melhoradas e o feijdo-de-metro, respectivamente (Freire-Filho et al., 2005).

Citogeneticamente, o género Vigna é diploide com 2n = 2x = 22 (Sen e
Bhowal 1960), apresentando cromossomos relativamente pequenos (1,6 - 3,7
pm) (Guerra et al., 1996) e alta homogeneidade cariomorfologica (Venora e
Saccardo, 1993; Venora e Padulosi, 1997; Venora et al., 1999), caracteristicas
que dificultam as analises citologicas do grupo (Choi et al., 2013).

O feijao-caupi apresenta um dos menores genomas entre as
leguminosas (450 - 500 Mb) (Arumuganathan e Earle, 1991), apresentando
cromossomos predominantemente submetacéntricos e metacéntricos, de dificil
identificacdo devido ao tamanho e grau de condensagdo cromossOmica
(Bortoleti et al, 2012).

3.3.1 Importancia econdmica

O género Vigna Savi, representado pelos graos de feijao, representa
uma importante fonte proteica na dieta humana nos paises em
desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais. No Brasil, o feijao é um
dos componentes basicos da dieta alimentar da populacido, destacando-se
como importante fonte de proteina para as classes economicamente menos
favorecidas (Wander et al., 2005).

Vigna unguiculata (L.) Walp. € uma cultura multifuncional e um dos
alimentos mais importantes dentre as leguminosas forrageiras dos tropicos
semiaridos (Timko e Singh, 2008). O Brasil é considerado o terceiro maior
produtor de feijdo-caupi, com destaque para as regides Nordeste e Norte como
maiores produtoras (EMBRAPA, 2011). A maior produgdo concentra-se na

Regiao Nordeste, com 84% da area plantada e 68% da produgao nacional, o
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que gerou, nos ultimos cinco anos, 1,2 milhdo de empregos diretos (Castelletti
e Costa, 2013). Nessa regiao a producado concentra-se nas areas semiaridas,
onde outras culturas leguminosas anuais, em razdo da irregularidade das
chuvas e das altas temperaturas, n&do se desenvolvem (Freire-Filho et al,
2011a).

Feijoes constituem a principal cultura de subsisténcia para a populagao
mais carente, por seu alto valor nutritivo, devido ao alto conteudo de proteina
das sementes e pela geragcdo de emprego e renda na zona rural (Frota et al.,
2008; Timko e Singh, 2008), podendo ser consumidos na forma de folhas
jovens, brotos, vagens verdes e graos (Broughton et al., 2003) ou usados como
adubo verde ou forrageira (Guedes, 2008).

Anualmente, grande parte da producdo de feijao é comprometida pela
ocorréncia de diversos tipos de doengas e pragas, sendo necessaria a
utiizacdo de defensivos agricolas. A falta de recursos dos produtores,
juntamente com os efeitos toxicos causados pelos pesticidas, tem levado a
comunidade cientifica a realizar projetos visando obter espécies mais
tolerantes a diferentes tipos de estresse bidticos e/ou abidticos (Broughton et
al., 2003; Timko e Singh, 2008).

3.4 Citogenética Molecular

Estudos citogenéticos tém revelado polimorfismos genéticos importantes
na caracterizagao de cultivares, através de marcadores citolégicos que auxiliam
na construgdo de mapas cromossdmicos. Tais estudos tém contribuido com os
programas de melhoramento genético, auxiliando na caracterizagdo de
germoplasma, no entendimento das relagdes filogenéticas e na identificagcao da
origem de varias espécies (Benko-lseppon, 2001; Carvalho e Guerra, 2002;
Carvalho et al., 2005; Pedrosa-Harand et al., 2006).

Métodos citomoleculares fornecem poderosas ferramentas para analises
da estrutura, da organizagdo e da evolugdo genbmica. A técnica de
hibridizagao in situ fluorescente (FISH) tem sido aplicada na caracterizagcao de
espécies vegetais, localizando regides cromossOmicas especificas nas mais

variadas espécies silvestres e cultivadas. O processo consiste basicamente na
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desnaturacao e hibridizacdo do acido nucleico alvo com uma sonda adequada
(DNA ou RNA conhecido e previamente marcado), permitindo a localizagao in
situ de sequéncias de acidos nucleicos (DNA ou RNA) nos cromossomos,
citoplasma, organelas ou tecidos estudados (Guerra, 2004).

A hibridizacao in situ de sequéncias de DNA em cromossomos tem
possibilitado a identificacdo de marcadores cromossOdmicos, revelando
informagdes importantes sobre a distribuicdo de sequéncias de DNA ao longo
dos cromossomos (Jong et al., 1999). Muitos tipos de sequéncias de DNA tém
sido visualizados através da FISH, incluindo cdépias uUnicas ou com baixo
numero de repeticbes, até aquelas altamente repetitivas. As primeiras
sequéncias detectadas foram as de DNA repetitivo, cujas unidades de
repeticdo podem estar distribuidas em tandem ou dispersas ao longo do
genoma. As sequéncias em tandem ocorrem em blocos de centenas a milhares
de copias, localizadas em um ou mais sitios de um dado genoma. Essa
categoria inclui DNA codificante, como genes para RNAr e nao codificante,
como DNA telomérico (Leitch et al., 1994).

Nos ultimos anos, a FISH tem ampliado consideravelmente o nivel de
andlise e o campo de atuagdo da citogenética vegetal. Esta técnica tem
permitido a deteccédo simultanea de varias sondas no mesmo cromossomo ou
em diferentes cromossomos, possibilitando que seja determinada a ordem
fisica de sequéncias nos cromossomos, permitindo assim a construcdo de
mapas fisicos. Além disso, o poder de resolugao espacial de sequéncias-alvo e
o nivel de sensibilidade de deteccao tém sido aperfeicoados. Em cromossomos
mitoticos vegetais, calcula-se que duas sequéncias tenham que estar
separadas por pelo menos 2 a 5 Mb para serem visualizadas como sinais
distintos (Pedrosa-Harand e Guerra, 2004). Por outro lado, poucos resultados
reprodutiveis tém sido relatados em plantas para alvos menores de 10 kb (Jong
et al., 1999).
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3.5Microssatélites (SSRs)

As SSRs (Repeti¢cdes de Sequéncias Simples), também conhecidas como
microssatélites, consistem em pequenas unidades de repeticdes (1 a 6 pb)
distribuidas em tandem, abundantes ao longo dos genomas procariéticos e
eucarioticos, sendo encontradas entre regides codificantes de genes estruturais
ou outras sequéncias repetitivas (Toth, et al., 2000; Bhargava e Fuentes, 2009).
Sua distribuicdo, ao longo dos cromossomos, pode ser exemplificada pela
Figura 1. Sdo amplamente utilizados como marcadores moleculares por conta
de uma caracteristica particular na qual sofrem maiores taxas de mutagcdes que

o restante do genoma (Oliveira et al., 2006).

Centromero

Repeticbes em tandem Repeticoes em tandem dispersas
intercalares
Centromero-associado a

repeticdes em tandem

Retroelemento Ty-1 copia-like e
microssatélites dispersos

' R i 3 ' LINES (retroelementos ndao-LTR)
| RepeticBes teloméricas
E e sub-teloméricas
Sequéncias unicas e copias
curtas incluindo genes

Figura 1: Modelo de um cromossomo de planta com as diferentes classes de DNA
repetitivo mostrando a distribuicdo gendmica caracteristica. Os retroelementos estao
localizados em todo o genoma com alguns clusters. Os microssatélites estado
dispersos e presente como clusters (mostrado apenas na cromatide inferior e varia

entre os motivos). Fonte: Schmidt e Heslop-Harrison (1998).
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Os microssatélites sao classificados de acordo com o tipo de sequéncia
de repeticdo como perfeito, imperfeito, interrupto ou composto. Em um
microssatélite perfeito, a sequéncia de repeticdo ndo €& interrompida por
qualquer base que ndo pertence ao motivo (por exemplo,
TATATATATATATATA). Em um microssatélite imperfeito, existe um par de
bases entre o motivo repetido que ndo coincide com a sequéncia motivo (por
exemplo, TATATATACTATATA). No caso de um microssatélite interrupto,
existe uma pequena sequéncia dentro da sequéncia repetida que nao coincide
com a sequéncia do motivo (por exemplo, TATATACGTGTATATATATA). Por
sua vez, em um microssatélite composto, a sequéncia contém duas sequéncias
adjacentes distintas de repeticao (por exemplo, TATATATATAGTGTGTGTGT)
(Oliveira et al., 2006).

As SSRs também podem ser classificadas, de acordo com sua
localizacdo no genoma, em gendmicas ou génicas. Nos microssatélites
genbmicos, a frequéncia e distribuicdo das sequéncias refletem a taxa de
mutagéo basica do organismo ou da regido genémica, na qual esta localizada.
Por outro lado, as SSRs génicas tém sua disposi¢ao e assiduidade resultante
da taxa de mutacao dessas regides codificantes associada a forgas seletivas
(Ellegren, 2004).

Apesar de pouco esclarecidas, as taxas mutacionais dessas repeticdes
nao sao uniformes, variando entre os tipos e composicao das repeticdes, o tipo
de SSRs, assim como entre grupos taxonémicos (Primmer et al., 1996). Além
disso, sao diretamente afetadas pelos motivos repetidos e por fatores como
loco génico, posigdo cromossémica, divisdo celular, estrutura da cromatina,
conteudo GC (Guanina/Citosina) das sequéncias flanqueadoras e taxa local de
mutacao. Contudo, afirma-se que o principal fator influenciador da mutabilidade
esta associado a extensdo das repeticbes (Ellegren, 2004; Weising et al.,
2005).

Embora os microssatélites tenham sido usados extensivamente em um
numero consideravel de estudos, das mais variadas areas da genética, a
dindmica de mutacdo destas regides genOmicas ainda nao é bem
compreendida. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a alta taxa

de mutacdo de microssatélites, incluindo erros durante a recombinacéo,
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crossing over desigual e slippage da enzima polimerase durante a replicagéo
ou reparacao do DNA (Oliveira et al., 2006).

O slippage tem sido sugerido como o principal responsavel pela
formagao e expanséo dos arranjos de microssatélites, atuando juntamente com
a funcionalidade de um grupo de enzimas e proteinas envolvidas no
processamento do DNA e com a remodelagem da cromatina (Cuadrado e
Schwarzacher, 1998; Bhargava e Fuentes, 2009). Os microssatélites também
podem se originar via transposigdo de elementos moveis ou por microssatélites
de novo. Neste ultimo caso, os microssatélites surgem provavelmente de modo
espontaneo, a partir de sequéncias unicas dispostas em regides eucromaticas.
Estas regides eucromaticas sdo caracterizadas pela alta propor¢do de genes
expressos, bem como pela ocorréncia de recombinagdo meidtica. Por
consequéncia, as SSRs desempenhariam um papel fundamental na
manutengdo dos cédons genéticos e da integridade proteica (Li et al., 2004;

Bhargava e Fuentes, 2009).

3.6 Elementos transponiveis e Retroelementos

Os elementos transponiveis (TEs, Transposable Elements) sdo os mais
abundantes componentes do genoma das plantas. Por exemplo,
aproximadamente 40% do genoma do arroz e 80% de do genoma do milho é
composto por TEs. Com base em mecanismos de transposi¢do, TEs séo
geralmente classificados em dois tipos principais: transposons e
retrotransposons (Du et al., 2010)

Apesar de serem muitas vezes conhecidos como componentes do DNA,
mais evidéncias demonstram que TEs ndo s6 contribuem para moldar e
remodelar os genomas das plantas, mediante amplificacdo, recombinagao e
metilacdo, mas também tém um papel significativo na regulagdo da expressao
de genes adjacentes e criando a matéria-prima para o a evolugdo de novos
genes e novas fung¢des genéticas (Du et al., 2010).

Os TEs sao distribuidos em duas classes principais (I e Il), de acordo

com sua organizagao estrutural e mecanismo de transposi¢céo. Os elementos
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de classe | (Retrotransposons) transpdéem-se por um intermediario de RNA, via
mecanismo do tipo copy and paste, o qual sofre transcrigdo reversa para sua
reinsergcdo no genoma. Os elementos de classe Il (Transposons), codificam
uma transposase, movimentando-se pelo genoma mediante um DNA
intermediario, via mecanismo do tipo cut and paste (Todorovska, 2007; Du et
al., 2010). Os retrotransposons sao divididos em duas subclasses, as quais
diferem em sua estrutura e ciclo de transposicao, retroelementos ndo LTRs
(Long Terminal Repeats; Longas Repeticdes Terminais) e LTRs (Friesen et al.,
2001; Hill et al., 2005; Park et al., 2007).

Os retroelementos sdao componentes discretos do genoma de plantas,
que replicam e se reintegram em sitios multiplos através de um processo
complexo que envolve a ativacdo da excisao, transcricdo de RNA dependente
de DNA, tradugdo de RNA em proteinas funcionais, sintese de DNA
dependente de RNA e reintegracdo no genoma, gerando novas coépias de
retroelementos (Heslop-Harrison, 2000). Apresentam-se frequentemente
dispersos ao longo dos cromossomos, embora possam se associar a regides
particulares do genoma (Figura 1) (Schimdt e Heslop-Harrison, 1998). As
principais classes de retroelementos incluem LINEs (Long Interspersed Nuclear
Elements; Elementos Repetitivos Dispersos Longos), SINEs (Short
Interspersed Nuclear Elements; Elementos Repetitivos Dispersos Curtos),
elementos tipo copia e gypsy, bem como retrovirus (Heslop-Harrison, 2000).

Entre os retrotransposons LTRs, as superfamilias Ty1-copia e Ty3-gypsy
sdo consideradas as mais abundantes e relatadas nos genomas de diferentes
angiospermas, representando, por exemplo, 25% e 75% dos genomas de arroz
e milho, respectivamente (Du et al., 2010). Essas duas superfamilias de
retrotransposons diferenciam-se pelo dominio conservado dos genes RT
(Reverse Transcriptase; Transcriptase Reversa), caracteristicos de cada
retroelemento (Friesen et al., 2001), bem como pela ordem génica dos
dominios RT e integrase na regidao pol. O Ty1-copia apresenta o dominio da
integrase anterior (posicao 5’) ao da RT e RNase H, enquanto que, no Ty3-
gypsy, tal dominio situa-se posterior (posicao 3’) ao RT e RNAse H (Figura 2).
Além dessa caracteristica, os elementos Ty3-gypsy-like apresentam uma maior
similaridade com os retrovirus (Kumar e Bennetzen, 1999; Hansen e Heslop-

Harrison, 2004), pela presenca de dominio env (Envelope), coincidente com a
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posicdo ocupada pelo gene codificante do envelope viral em retrovirus
(Vershinin et al., 2002), sendo estes classificados como Gypsy-like (Capy et al.,
1998).

Ty1l-copia

PPT

Ty3-gypsy
LTR o AP I RT - IN E LTR

Figura 2: Organizacdo dos dominios génicos das principais classes de
retrotransposons LTRs (Ty1-copia e Ty3-gypsy). Adaptado de Todorovska (2007) apud
Bortoleti (2010).

Os retroelementos agem como elementos mutagénicos sendo
considerados como fonte de diversidade. As sequéncias de retroelementos
potencialmente ativas oferecem dados importantes sobre a evolugdo genémica
e relagbes filogenéticas (Heslop-Harrison, 2000). Alguns tipos de
retroelementos tém sido analisados no genoma de plantas. Em Beta vulgaris
L., Schmidt et al. (1995) observaram a presenga do retrotransposon Ty1-copia
ao longo dos cromossomos. De modo semelhante, Galasso et al. (1997)
estudaram a distribuicdo e localizagdo dos retrotransposons Ty1-copia em
espécies de Vigna, revelando que estes elementos representavam a maior
fracdo do genoma e se encontravam dispersos uniformemente em todos os
cromossomos, com exceg¢ao das regides centroméricas, subteloméricas e das
RONSs (Regides Organizadoras de Nucléolos).

O retroelemento Ty3-gypsy, que difere do grupo Ty1-copia pela ordem
génica no dominio interno, foi localizado nas regides centroméricas em

cromossomos de cereais sugerindo que este grupo de retroelementos pode
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desempenhar importante fungdo na evolugao cariotipica € no funcionamento
dos centrémeros (Presting et al.,, 1998). Em grao-de-bico (Cicer arietinum),
Staginnus et al. (1999) observaram o agrupamento de elementos Ty3-gypsy na
heterocromatina pericentromérica rica em AT em todos os cromossomos,
sendo considerado um importante marcador nesta espécie.

Os transposons, por sua vez, sao classificados em sete superfamilias:
Tc1/Mariner; hAT; PiF; MiTE; CACTA; MULE, e Mutator, também denominados
Pack-Mules. Em vegetais, esta ultima familia € a mais abundante, embora as
quantidades dos elementos da superfamilia CACTA e Helitron também tenham
sido consideradas relevantes (Jiang et al., 2004; Wicker et al., 2007; Li et al.,
2009).

Os elementos da superfamilia CACTA sao um dos que se apresentam
mais relacionados a regides ricas em genes, podendo exercer maior influéncia
sobre eles. No entanto, nem sempre as alteragcdes geradas sdo benéficas e os
organismos por vezes revertem sua influéncia através de mecanismos
epigenéticos, especialmente por metilagdo, inibindo a atividade destes
elementos (Cantu et al., 2010; Saze et al., 2012).
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo citogenético
comparativo entre G. soja e G. tomentella, mediante localizag&do cromossdémica
de sondas de DNA repetitivo. Foram utilizados seis oligonucletideos com
padroes de microssatélites [(AAC)s, (AAG)s, (ACC)s, (AG)s (CTC)s, (TGA)s] em
G. soja e G. tomentella como sondas na hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH). A analise por FISH evidenciou que, em ambas as espécies, 0s
microssatélites apresentaram uma marcacdo dispersa com predominancia
pericentromérica. No entanto, foram observadas variagbes em suas
quantidades e sua distribuicdo ao longo dos cromossomos. Em G. soja, o
oligonucleotideo (ACC)s apresentou marcagdes dispersas, com marcas
pericentroméricas mais intensas, além de marcagdes subterminais. O
oligonucleotideo (CTC)s apresentou cromossomos com marcagdes dispersas,
e algumas marcagdes subterminais. Ja a sonda (AG)s evidenciou marcagdes
dispersas, pericentroméricas e terminais. O (TGA)s apresentou marcagdes
dispersas, proximais e subterminais; enquanto (AAG)s e (AAC)s geraram sinais
dispersos e proximais. Nas células analisadas de G. tomentella, foram
observadas marcacgdes dispersas, preferencialmente pericentroméricas para
todos os oligonucleotideos. A luz das informagdes disponiveis sobre o genoma
de G. max e sabendo que as SSRs s&o normalmente distribuidas ao longo do
genoma, propbe-se que, como em outros grupos, tais marcagdes se
acumularam em areas provavelmente pobres em genes mediante mecanismos
de amplificagcdo, com énfase para o deslizamento da polimerase durante a

replicagao.

Palavras-chave: DNA repetitivo, Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH),

Glycine soja, G. tomentella.
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Abstract

This study aimed to perform a cytogenetic study comparing G. soja and G.
tomentella by chromosomal location of repetiive DNA probes. Six
oligonucletides with microsatellite patterns [(AAC)s, (AAG)s, (ACC),5 (AG)s
(CTC)s, (TG)s] were used in G. soja and G. tomentella as probes in fluorescent
in situ hybridization (FISH). The FISH analysis showed that, in both species,
microsatellites showed a predominance dispersed with pericentromeric
localization. However, variations in their amounts and distribution along the
chromosomes were observed. In G. soja, the oligonucleotide (ACC)s had a
dispersed distribution, with more intense pericentromeric marks, and
subterminal markings. The oligonucleotide (CTC)s presented five chromosomes
with scattered markings, and some subterminal markings. Already a probe
(AG)s showed dispersed pericentromeric and terminal markings. The (TGA)s
showed scattered, proximal and subterminal markings, while (AAG)s and
(AAC)s generated and dispersed proximal signals. Cells analyzed from G.
tomentella showed scattered signals mainly in the pericentromeric regions for
all oligonucleotides. In the light of the information available about the genome of
G. max and knowing that SSRs are normally distributed throughout the
genome, we propose that, as in other groups, such markings have built
probably in poor areas through mechanisms of gene amplification, with an

emphasis on polymerase slippage during replication.

Keywords: Repetitive DNA, Fluorescence in situ hybridization (FISH), Glycine

soja, G. tomentella.
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Introducao

O género Glycine Willd. (familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae,
tribo Phaseoleae) é constituido por dois subgéneros, Glycine Willd., que
compreende 26 espécies perenes selvagens; e Soja (Moench.) F.J. Herm.,
constituido por G. soja Sieb. & Zucc. (soja selvagem) e G. max (L.) Merr. (soja
cultivada). Considera-se que G. max apresente uma provavel origem
monofilética a partir de G. soja (Bilyeu, et al., 2010; Guo, et al., 2010). Ambas
as espécies sao anuais com 2n = 40 cromossomos, produzindo hibridos
viaveis, vigorosos e férteis, capazes de trocar genes entre si (Singh e
Hymowitz, 1999). Os genomas de G. soja € G. max sao similares e tém sido
designados por G e Gi, respectivamente (Chung e Singh, 2008), havendo
algumas linhagens que diferem por apresentar translocagbes (Singh and
Hymowitz, 1988; Findley et al, 2010; 2011) ou inversdes paracéntricas (Palmer
et al., 2000).

As espécies e respectivos acessos do subgénero Soja constituem o
grupo génico primario da soja, enquanto o grupo secundario ndo apresenta
espécies associadas a cultura, e o terciario contém apenas trés espécies (G.
argyrea, G. canescens e G. tomentella), as quais podem ser hibridizadas com
soja. Seus hibridos F4 podem ser resgatados mediante cultivo de embrides,
mas séo estéreis e dificilmente passam do estagio de anfidiploides (Chung e
Singh, 2008). Dessa forma, apenas uma pequena fracdo da diversidade
genética disponivel no género tem sido efetivamente utilizada no melhoramento
da soja. Em geral, os melhoristas se restringem a utilizar o material do grupo
génico primario, resultando em uma base genética estreita para a espécie
(Mahmoud et al., 2006; Guo et al., 2010). Apesar dessa aparente limitagao, o
melhoramento genético da soja tem levado a progressos significativos em
termos de produtividade nos ultimos anos, aumentando sua produg¢do. No
Brasil, a soja & a cultura que mais cresceu nas ultimas trés décadas e
corresponde a 49% da area plantada em grdaos (MAPA, 2013).

A soja é uma das mais importantes fontes de proteina e de 6leo do
mundo, tratando-se da primeira leguminosa a ser completamente sequenciada.

Seu genoma tem servido como referéncia para mais de 20.000 espécies de
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leguminosas e para o entendimento do mecanismo de fixagdo do nitrogénio
atmosférico por simbiose (Schmutz et al., 2010).

O sequenciamento do genoma da soja foi do tipo shotgun,
compreendendo 950 Mb. A maior parte das sequéncias do genoma esta
montada em 20 pseudomoléculas cromossémicas contendo 397 sequéncias
scaffolds (significando armagao ou esqueleto em portugués) com posi¢des
ordenadas dentro dos 20 grupos de ligagédo da soja. Um conteudo adicional de
17,7 Mb esta presente em 1.148 sequéncias scaffolds ndo ancoradas, que séo
constituidas principalmente por DNA repetitivo e contém menos de 450 genes
preditos (Schmutz et al., 2010). As posi¢cdes dos scaffolds foram determinadas
com extensos mapas genéticos, incluindo 4.991 polimorfismos de um unico
nucleotideo (SNPs) e 874 SSRs (Simple Sequence Repeats) (Song et al.,
2004; Choi et al., 2007; Hyten et al., 2010a, b).

Os SSRs, também conhecidos como microssatélites, sao repeticdes
curtas — um a seis pares de bases (pb) — presentes predominantemente nos
genomas dos eucariontes, podendo ser encontradas em qualquer regido do
genoma, tanto em regides codificantes como nao codificantes (To6th et al.,
2000; Bhargava e Fuentes, 2010). Tem sido amplamente utilizadas para
geragcao de marcadores genéticos uma vez que possuem um atributo
especifico no qual sofrem maiores taxas de mutagdo que o restante do genoma
(Oliveira et al., 2006). Devido a sua alta mutabilidade, acredita-se que os
microssatélites podem desempenhar um papel significativo na evolugdo do
genoma pela criagcdo e manutencao da variagao da genética quantitativa (Téth
et al., 2000).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar um
estudo citogenético comparativo entre G. soja e G. tomentella, mediante
localizagcdo cromossbmica de sondas com padrao microssatélite, a fim de
colaborar para a analise das diferencas estruturais do DNA repetitivo entre

espécies dos dois subgéneros.
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Material e Métodos

Sementes das espécies G. soja (Acesso Pl 407236) e G. tomentella
(Acesso Pl 441008) foram cedidas pelo banco de germoplasma da Embrapa
Soja (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Soja, Londrina). Estas
foram escarificadas e postas para germinar em placas de Petri com papel filtro
e uma camada de algoddo umedecido. Pontas de raizes recém-germinadas
foram pré-tratadas em solugao de 8-hidroxiquinoleina (8HQ) a 2 mM por 4h e
30 min, a 18 °C, fixadas em metanol:acido acético (3:1, v/v), por 2 a 24 h a

temperatura ambiente e estocadas a -20 °C.

Preparo das laminas

Os meristemas foram lavados duas vezes em agua destilada por 5 min
cada, sendo digeridos em uma solugéo de 2% (p/v) celulase ‘Onozuka R-10’
(Serva)/ 20% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich) em tamp&o citrato 10 mM por 2:30
h a 37 °C. Em seguida, as raizes foram lavadas em agua destilada e colocadas
em uma lamina ligeiramente inclinada verticalmente. Algumas gotas de fixador
(metanol: acido acético; 3:1; v:v) gelado foram pingadas com uma pipeta
Pasteur em cima das raizes para total remogcdo da agua. Em seguida,
procedeu-se a maceragao mecanica das raizes e posterior gotejamento de
fixador gelado sobre o material. Posteriormente, as I&minas foram secas com
um auxilio de bombas de ar possibilitando a secagem das mesmas, sendo
entdo mergulhadas em acido acético 45% por 12 s e colocadas em uma
superficie plana pré-aquecida (37 °C) por aproximadamente 3 min. As laminas
foram coradas com uma solugdo de 2 ug/mL de DAPI (4-6"-diamidino-2-
fenilindole)/ glicerol (1:1, v/v) e visualizadas em microscopio a fim de selecionar
as melhores laminas. As laminas selecionadas foram descoradas em
etanol:acido acético (3:1, v/v) por 30 min, e mantidas etanol absoluto durante 1
h. Apés secagem ao ar, as laminas foram devidamente estocadas a -20 °C até

o momento do procedimento de hibridizagao in situ.
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Dupla coloracdo com fluorocromos CMA e DAPI

Para a coloracdo de CMA/DAPI, as laminas foram armazenadas por trés
dias a temperatura ambiente, coradas com CMA (0,5 mg/mL) por 60 min e, em
seguida, com DAPI (2 ug/mL), por 30 min. Posteriormente, as laminas foram
secas, montadas com meio de montagem de tampao Mcllvaine’s (pH
7.0):glicerol (1:1, v/v) e lutadas com esmalte. Apds trés dias, imagens das

melhores células foram capturadas.

Obtencao de sondas

As sequéncias de oligonucleotideos utilizados como sondas foram
previamente preparadas e estocadas no Laboratério de Genética e
Biotecnologia Vegetal da UFPE. Essas sequéncias descritas por Bortoleti
(2010) pertencem as espécies P. lunatus, P. vulgaris, V. unguiculata e V.
radiata e foram obtidas em formato FASTA a partir do NCBI (National Center
for Biotechnology Information; Centro National para Informagéo Biotecnologica)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente a anotagdo, os dados foram
submetidos ao software SSRIT (Simple Sequence Repeat Identification Tool;
Ferramenta de Identificacdo de Repeticdes de Sequéncias Unicas) disponivel
em www.gramene.org/db/searches/ssrtool para identificagcdo de sequéncias de
oligonucleotideos com padrdes frequentes em microssatélites. Os
oligonucleotideos foram selecionados, sintetizados e marcados indiretamente
com digoxigenina-11-dUTP, pela metodologia de end labeling (DIG
Oligonucleotide 3'-End Lab. Kit, 2nd generation, Roche), conforme as

instrucdes do fabricante.

Hibridizacao fluorescente in situ (FISH)

As laminas foram pré-tratadas como descrito por Pedrosa et al. (2001). A
desnaturacado dos cromossomos e das sondas, os banhos pds-hibridizagéo e a
deteccao foram efetuados de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), exceto
pela lavagem de estringéncia, realizada em 0,1x SSC a 42 °C. As misturas de
hibridizagao consistiram de: formamida 50% (v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 2x
SSC e 2-5 ng/uL de sonda. As laminas foram desnaturadas por 7 min a 70 °C e
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hibridizadas de 18 a 48 h a 37 °C. As sondas marcadas com digoxigenina
foram detectadas usando sheep anti-digoxigenin conjugado com fluoresceina
isotiocianato (FITC; Roche) e amplificadas com anti-sheep conjugado com
FITC (Roche) também em BSA 1% (p/v). Todas as preparagdes foram
montadas com 2 ug/mL de DAPI em Vectashield (Vector).

Andalise dos dados

As células foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Leica
DMLB e imagens das melhores células capturadas com uma camera Leica
DFC 340FX, usando o programa Leica CW 4000. As imagens foram otimizadas
para melhor brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems

Incorporated).

4. Resultados

Ambas as espécies G. soja (2n = 40) G. tomentella (2n = 78)
apresentaram cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e apenas um
par de cromossomos satelitados. Na coloragdo por fluorocromos base-
especificos CMA/DAPI em G. soja e G. tomentella, blocos CMA positivos foram
observados nas regides pericentroméricas de quase todos os cromossomos e
nas regides terminais do par de cromossomos satelitados de ambas as
espécies. O padrao de distribuicdo dos seis microssatélites utilizados como
sondas na FISH revelou uma prevaléncia de marcagdes dispersas ao longo da
maioria dos cromossomos de G. soja e G. tomentella, bem como de sinais de
hibridizagcdo nas regides pericentromeéricas de varios cromossomos, com
particularidades para cada tipo de microssatélite [Figuras 1A’-F’; 2A’-F’; Tabela
1].
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FISH em Glycine soja

Em G. soja, o oligonucleotideo (AAC)s revelou marcagdes dispersas ao
longos dos cromossomos, evidenciando marcagdes proximais e em alguns
casos sinais subterminais (Figura 1A’). Por sua vez, a sonda (AAG)s revelou
marcagoes intersticiais e proximais na maioria dos cromossomos (Figura 1B’).

A hibridacdo das repeticdes (ACC)s revelou marcacgdes dispersas em
todos os cromossomos, com marcas pericentroméricas mais intensas, estando
estas destacadas em alguns cromossomos, observando-se ainda marcagdes
subterminais (Figura 1 C’).

No que diz respeito ao oligonucleotideo (AG)s, foram geradas
marcagdes dispersas, predominantemente pericentroméricas, em alguns
cromossomos apresentando marcagdes terminais (Figura 1D’), semelhante a
repeticdo (CTC)s que também evidenciou marcagbes dispersas e
predominantemente pericentroméricas, além de algumas marcagdes
subterminais (Figura 1E’).

O padrdao (TGA)s associou-se de forma dispersa aos cromossomos,
como todos os anteriores, observando-se ainda marcacgdes intersticiais ao
longo dos cromossomos, como também sinais de hibridizagdes proximais e

subterminais (Figura 1F’).

FISH em Glycine tomentella

Na espécie G. tomentella, foram observadas marcagdes dispersas,
preferencialmente pericentroméricas ao longo dos cromossomos para todos os
oligonucleotideos utilizados como sonda [(AAC)s, (AAG)s (ACC)s, (AG)s (CTC)s,
(TGA)s], nas células analisadas (Figura 2; Tabela 1). Nesta espécie o
oligonucleotideo (AAC)s revelou marcacdes preferencialmente intersticiais ao
longo dos cromossomos (Figura 2 A’), enquanto a sonda (AAG)s apresentou
sinais pericentroméricos e intersticiais (Figura 2B’). Por sua vez, as repeti¢cdes
(ACC)s mostraram sinais de hibridizagdo pericentroméricos, bem como alguns
subterminais (Figura 2C’).

A sonda (AG)s apresentou uma predominancia de marcagoes
pericentroméricas e em alguns cromossomo podemos observar marcagdes
subterminais (Figura 2 D’). No caso do (CTC)s , assim como o (AG)s evidenciou

uma maioria de marcagdes pericentroméricas e poucas marcacoes
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subterminais (Figura 2 E’). O oligonucleotideo (TGA)s apresentou marcagdes
intersticiais, proximais e em alguns cromossomos marcagdes subterminais
(Figura 2 F’).

A presenca de marcas preferencialmente pericentroméricas sugere uma
associacao dos microssatélites testados a heterocromatina constitutiva, embora
marcagdes dispersas também tenham sido observadas em regides

eucromaticas.

Tabela 1. Padrdes prevalentes quanto a posigao e distribuicdo de marcagdes

cromossOmicas observadas no presente estudo.

G. tomentella

Corante ou Padr_éo G.soja(2n = 40~) (2n = 78)
Sonda Predominante (N° pares) posicao (N° pares) posicao
CMA* L (Todos) Pc/ (1) St (Todos) Pc/ (1) St
(AAC)s D/L (2) St/ (10) Px (3)Pc/ (3) |
(AAG)s DIL (3) 1/ (6) Px (4) Pc/ (6) |
(ACC)s D/L (2) Pc/ (1) St (12) Px/ (5) St
(AG)g DL (15) Pc / (2) St (8)1/(3) St
(CTC)s DIL (8) Pc/ (2) St (11) Pc / (4) Px
(TGA)s DL (5) Px / (2) 1/ (1) St (18) |

Legenda das abreviagdes: Padrdo: L = marcacgao localizada; D = marcagao
dispersa; Posicdes: St = subterminal; Pc = pericentromérica; | = intersticial; Px =

proximal.
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Figura 1: Coloragcdo CMA/DAPI e hibridizagao in situ fluorescente dos oligonucleotideos
(AAC)s, (AAG)s, (ACC)s, (AG)s (CTC)s, (TGA)s, em cromossomos mitoticos de Glycine soja
(2n = 40). Cromossomos contracorados com DAPI (pseudocolorido em cinza), com blocos
CMA positivos (amarelo) nas regibes pericentroméricas dos cromossomos e nas regides
terminais dos cromossomos satelitados (A-F). Marcagdes dispersas e pericentroméricas
dos oligonucleotideos (AAC)s (A’), (AAG)s (B’), (ACC)s (C"), (AG)s (D), (CTC)s (E’), (TGA)s
(F’), em verde. Os insertos evidenciam exemplos de cromossomo satelitado (A), marcagao
pericentromérica (B), dispersa (A’), intersticial (B’), pericentromérica (C’), dispersa (D’),
pericentromérica (E’), proximal (F’). A barra em F’ corresponde a 10 um.
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Figura 2: Coloragdo CMA/DAPI e hibridizacdo in situ fluorescente dos
oligonucleotideos (AAC)s, (AAG)s (ACC)s, (AG)s (CTC)s, (TGA)s, em Ccromossomos
mitoticos de Glycine tomentella. Metafases contendo 2n = 78 cromossomos
contracorados com DAPI (pseudocolorido em cinza), com blocos CMA positivos
(amarelo) nas regibes pericentroméricas dos cromossomos € nas regides terminais
dos cromossomos satelitados (A-F) em amarelo. Marcagdes dispersas e
pericentroméricas dos oligonucleotideos (AAC)s (A’), (AAG)s (B’), (ACC)s (C’), (AG)s
(D), (CTC)s (E’), (TGA)s (F') em verde. Os insertos evidenciam exemplos de
cromossomo satelitado (C), marcacao intersticial (A’), pericentromérica (B’),
subterminal (C’), subterminal (D’), pericentromérica (E’), proximal (F’). A barra em F’
corresponde a 10 pm.
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Discussao

O presente estudo avaliou pela primeira vez a prevaléncia e distribuicdo
cromossOmica de alguns destes elementos em duas espécies silvestres do
género Glycine, confirmando sua abundancia nas diversas regides
cromossbmicas dos taxons estudados. Mediante a hibridizagdo in situ
fluorescente, os oligonucleotideos (AAC)s, (AAG)s, (ACC)s, (AG)s (CTC)s,
(TGA)s, mostraram de um modo geral marcagdes dispersas nos genomas das
espécies analisadas; embora tenham sido observadas diferencas em suas
quantidades e distribui¢do ao longo dos cromossomos.

Os microssatélites (SSR) sdo considerados uma classe de sequéncias
de DNA repetitivo encontrada nos genomas dos eucariotos. Tratam-se de
elementos abundantes gerados a partir da dispersdo de pequenas unidades de
repeticdo (de um a seis pb) organizados em tandem sendo encontrados ao
longo dos genomas e mais frequentemente associados as regides
heterocromaticas (Cuadrado et al., 2000, Oliveira et al., 2006). Uma grande
distribuicdo dessas sequéncias nos genomas tem potencializado o uso de
microssatélites como marcadores moleculares como ferramenta na
identificacdo de individuos, espécies e variedades, em estudos populacionais e
evolutivos, bem como, na geragdo de mapas genéticos, como em G. max (Guo
et al 2010, Hyten et al 2010a), G. soja (He et al, 2012), Cicer arietinum
(Lichtenzveig et al., 2005), Phaseolus vulgaris (Yu et al., 2000; Buso et al.,
2006), Vigna unguiculata (Diouf e Hilu, 2005) e Medicago truncatula (Mun et al.,
2006), entre outros. Tais oligonucleotideos sintéticos com padrédo de
microssatélites tém sido utilizados na FISH, auxiliando no entendimento da
organizagao gendmica, inferindo sobre mecanismos de dispersédo, amplificagéo
e evolugao, confirmando a ampla distribuicdo destes elementos na maioria das
espécies analisadas (Cuadrado et al., 2000; Heslop-Harrison, 2000).

Mediante FISH, Bortoleti (2010) observou que os microssatélites estao
presentes em grande proporcdo nos genomas das espécies G. max, P.
vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata, V. radiata, evidenciando variagcbes em suas
quantidades, organizagdo (tandem ou dispersa) e distribuicdo ao longo dos
cromossomos, de modo semelhante ao observado no presente estudo.

Também em analise das sequéncias gendmicas da soja pela citada autora,
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foram detectados sitios de repeticdes para os oligonucleotideos, de tamanhos
variaveis entre 30 a 454 pb, localizados, principalmente, em regides de alta a
moderada densidade génica, por vezes associados a genes e elementos
transponiveis (Bortoleti 2010). Este achado contraria evidéncias comparativas
entre os sinais de FISH e a analise das sequéncias componentes dos scaffolds
do genoma da soja, que indicam um numero muito maior de repeticdes nao
evidentes devido as metodologias de alinhamento usadas na montagem de
genomas (Belarmino et al., 2012).

Em marcacbes dispersas, os loci de microssatélites, correspondem a
sequéncias com extensao de 20 a 100 pb, os quais podem estar distribuidos
proximos um dos outros ao longo dos genomas, permitindo sua visualizagao
como marcacdes fracas, entre sequéncias de coépia Unica e/ou outras
sequéncias repetitivas. No caso de haver marcacdo em tandem revela a
organizacdo de SSRs em regides de DNA repetitivo. Essas sequéncias
correspondem a cerca de 100 a 1000 unidades de repeti¢des, as quais estao
associadas a heterocromatina constitutiva (Cuadrado et al., 2008).

Estudos com a associacdo da FISH e analise in silico em G. max
ressaltaram uma distribuicido diferencial aparentemente n&o aleatéria das
diferentes classes de SSRs analisadas, podendo estar preferencialmente
associadas a heterocromatina ou a eucromatina, com uma densidade de
repeticdes variavel (Bortoleti 2010).

Na soja, as regides heterocromaticas pericentroméricas detém cerca de
57% das sequéncias gendmicas, constituidas principalmente por sequéncias
repetitivas (Lin et al., 2005; Schmutz et al., 2010), tais como sequéncias de
DNA satélite com retroelementos interdispersos (Nunberg et al., 2006;
Swaminathan et al., 2007; Findley et al., 2010). Assim, grande parte das
regides ricas em elementos repetitivos permanecem como “lacunas” nos
projetos de sequenciamento, devido a dificuldade em determinar a sua correta
posicdo, arranjo e numero de cdpias no genoma, sendo uma fragdo dos
constituintes dos scaffolds, que compreendem cerca de 17,7 Mb em soja
(Schmutz et al., 2010).

Sabendo que as SSRs sdo componentes notaveis da heterocromatina
constitutiva, sugere-se que estas sequéncias exercam fung¢des importantes na

organizagao cromossdmica, em nivel de teldmeros e centrébmeros, onde podem
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auxiliar na coesao entre as cromatides-irmas e desempenhar papel acessorio
na formagao e/ou estabilidade do cinetécoro bem como atuar na remodelagem
da cromatina e regulagdo da expressdo génica, conjuntamente com outras
sequéncias de DNA repetitivo (Dimitri et al., 2009; Gartenberg, 2009).
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Resumo

A caracterizagdo da organizacdo e distribuicdo de Elementos
Transponiveis (TEs) nos genomas de espécies vegetais tem ajudado ainda
mais na compreensao dos fatores que tém contribuido para o funcionamento e
remodelacdo dos genomas. O presente trabalho teve como objetivo identificar,
mediante Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH) a distribuicdo do
retroelemento Ty1-copia-like em cromossomos de espécies de Vigna
aconitifolia, V. sesquipedalis e V. umbellata. Na coloragdo CMA/DAPI as
espécies apresentaram variagdo no numero de pares de cromossomos
satelitados. Vigna aconitifolia apresentou um par, V. sesquipedalis, trés pares e
V. umbellata um par todos nas regifes terminais. O padrao de distribuicdo do
retrotransposon Ty1-copia-like utilizado como sonda na FISH revelou
marcagodes dispersas ao longo de alguns cromossomos nas trés espécies, bem
como sinais de hibridizacdo em regides proximais de alguns dos cromossomos,
com particularidades para cada espécie. Houve uma maior abundancia do
retroelemento Ty1-copia-like em regides preferenciais, como heterocromatina.
Provavelmente, as diferentes localizagdes cromossémicas devem ser
atribuidas a alta taxa de mutagdo e a baixa pressido seletiva, associadas ao

mecanismo de retrotransposicao.

Palavras-chave: CMA; Heterocromatina; Retrotransposon; Ty1-copia; Vigna
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Abstract

The characterization of the organization and distribution of Transposable
Elements (TEs) in the genomes of plant species have helped to improve the
understanding of the factors that have contributed to the operation and
remodeling of genomes. This study aimed to identify, by Fluorescent in situ
Hybridization (FISH) the distribution of the retroelement Ty1-copia-like in the
chromosomes of the species Vigna aconitifolia, V. sesquipedalis and V.
umbellata. In CMA/DAPI staining, species showed variation in the number of
pairs of satellited chromosomes. Vigna aconitifolia presented a pair, V.
sesquipedalis, three pairs and V. umbellata a pair all in terminal regions. The
pattern of distribution of the retrotransposon Ty1-copia-like used as a probe in
FISH revealed scattered distribution in some chromosomes of the three
species, with hybridization signals in the proximal regions of some
chromosomes, with special features for each species. There was a greater
abundance of the retroelement Ty1-copia-like in some regions such as
heterochromatin. Probably, the different chromosomal locations should be
attributed to the high mutation rate and low selective pressure associated with

the retrotransposition mechanism.

Keywords: CMA; heterochromatin; retrotransposon; Ty1-copia; Vigna
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Introducéo

O género Vigna compreende cerca de 170 espécies, distribuidas em
areas tropicais, sendo classificado como pertencente a ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Papilionioideae (Faboideae), tribo Phaseoleae e subtribo
Phaseolinea. (Freire-Filho et al., 2005; Choi et al., 2013). Os gréos de feijao
destacam-se pela importdncia econdmica dos seus representantes,
constituindo a principal fonte de proteina vegetal na dieta humana dos paises
em desenvolvimento nas regides tropicais e subtropicais, os quais s&o
responsaveis por 86,7% do consumo mundial (Wander et al., 2005).

Citogeneticamente, o género Vigna é diploide com 2n = 2x = 22 (Sen e
Bhowal 1960), apresentando cromossomos relativamente pequenos (1.6 - 3.7
pm) (Guerra et al.,1996) e alta homogeneidade cariomorfologica (Venora e
Saccardo, 1993; Venora e Padulosi, 1997; Venora et al., 1999), caracteristicas
que dificultam as andlises citolégicas do grupo (Choi et al., 2013). A espécie
Vigna unguiculata (L.) Walp. (feijdo-caupi) apresenta importancia econémica e
exibe um dos menores genomas entre as leguminosas (450 - 500 Mb)
(Arumuganathan e Earle, 1991), com cromossomos predominantemente
submetacéntricos e metacéntricos, de dificil identificagdo devido ao tamanho e
grau de condensacgao cromossOmica (Bortoleti, 2010).

Assim como todos eucariotos, seu genoma possui uma quantidade
significativa de retroelementos. Estes, também denominados retrotransposons,
sao elementos transponiveis que apresentam um mecanismo de transposicao
do tipo “copy and paste” via RNA intermediario ao longo dos genomas. Este
mecanismo envolve replicacdo e reintegracdo em sitios multiplos através de
um processo complexo constituido por: ativacdo da excisdo, transcricao de
RNA dependente de DNA, tradugcao de RNA em proteinas funcionais, sintese
de DNA dependente de RNA e reintegracdo no genoma, gerando novas cépias
de retroelementos (Heslop-Harrison, 2000).

Os retrotransposons representam uma importante fracdo do DNA
moderadamente repetitivo, sendo seu mecanismo de transposi¢cao de modo
replicativo apontado como principal fator responsavel pela expansdo e

evolucdo dos genomas vegetais, juntamente com a poliploidizagcao

50



(Todorovska, 2007; Du et al.,, 2010). Além de seu acumulo no genoma, a
transposicao dos retroelementos pode gerar mutagdes pela insercao de novas
copias dentro ou proximas a genes e causar rearranjos CromossOmicos
servindo como sitios para recombinacao ectépica (Bennetzen, 2000). Acredita-
se que estas mutagdes originam distintas familias de retroelementos, as quais
se diferenciam por suas atividades e distribuicbes nos cromossomos e/ou
por¢cdes cromossdmicas (Natali et al., 2006).

Desta forma, a caracterizagdo da organizacgao e distribuicdo de TEs nos
genomas pode incrementar nossa compreensao a respeito dos fatores que tém
contribuido para o funcionamento e remodelagem dos genomas vegetais
(Herrera et al., 2013). Além disso, a elevada abundéncia e taxa de
movimentagdo gendmica tém permitido a utilizagcdo dos retroelementos na
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization; Hibridizagdo in situ Fluorescente) para
a caracterizacdo de espécies proximamente relacionadas, contribuindo para o
melhor entendimento das relagdes filogenéticas (Nielen et al., 2009).

Devido ao fato de existir poucos trabalhos que caracterizem a
distribuicdo citogenética de elementos retrotransponiveis em leguminosas
cultivadas, o presente trabalho teve como obijetivo identificar a distribuicao do

retroelemento Ty1-copia-like em espécies do género Vigna mediante FISH.

Material e Métodos

Sementes das espécies de V. aconitifolia, V. sesquipedalis e V.
umbellata foram postas para germinar em placas de Petri com papel filtro e
uma camada de algoddo, ambos umedecidos. Pontas de raizes recém-
germinadas foram pré-tratadas com uma solugéo de 8-hidroxiquinoleina (8HQ)
a 2 mM por 4:30 h, a temperatura de 18 °C, fixadas em metanol:acido acético

(3:1, v/v) por 2 a 24 h a temperatura ambiente e estocadas a -20°C.

Preparo das laminas

Os meristemas foram lavados duas vezes em agua destilada por 5 min
cada e digeridos em uma solugao de 2% (p/v) celulase ‘Onozuka R-10’ (Serva)/

20% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich) em tampao citrato 10 mM por 2:30 h a
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37°C. Em seguida, as raizes foram lavadas em agua destilada e colocadas em
uma lamina ligeiramente inclinada verticalmente. Algumas gotas de fixador
(metanol: acido acético; 3:1; v:v) gelado foram pingadas com uma pipeta
Pasteur em cima das raizes para total remocdo da agua. Em seguida,
procedeu-se a maceragdo mecanica das raizes e posterior gotejamento de
fixador gelado sobre o material. Posteriormente, as laminas foram ventiladas
com um auxilio de bombas de ar possibilitando a secagem das mesmas,
mergulhadas em acido acético 45% por 12 s e colocadas em uma superficie
plana pré-aquecida (37 °C) por aproximadamente 3 min. As laminas foram
coradas com uma solugao de 2 ug/mL de DAPI (4°-6"-diamidino-2-fenilindole)/
glicerol (1:1, v/v), a fim de selecionar as melhores laminas. As laminas
selecionadas foram descoradas em etanol:acido acético (3:1, v/v) por 30 min e
mantidas etanol absoluto durante 1 h. Ap6s secagem ao ar, as laminas foram
devidamente estocadas a -20°C, at¢é o momento do procedimento de

hibridizacao in situ.

Dupla coloragcédo com fluorocromos CMA e DAPI

Na coloragdo CMA/DAPI as laminas foram armazenadas por trés dias a
temperatura ambiente, coradas com CMA (0,5 mg/mL) por 60 min e, em
seguida, com DAPI (2 ug/mL), por 30 min. Posteriormente, as laminas foram
secas, montadas com meio de montagem de tamp&o Mcllvaine’s (pH
7.0):glicerol (1:1, v/v) e lutadas com esmalte. Apds trés dias, imagens das

melhores células foram capturadas.

Hibridizacao fluorescente in situ (FISH)

As laminas foram pré-tratadas como descrito por Pedrosa et al. (2001). A
desnaturagcado dos cromossomos e das sondas, os banhos pds-hibridizacéo e a
deteccao foram efetuados de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), exceto
pela lavagem de estringéncia, realizada em 0,1x SSC a 42°C. As misturas de
hibridizagao consistiram de: formamida 50% (v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 2x
SSC e 2-5 ng/uL de sonda. As laminas foram desnaturadas por 7 min a 70°C e

hibridizadas de 18 a 48 h a 37°C. A sonda utilizada do retrotransposon do
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dominio RT de Ty1-copia-like foi previamente preparada e estocada no
Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal da UFPE, seguindo a
metodologia descrita por Bortoleti (2010). A sonda foi marcada com
digoxigenina e detectada usando sheep anti-digoxigenin conjugado com
fluoresceina isotiocianato (FITC; Roche) e amplificadas com anti-sheep
conjugado com FITC (Roche) também em BSA 1% (p/v). Todas as

preparagdes foram montadas com 2 ug/mL de DAPI em Vectashield (Vector).

Analise dos dados

As células foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Leica
DMLB e imagens das melhores células capturadas com uma camera Leica
DFC 340FX, usando o programa Leica CW 4000. As imagens foram otimizadas
para melhor brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems

Incorporated).

Resultados e Discussao

A anadlise da distribuicdo cromossdmica torna-se importante para o
entendimento do processo de expansdo dos retrotransposons em diferentes
espécies proximamente relacionadas, uma vez que esses elementos
constituem uma fragdo bem representativa dos genomas vegetais (Lamb e
Birchler, 2006). As espécies V. aconitifolia, V. sesquipedalis e V. umbellata
apresentaram variagdo no numero de pares de cromossomos satelitados. Na
coloragdo por fluorocromos base-especificos CMA/DAPI, V. aconitifolia
apresentou apenas um par portador de uma banda CMA positiva (CMA")
terminal e cinco pares com marcagdes pericentroméricas visiveis. Em V.
sesquipedalis, blocos CMA™ foram observados em regides pericentroméricas
de alguns cromossomos (dois pares) e trés pares nas regides terminais, sendo
o terceiro par com sinal muito fraco, visualizado melhor em outras células
(dados ndo mostrados). Na espécie V. umbellata, também foram observados
sinais pericentroméricos em dois pares e um par com marcacgao terminal nos

cromossomos satelitados (Figura 1A-C).
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Figura 1: Coloragao CMA/DAPI e hibridizagao in situ fluorescente do retrotransposon
Ty1-copia-like em cromossomos mitéticos de Vigna aconitifolia (A, A’), V.
sesquipedalis (B, B’) e V. umbellata (C, C’). Metafases contendo 2n = 22 cromossomos
contracoradas com DAPI (pseudocolorido em cinza), com blocos CMA positivos
(amarelo) nas regides pericentroméricas dos cromossomos e nas regides terminais
dos cromossomos satelitados (A-C). Marcagdes da sonda Ty1-copia (A’-C’), em verde.
As cabecas de seta em A-C apontam bandas CMA®, dos cromossomos satelitados e
as setas em A’-C’ mostram marcagdes com Ty1-copia mais evidentes. A barra em F’
corresponde a 10 pm.

54



Apobs hibridacdo do retrotransposon Ty1-copia-like utilizado como sonda
na FISH observaram-se marcagdes dispersas ao longo dos cromossomos de
V. aconitifolia, V. sesquipedalis e V. umbellata, bem como sinais de
hibridizagdo nas regiées proximais dos cromossomos, com particularidades
para cada espécie Figura 1 (A’- C).

Em V. aconitifolia, foram observadas marcagdes dispersas, com sitios
mais evidentes na regido proximal e/ou subterminal ao menos sete
cromossomos indicados pelas setas (Figura 1A’). Na espécie V. sesquipedalis,
foram evidenciadas marcagcbes subterminais em ao menos dois pares
cromossomos em um ou ambos os bragos, indicados pelas setas (Figura 1B’).
Os sinais de hibridizagado em V. umbellata foram dispersos discretos, porém
marcacgdes proximais e subterminais foram evidenciadas, em ao menos 10
cromossomos apontados por setas (Figura 1C’).

No presente estudo, os sinais dispersos e proximais encontrados
revelaram a ocorréncia do elemento mével Ty1-copia-like ao longo dos
cromossomos de V. aconitifolia, V. sesquipedalis e V. umbellata. Em outras
espécies de Vigna (V. unguiculata e V. radiata), pequenos dots bem definidos
foram visualizados nas regides intercalares e subteloméricas dos
cromossomos, como também marcagdes proximais em menor quantidade
(Bortoleti, 2010). Esses pequenos dots também foram observados em regides
similares nas espécies de Vigna analisadas neste trabalho.

Os retrotransposons apresentam normalmente uma organizagéo
cromossOmica dispersa, a qual reflete o0 modo de amplificagcdo e insercéo
desses elementos, sendo encontrados entre outras sequéncias repetitivas ou
associados a regides genOmicas particulares (Kubis et al., 1998; Heslop-
Harrison, 2000; Bortoleti, 2010). Em resultados similares, utilizando o
retrotranposon Ty1-copia-like como sonda, o padrdo de distribuicdo disperso
também foi descrito por Bortoleti (2010) nas espécies de G. max, P. vulgaris, P.
lunatus, V. unguiculata e V. radiata; como também descrito para as espécies
Beta vulgaris L. (Weber et al., 2010), Copaifera langsdorffii Desf. (Gaeta et al.,
2010) e Helianthus annuus L. (Natali et al., 2006), enfatizando a afirmagao que
este grupo corresponde aos mais bem caracterizados retrotransposons em

vegetais (Todorovska, 2007).
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Resultados semelhantes aos observados em Vigna no presente estudo e
por (Bortoleti, 2010) foram também foram encontrados na FISH realizada com
0 objetivo de localizar sequéncias de Ty1-copia-like no genoma de Coffea
arabica e suas espécies ancestrais, revelando uma distribuicdo dispersa ao
longo dos cromossomos, como algumas areas maior concentragao, fornecendo
novas evidéncias sobre o retroelemento no genoma do café (Herrera et al.,
2013)

Trabalhos que visam caracterizar as sequéncias de Ty1-copia-like RT
revelaram uma grande heterogeneidade (Hafez e Zaki, 2005; Bortoleti 2010).
Tais dados sugerem que a citada elevada heterogeneidade dos elementos Ty1-
copia-like é decorrente da ocorréncia de eventos mais antigos de transposi¢céo
das citadas sequéncias, resultando em uma ampla distribuicdo de diferentes
familias Ty1-copia entre as espécies hospedeiras (Hansen e Heslop-Harrison,
2004; Hill et al., 2005). Em um estudo de analise molecular com algodao
egipcio (Gossypium barbadense L.), Hafez e Zaki (2005) verificaram que o
grupo dos retrotransposons Ty1-copia ultrapassa os limites da espécie,
sugerindo que existia no inicio da evolugdo das plantas, e se divergiu em
sequéncias heterogéneas antes da divergéncia de angiospermas atuais.

Nas espécies de Vigna aqui analisadas (V. aconitifolia, V. sesquipedalis
e V. umbellata), um padrédo de distribuicdo disperso foi notado para o
retroelemento Ty1-copia-like, mostrando uma clara associagcdo com as
sequéncias de DNA satélite constituintes da heterocromatina terminal e
pericentromérica, presentes nos genomas das leguminosas estudadas,
sugerindo uma localizagdo preferencial entre tais sequéncias. Dimitri et al.
(1999) relataram a presenca de retrotransposons em regides heterocromaticas,
sugerindo que esta classe de cromatina pode tolerar o acumulo de elementos
funcionais ou degenerados, uma vez que, geralmente, caracteriza-se como
uma regido gendmica silenciada, acompanhada por metilagdo de DNA e
modificacdes de histonas (Natali et al., 2006; Weber et al., 2010).

Em suma, uma distribui¢cao significativa do retroelemento Ty1-copia-like
foi notada em regides preferenciais, incluindo as heterocromaticas. Porém,
ocorre uma distribuicdo diferenciada entre as espécies estudadas.
Provavelmente, as diferentes localizagdes cromossOmicas devem ser

atribuidas a alta taxa de mutacao e a baixa pressio seletiva, associadas ao

56



mecanismo de retrotransposicdo, gerando diferentes familias destes
elementos, criando uma significativa diversidade em termos de estrutura
populacional destas sequéncias, afetando a evolugdo estrutural dos genomas

vegetais, especialmente de plantas superiores.
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Resumo

Elementos transponiveis (TEs) sdo elementos moéveis encontrados na
maioria dos genomas eucariotos. Matéria-prima de variabilidade genética e
propulsores evolutivos, eles exercem influéncia tanto na estrutura quanto na
expressao génica, tornando sua identificacdo etapa crucial para compreensao
de sua influéncia na evolugao de genes e genomas e no entendimento de seus
mecanismos de agao. Em soja, 65 sequéncias de CACTA foram descritas até o
momento. Por tratar-se de elemento conhecido por sua interagdo com regides
ricas em genes com abrangéncia em diversos genomas, uma nova busca,
baseada em homologia foi realizada, identificando-se duas enzimas
necessarias para a transposicao deste elemento: Tnp1 e Tnp2, totalizando 2,2
e 10 Mb, respectivamente. A busca revelou também dominios de outras
transposases e dominios nao relacionados diretamente ao elemento CACTA.
Os resultados revelam uma destacada abundéncia e diversidade desse

elemento em soja.

Palavras-Chave: CACTA, Dominios Tnp1 e Tnp2, Elementos transponiveis

Soja.

Abstract

Transposable elements (TEs) are mobile elements found in most eukaryotic
genomes. Raw material of genetic variability and evolutionary drivers, they
influence both gene structure and expression, making their identification a
crucial step for understanding their influence on the evolution of genes and
genomes as well as their acting mechanisms. In soybean 65 CACTA elements
were described so far. Because its interaction with regions rich in genes with
coverage in various genomes, a new search based on homology was carried
out, and identified two enzymes necessary for transposition of this element:
Tnp1 and Tnp2, totalizing 2.2 Mb and 10 Mb, respectively. The search also
revealed areas of transposases and other areas not directly related to CACTA
element. The results revealed a prominent abundance and diversity of this

element in soybean.

Key-words: CACTA, Soybean, transposable elements, Tnp1 and Tnp2

domains.
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Introducao

Elementos transponiveis (TEs) sdo sequéncias gendmicas com
capacidade de se movimentar dentro de um mesmo cromossomo ou entre
diferentes cromossomos de um genoma. Apresentam como mecanismo basico
sua excisao e insercao em regides diferentes daquela em que se encontram
originariamente, podendo alterar a informagcdo e a estrutura genética de
diversas formas. Descobertos em milho por Barbara Mcclintock nos anos 1950,
TEs sao hoje descritos como um dos componentes mais abundantes dos
genomas eucariotos, compreendendo poderosa forca evolutiva e geradora de
diversidade. Diversificados e dispersos em todos os reinos, sdo especialmente
abundantes em plantas, embora sejam observados em quantidades generosas
também em metazoarios e fungos (Biémont e Vieira 2006; Wicker et al., 2007).

Tais elementos sado classificados em duas grandes classes: Classe |
(retrotransposons) e Classe Il (transposons de DNA ou transposons). Cada
uma destas classes permite sua classificagdo em niveis hierarquicos menores:
subclasse, ordem, superfamilia, familia e subfamilia devido a sua diversidade.
Os retrotransposons sdo caracterizados por moverem-se via sequéncias de
RNA, com auxilio de uma transcriptase reversa e uma transposase, inserindo
uma copia em outra regido do genoma. A Classe dos transposons, ao
contrario, baseia a sua dindmica na movimentacéo direta das sequéncias de
DNA que, com acédo de uma ou mais transposases (TNPs), sédo retiradas e
inseridas em outras regides. Transposons podem com frequéncia carregar
fragmentos de diversas sequéncias, dependendo da superfamilia, podendo em
casos raros também duplicar-se. Os mais conhecidos por esse feito sdo os
transposons da superfamilia Mutator, conhecidos como Pack-Mules, no entanto
elementos da superfamilia CACTA e Helitron também ja foram observados
capturando sequéncias (Jiang et al., 2004; Wicker et al., 2007; Li et al., 2009).

Os impactos acarretados pela mobilidade desses elementos tornam-se
ainda maiores quando acompanhados pela captura de fragmentos, gerando
sequéncias quiméricas, que podem acarretar na formagao de novos quadros
abertos de leitura (ORFs — Open Reading Frames). Caso os novos produtos
génicos sejam funcionais e vantajosos, podem em longo prazo se fixar e se

estabelecer evolutivamente na espécie. Além da sua mobilidade, o impacto
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evolutivo desses elementos pode ser ainda mais abrangente, interferindo em
mecanismos epigenéticos. Tal acao foi observada a partir de estudos
demonstrando que a localizacéo e/ou a quantidade de DNA de transposons em
um organismo pode estar relacionada com a maior ou menor expresséo de
alguns genes, observando-se que determinadas superfamilias podem estar
mais presentes em plantas que apresentam maior resisténcia a certos tipos de
estresse (Jiang et al., 2004; Li et al., 2009; Cantu et al., 2010; Chénais et al.,
2012).

Os elementos da superfamilia CACTA destacam-se entre os mais
relacionados a regides ricas em genes, podendo exercer maior influéncia sobre
sua estrutura ou expressédo. No entanto, nem sempre as alteragbes geradas
sdo benéficas e os organismos por vezes silenciam tais regides possivelmente
através de mecanismos que minimizam fatores deletérios. Tal agdo epigenética
ocorre especialmente por metilagdo, inibindo a atividade desses elementos
(Cantu et al.,, 2010; Saze et al.,, 2012). Sado denominados CACTA por
possuirem um motivo conservado de cinco nucleotideos (nt) ‘CACTA’ em suas
repeticbes terminais invertidas (TIRs, Terminal Inverted Repeats), embora
sejam também conhecidos por En/Spm, nome dos primeiros elementos
descobertos por Peterson e McClintock de forma independente. Esta
superfamilia se caracteriza por apresentar TIRs com até 30 nt, duplicagdes de
sitio alvo de trés nt e regides subterminais (Sub-TR) relativamente bem
conservadas. As enzimas Tnp1 e Tnp2, homdlogas das enzimas TnpA e TnpD,
sao duas transposases consideradas essenciais a transposicdo nesta
superfamilia de elementos, os quais tornam-se autbnomos apenas na presenca
de ambas as enzimas (Figura 1) (Masson et al., 1991; Saze et al., 2012;
Takahashi et al., 2012).

P>

Figura 1: Imagem esquematica do elemento CACTA. As ampulhetas laterais
representam as duplicacbes de sitio alvo. Setas em preto representam as Repeticbes
Terminais Invertidas (TIRs, Terminal Inverted Repeats). Cabecgas de seta prateadas
representam regides subterminais. No centro as duas transposases, Tnp1 e Tnp2.
Esquema dos autores.
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Tendo em vista tantos aspectos relacionados a esses elementos e sua
relacdo com os genomas, a identificacdo, caracterizagdo e quantificacdo de
seus elementos é essencial para compreensdo das dimensdes de sua
influéncia nos genomas das espécies. Para a Soja, foram descritos até o
momento 65 elementos da superfamilia CACTA, sabendo que este grupo de
sequéncia esta entre os mais abrangentes da Classe Il. O presente trabalho
reavaliou a prevaléncia e abundancia de tais elementos, valendo-se de novas
ferramentas bioinformaticas para a identificacdo de elementos desta familia de
forma mais abrangente e eficiente, atualizando sobre a quantidade destes em

soja.

Metodologia

Busca por sondas

Foi realizado um levantamento bibliografico com o objetivo de identificar
sequéncias da Classe Il, da superfamilia CACTA, para serem utilizadas como
sondas (seed sequences). Assim, o banco de sequéncias que inclui todas as
superfamilias identificadas no genoma da soja
(http://www.soybase.org/soytedb/) foi utilizado para a obtencdo das sondas do
presente trabalho, totalizando 65 sequéncias referentes a superfamilia CACTA
(Du et al., 2010), listadas na Tabela Suplementar 1 (Tabela S1).

Mineracdo de Sequéncias Candidatas

As sondas selecionadas foram ancoradas contra o banco de dados de
sequéncias gendmicas acesso de restrito Soybean Genome Project
(http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/), mediante ferramenta BLASTn, utilizando
como ponto de corte (cut-off) o e-value de e®, contra ‘Chromosomes and

scaffold sequences’ e resultado em ‘Hit table’.

Recuperacéo e traducdo das sequéncias

Com as ferramentas gotDNA+.java (Java script), utilizando as
coordenadas obtidas ap6s ancoragem contra o genoma de soja, as sequéncias
alvo foram recuperadas e salvas em um banco de dados local. Para a traducéo

das sequéncias nos seis  frames, foi utilizado o} script
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“seqs_processor_and_translator_bin_V118 AGCT.py’, disponivel em
linguagem Python (The Compositae Genome Project,

http://cgpdb.ucdavis.edu).

Caracterizacao

As sequéncias foram caracterizadas mediante ferramenta CD-Search
Batch disponivel no NCBI, alterando o numero de ‘Maximum number of hits’
para 1000 e resultados curados manualmente, avaliando-se a presenca do
dominio das transposases e sua integridade. Adicionalmente foi observada a
possivel presengca de dominios de outras proteinas por meio de buscas
baseadas em homologia de sequéncias. As etapas dos procedimentos

adotados e seus resultados est&o ilustrados de forma esquematica na Figura 2.

Sondas .
Soja
Hit table |I

GotDNA+

Sequéncias
candidatas

Cdsearch Batch

Dominios
derivados

Tradutor

Figura 2. Fluxograma ilustrando as principais etapas metodolégicas realizadas. Em
branco encontram-se as etapas de identificacdo, seguidas pela traducdo dos
candidatos em cinza claro. Na cor cinza escuro encontram-se as etapas de
caracterizacao e destacada em preto, a analise visual dos resultados finais permitindo
sua classificagcdo em dois grupos.
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Resultados e Discusséao

As analises propostas identificaram 870.850 sequéncias que ao serem
caracterizadas permitiram a descricdo de aproximadamente 380 dominios
diferentes. Dentre estes se destacaram 15,21 Mb de sequéncias relacionadas
as transposases , com 2,2 Mb distribuidos em 19.293 sequéncias continham o
dominio da Tnp1, sendo 11.310 completos (Figura 3). A transposase Tnp1 foi
caracterizada em  Antirrhinum majus L. (familia Plantaginaceae,
Dycotyledoneae) no elemento taml, sendo homdloga a TnpA, transposase
caracteristica do elemento Spm, uma das transposases essenciais a
mobilidade do elemento CACTA, responsavel por reconhecer as regides
subterminais e capaz de desmetilar sua propria regido promotora mostrando-se
como participante ativa da regulagao desta superfamilia (Masson et al., 1991;
Nacken et al., 1991; Saze et al., 2012).

Juntamente com a TnpA, a TnpD (homdloga da Tnp2) é também crucial
para a mobilidade desta superfamilia e, estando ambos os dominios completos
e em tandem no genoma da soja, & possivel inferir que se trata de um
elemento autbnomo e completo (Masson et al., 1991). No presente trabalho, a
Tnp2 foi observada em 10,6 Mb do genoma, compreendendo 90.876 dominios,
dos quais 25.037 dominios completos (Tabela 1), destacando-se como o
dominio relacionado a mobilidade de CACTA mais observado em soja.

Ambas as proteinas foram observadas em todos os cromossomos,
sendo ainda necessarias analises adicionais sobre sua distribui¢do na estrutura
dos elementos para inferir sobre a autonomia (ou n&o) dos referidos TEs.
Adicionalmente, observou-se que 0.07 Mb do genoma continha sequéncias
com o dominio Transposase 24 (Tnp24), referente a familia de transposons
CACTA-like subfamilia Ptta, com 1.385 sequéncias, sendo 19 delas com
dominio completo (Tabela 1) (Masson et al., 1991; Nacken et al., 1991).

Além das sequéncias descritas anteriormente, foram encontradas nove
sequéncias relativas ao dominio DDE_Tnp, distribuidas nos cromossomos 11,
18 e 14, somando 0,0028 Mb, com apenas uma sequéncia completa localizada
no cromossomo 11 de soja. Um total de oito sequéncias corresponderam a
transposase DDE_Tnp 1S66 de Agrobacterium tumefaciens, possivelmente

fixada apos transferéncia horizontal de genes. O motivo DDE esta presente em
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diversas familias de transposases, responsavel por catalisar a clivagem do
DNA, sendo caracterizado pela presenca de dois residuos de acido aspartico
(D) e um de acido glutamico (E). Outro dominio presente é o Dimer_Tnp_hAT,
encontrado em todos os cromossomos de soja. Embora seja um dominio
caracteristico da transposase de outra superfamilia da Classe II, foi observado
com e-value variando entre 9,26e e 7,33e?%, demonstrando uma similaridade
significativa, com suas 80 sequéncias, somando 0,1Mb e 55 dominios
completos (Tabela 1) (Rubin et al., 2001; Yuan e Wessler 2011).

2,205 1,945

0,224

Illlwu
I

'H 00NN

Tnp2 Tnp1 DUF4216 PMD  TNP_hAT TNP24 DDE

Figura 3: Grafico representativo da quantidade de dominios relacionados a
transposase identificados em CACTA. Valores em Megabases (Mb) no genoma de
soja (Glycine max).

Identificados a partir de sondas estritamente referentes ao elemento
CACTA, a presenca destes dois dominios (DDE_tnp e Dimer_Tnp_hAT) pode
indicar a captura de elementos que formam mosaicos com elementos CACTA,
dado que o motivo DDE, embora representativo para diversas superfamilias, é
ambiguo para a superfamilia CACTA, nao sendo caracteristico para a mesma,
face a sua maior associacdo a sequéncias da superfamilia hAT. Outra
justificativa possivel € que estes representem transposases com origem
comum. No entanto, anadlises mais acuradas devem ser realizadas para maior
segurancga sobre o papel das associagdes observadas desses elementos na

soja (Yuan e Wessler 2011).
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Tabela 1: Dominios de transposases identificados na soja, incluindo dominios completos ( - ), dominio incompleto na regiao C-
terminal (C), dominio incompleto na regido N-terminal (N) e dominios incompletos nas duas regides (NC).

Regido - TNP2 - TNP1 NoTNP_24 - DDE Di:j]oer_Tnp_hAT NoDUF4216 - PMD
absoluto Mb absoluto Mb absoluto Mb absoluto Mb absoluto Mb absoluto Mb absoluto Mb
B 25037 5,1381 11310 0,7372 19 0,0033 1 0,00031 55 0,0440 23071 1,6245 82 0,0323
C 32709 3,3193 81 0,0039 199 0,0106 0 0 8 0,0043 3210 0,1470 762 0,1130
N 19072 1,4880 7868 0,0039 660 0,0471 0 0 15 0,0056 5428 0,1712 623 0,0692
NC 14058 0,7095 33 0,3598 507 0,0165 8 0,0025 2 0,0005 124 0,00307 122 0,0097
Total 90876 10,6550 19293  2,2055 1385 0,0776 9 0,00281 80 0,1030 31833 19,0189 1589 0,2243
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Em nosso estudo, o dominio PMD (Plant Mobile Domain) também foi
identificado no genoma de soja em 0,2 Mb de sequéncias, incluindo 1.589
dominios, dos quais 82 encontravam-se completos (Tabela 1). Babu et al.
(2006) reportaram a existéncia de uma relagdo entre o dominio de ligacéo ao
DNA (DBD, DNA Binding Domain), fatores de transcricdo e elementos
transponiveis, observando-se que esta Uultima categoria apresentava
similaridade com sequéncias de Mutator-like e de TnpA. Tal similaridade com a
TNPA justifica a identificagdo, dado que a metodologia de busca foi baseada
em homologia de sequéncia. O referido artigo aborda a associagdo das
transposases com DBD como um dos responsaveis pela neofuncionalizacéo de
fatores de transcricdo. Concordando com isso Aziz et al. (2010) sugerem a
importancia da transposase como propulsora da variabilidade e da evolucao
dos organismos independentemente dos elementos transponiveis (Babu et al.,
2006).

Aziz et al. (2010) constataram que as transposases sdo os elementos
mais prevalentes nos genomas de eucariotos, tanto por sua abrangéncia em
todos os metagenomas estudados (considerando-se como metagenoma o
coletivo dos genomas em um ecossistema especifico), como pela abundancia
em que sao encontrados nos metagenomas disponiveis e nos genomas
sequenciados. Ainda de acordo com os autores ndo existem evidéncias para
acreditar em uma fungao essencial para subsisténcia de tais elementos nos
organismos, apesar de sua abundancia e distribuicdo. Porém ha diversas
evidéncias de que esses elementos sao ricas fontes de diversidade genética
(Aziz et al., 2010). Por exemplo, o dominio DUF4216 (que ndo tem funcéo
conhecida) foi observado na regido C-terminal de algumas proteinas da soja
que carregam o dominio Tnp1. O dominio DUF4216 ocupa 1,9 Mb do genoma
da soja, com 31.833 sequéncias, sendo 23.071 com dominio completo. Tais
proteinas podem derivar de genes associados a uma transposase, adquirindo
uma nova fungado ainda desconhecida, de maneira semelhante ao descrito por
Babu et al. (2006). Além disso, o citado dominio chama atengédo por sua
abrangéncia e distribuicao dispersa em todos os cromossomos em soja (Babu
et al., 2006; Aziz et al., 2010).

Apesar da O&bvia associacdo das transposases aos elementos

transponiveis, em especial aos elementos de Classe Il, elas ja foram
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encontradas influenciando uma variada gama de genes, sem necessariamente
transpO-los. Considera-se que tais transposases podem atuar como
potencializadoras da expressdo de alguns genes, podendo ainda desmetilar
regides promotoras, dessa forma possibilitando ou até modificando a
expressao génica (Lin et al., 2007; Aziz et al., 2010). No presente estudo, ndo
apenas dominios relacionados a transposases foram identificados, mas um
total de 342 dominios diferentes foram identificados, variando em numero de
sequéncias entre 1 e 1601 sequéncias por dominio, com destaque para os
cinco tipos de dominios mais observados: cbiO, gluc_glyc Psyn,
bacterial_phosphagen_kin, ccmA e CydD (Figura 4). Além destes, 29 dominios
com fungdo desconhecida foram anotados, com numero de sequéncias
variando entre 10 e 46.324.

218
(1,15%)

H cbiO

H gluc_glyc_Psyn
bacterial_phosphagen_kinase

W ccmA

m CydD

Figura 4: Grafico representativo do nimero absoluto das cinco principais categorias de
dominios encontradas no genoma da soja dentre aquelas nao relacionados a
transposase, bem como sua porcentagem em relagdo ao total de sequéncias nao
relacionadas.

Assim como a influéncia das transposases nao se resume aos
elementos transponiveis, TEs também podem alterar a expressao em nivel
pos-transcricional. Estudos recentes mostram que parte consideravel
(aproximadamente 1/6) dos pequenos RNAs (sRNAs, small RNAs) conhecidos
na atualidade deriva de transposons. Portanto, tal influéncia vai além do

controle epigenético da transposigdo, influenciando outros genes que
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apresentem similaridade de sequéncia, sendo inclusive possivel prever alvos
de microRNAs (miRNAs) cujo elemento transponivel de origem seja conhecido.
Portanto, todas as sequéncias identificadas apresentando homologia com TEs
podem ser ndo apenas fragmentos capturados por eles com capacidade de
gerar novas ORFs, mas também potenciais alvos de sRNAs, enfatizando a
importancia de desenvolvimento de ferramentas sensiveis para catalogacao
desses elementos (Lin et al., 2007; Cantu et al., 2010; Saze et al., 2012).
Destaca-se que o presente estudo permitiu a deteccdo de um numero
muito maior de TEs da superfamilia CACTA e seus fragmentos do que o
observado em estudos anteriores. A caracterizagdo de toda a diversidade de
elementos, especialmente para grupos como CACTA, conhecido por sua
relacdo com regides ricas em genes, apresenta-se como 0 primeiro passo para

o entendimento de sua evolugao e papel funcional.
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Quadro Suplementar: Descricao e caracterizagdo das 65 sequéncias observadas no SoyTEdb (Du et al., 2010) e utilizadas na

busca por homologia no presente trabalho.

T Dominios
Sonda 5nt(TIR) | Chr (ﬁtr?
- c N NC
1 >DTC_uuu_ CACTA Gmo0 13825 Tnp2 / DUF4218 / DUF4216 / TR_nLTR / SBP Tnp1 0
Gm1-1 1 Tnp_assoc
2 |PPICM cacte  ®M0 11757 DUF4218/DUF4216 Tnp2 Tnp2 / Tnp_assoc Tnp2
3 >DCT;%—1?§“— CACTA GTO 12898 Tnp1/Tnp2 / zf-RVT Zf-RVT 0 0
>DTC uuu Gmo ABC /PRK/ccmA/FepC/ type | _sec LssB/ CydC/ MdIB/PRK/CydD/ATM1/
4 Gmid CACTA 1 13558 Tnp2/DUF4216 / Tnp_assoc Ttg2A/TauB /cbiO/GInQ/ type | _sec PrtD/DUF4218 ABC /chvA/rim_protein /
metN / etc /| etc etc
5 >Dg%—1{“5*“— CACTA GTO 9088 Tnp2/Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / Tnp1 0
- TCP1 / ABD superfamily /
6 >DTC uuu_ CACTA Gmo0 14366 Tnp2 / DUF4218 / DUF4216 / 0 chaperonin_like / PMI_typel thermosome. arch / ManA /
Gm2-1 2 Tnp_assoc / Fab1_TCP otc
7 |PPIC U cpcra CMO 5749 0 Tnp2 / DUF4218 Tnp2 / Tnp24 0
Gm2-2 2
>DTC_uuu_ GmO DUF4218 / DUF4216 /
8 Ry CACTA 5 12406 Trp, ass00 Thp2 Tnp1 / Tnp2 0
9 >D£%§‘f;”— CACTA ngo 9989 Tnp2 / DUF4216 / Tnp_assoc DUF4218 Tnp24 / DUF4218 0
10 [PPTCUU_  cactre CMO0 5683 Thp2/DUF4218 / DUF4216 0 0 0
Gm3-3 3
>DTC_uuu_ Gmo0 Tnp24 / Tnp_assoc /
1| a3 CACTA 5 12601 Tnp2 / DUF4216 DUF4218 S Tnp24
>DTC_uuu_ Gmo DUF4218 / DUF4216 /
L S w CACTA 14305 Trp, aesoc / RT. nLTR Thp2 / MIP Tnp2 0
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Dominios

Sonda | 5nt(TIR) | Chr T(ﬁg“
- c N NC

>DTC_uuu_ GmO Tnp1/ Tnp2 / DUF4218 / zf- .
13 Gma-2 CACTA 4 16996 RVT /L1-EM/EEP / etc RT Nape_like_AP-endo 0
14 >DCT;%Z?§“— CACTA GTO 10124 Tnp2 / Tnp_assoc 0 0 PLN02874 / PRK05617
15 [PPTCuuu_ cpcta CMO o457 Tnp2 DUF4218 Tnp_assoc 0

Gm5-1 5

DUF4218 / DUF4216 /
16 >D£%3‘f;”— CACTA ngo 11516 Tnp2 Tnp_assoc / GH16_XET / DUF4218 / Tnp_assoc 0
etc

17 >Dég13‘f§“— CACTA Gg‘o 13169 Tnp2/ Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / Tnp24 0
1g [PPTC WU oot CMO o560 Tnp2 0 Plant_zn_clust 0

Gm6-1 6
19 >Dg%%?‘2*“— CACTA Gg‘o 13311  Tnp2/ Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / Tnp24 Tnp24

>DTC_uuu_ Gmo0 . DUF4218 / Tnp_assoc / Pkc
20 |7 gas CACTA & 18061  Tnp2/DUF4216 /Pkinase DUF4218 / pknD TPTKe / MIP TGlpF / st Pkc / STKc/ SPS1 /

>DTC _uuu_ Gmo0 Tnp1/Tnp2/ zf-RVT /
21 |75 CACTA 7% 18035 DUR4216 DUF4218 RT_nLTR/RVT / DUF4218

Tnp2 / DUF4218 / DUF4216 /
22 >Dgg1§‘f$”— CACTA ngo 13585  Retrotrans_gag / RT_LTR/ 0 Tnp2 Tnp2
etc

23 >D£%§‘f$”— CACTA Gg‘o 4593 DUF4218 / DUF4216 0 Tnp2 Glyco_hydro_35 / PLN03059
24 >Dgg§{’;”— CACTA Gg‘o 8376 Tnp2 / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / Tnp24 0
25 >Dg%g_’g“— CACTA Gg‘o 12556 Tnp2/ Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 / Tnp24 Tnp24 0

>DTC_uuu_ Gmo0 Tnp2 / Tnp_assoc / DUF4216
26 | " groa CACTA o 12795 P Eaots 0 Thp2 0
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Dominios

Sonda 5nt(TIR) | Chr T(ﬁg“
- c N NC
27 >Dg%§{“5*“— CACTA Gg‘o 12797 Tnp_assoc / DUF4216 Tnp2 Tnp2 / DUF3464 Tnp2
28 >Egr$1—5‘_“1“— CACTA 631 13345 Tnp1/Tnp2/ zf -RVT 0 Pectinesterase / Tnp_assoc APC10
29 >ng$1—(‘)‘_“2”— CACTA Gg” 12661 Tnp2/ Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 T“p—aSSEEABUF‘WS’ 0
30 >DGT”?1—(L)’_%“— CACTG Gg” 12336 P2/ T”/pﬁf‘JSFszC{gDUF“mB 0 PMI/PTZ / PRK /26Sp45  PRK/PLN / ABD / ManA
31 >Egr$1—5‘_‘i“— CACTA 631 8804 Tnp2 / Tnp_assoc 0 Tnp24 0
32 >Egn?1—;‘_“1”— CACTA G'1m 11962 Tnp2 / DUF4216 0 DUF#{?;;/S 22524/ DUF4218
33 >DGTH?1—;_”1“— CACTA Gg” 11814 Tnp2 / DUF4216 T”‘%—uisusl%c_/CD/Léf:ZZJS/ DUF4218T/UES|?54/HSZ/ Tubulin_C / PRK
34 >Egr$1—;_“2“— CACTA 6?1 14477 Tnp2/Tnp_assoc / DUF4216 STKc / TOMM_kin Tnp2 / PTZ / Glyco_hydro SF?ST'/(‘;Q:E;/ /P'él';'/ C/O'ji d/ro
35 >ng$1—;_‘3”— CACTA Gg” 11429 101/ ETJF’F24/2?§F4218’ 0 PP2Cc PP2Cc / Tnp2
% | "Gmisa - CACTA  OQ amrs TR R 0 RT_nLTR/RVT 0
37 >Egr$1—;_‘f5“— CACTA 6?1 8863 T”p—asbslj’gz[;gg“ms/ DUF4218 Thp2 0
38 [TICIML cacte O 208 0 0 0 0
39 >DGT”‘]31—;_“7“— cacte  ©M 5306 Tnp2 / Tnp_assoc 0 0 ABC / AarF / APH / UniB
40 >Egr$1—X_L‘1”— CACTA GZ” 9896  Tnp2/Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / Tnp24 0
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Dominios

Sonda | 5nt(TIR) | Chr T(ﬁg“
- C N NC
>DTC_uuu_ Gm1 double_bond_reductase_like
41 Gm14-2 CACTA 4 9073 Tnp24 / Tnp_assoc Tnp2 Tnp2 / MDR
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp1 / DUF4218/
42 Gm14-3 CACTA 4 11728 DUF4216 Tnp2 Tnp2 / Tnp_assoc 0
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp_aassoc / DUF4218 / Tnp1/Tnp2/RT_nLTR/
43 Gmi5-1 CACTA 5 14703 DUF4216 / RT like Tnp2 /zE-RVT RT like / RVT 0
>DTC_uuu_ Gm1 Pkc / Tnp1/Tnp2 / PTKc/ STKc / PKc/ TyrKe ‘ PLN / STKc / PKc / PHA /
441 Gmi5-2 CACTA 5 19883 o assoc/STKc Nek  /SPS1/PTZ/TOMM/ etc PUNBI el PTZ
45 >%I'rg1_g_u1u_ CACTA 6?1 12954 DUF4216 Tnp2 / DUF4218 Tnp1/ Tnp2 /DUF4218 0
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp2 / Tnp_aassoc / Tnp 1/Rnase_ H_Ty/
46 Gm16-2 CACTA 6 18165 DUF4218 / DUF4216 0 Rnase_H_like 0
Methyltransf_29 /
a7 |PPTC U cpera O™ 42845 Tnp2/DUF4218/ DUF4216 0 AdoMet_MTases 0
Gm17-1 7 :
superfamily / Tnp_assoc
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp24 / Tnp_aassoc /
48 Gmi17-2 CACTA 7 8127 Tnp2 / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / RPN1 0
>DTC _uuu_ Gm1 Tnp2 / Tnp_aassoc /
49 Gm17-3 CACTA 7 13312 DUF4216 DUF4218 Tnp24 / DUF4218 0
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp2 / Tnp_aassoc /
50 Gm17-4 CACTA 7 9731 DUF4216 DUF4218 Tnp24 / DUF4218 0
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp1/Tnp2/ Tnp_assoc / ftsH_fam / HfIB / PTZ / .
51 Gm17-5 CACTA 7 11439 EFh / DUF4216 EFh / PTZ / DUF4218 FRQ1/ DUF4218 Peptidase_M41
52 >DTC _uuu_ CACTA Gm1 7594 Tnp2 / LolD / nickel_nikD / ABC / PotA/CcmA/MalK/ ABC/MsbA/PRK/SunT/ rim_protein / PRK/PLN /
Gm18-1 8 urea_trans_UrtE / etc OpuBA / TauB / metN / etc CydD / NHLM / MRP / etc SapD / znuC / dppD / etc
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp2 / Tnp_assoc / EFh /
53 Gm18-2 CACTA 8 10728 DUF4216 0 0 0
>DTC_uuu_ Gm1
54 Gm18-3 CACTA 8 10473 Tnp2 / Tnp_assoc 0 0 0
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Dominios

Sonda | 5nt(TIR) | Chr T(ﬁg“
- C N NC
>DTC_uuu_ Gm1
55 Gm18-4 CACTA 8 10160 Tnp2 / Tnp_assoc DUF4216 Tnp1 0
56 | TDTC_UW_ oot CM gga7 Tnp2 PTZ / Ribosomal_S17 0 ALDH
Gm18-5 8
>DTC_uuu_ Gm1 Tnp2 / STKc_CdkB_plant / Tnp2 / STKc/ Pkc/PLN /
57 Gm18-6 CACTG 8 4002 Tnp2 Tnp_assoc PKc._ like PT7
>DTC uuu Gm1
58 | gmioq ~  CACTA o 11463  Tnp2/Tnp_assoc/DUF4216 PHA/DUF4218/PHA/FAP  PHA/PRK /DUF4218 PHA / PRK / rad23
KISc_CEMP / Motor_dom /
5o |PPTC U cacta O™ 45157  Thp2/Tnp_assoc/DUF4216 ~ DUF4218/FtsZ C/ DUF4218 / Tubulin /Tnp24  KIP1/ Tubulin_C / PRK
Gm19-2 9 Tubulin_C Jetc
>DTC _uuu_ Gm1 Tnp2 / Tnp_assoc / DUF4218
60 | " smo.a CACTA o 11753 I e 0 WRKY 0
>DTC_uuu_ Gm1
61 Gm19-4 CACTA 9 5039 Tnp_assoc Tnp2 0 0
>DTC_uuu_ Gm2 Tnp_assoc / DUF4216 / M20_IAA_Hyd
62 Gm20-1 CACTC 0 9072 Dimer_Tnp_hAT Tnp2 s / Zinc_peptidase_like
63 |7DTC_UUU_  cpcrp CM2 4475 DUF4216 Tnp2 /PMD / DUF4218 FAD 722 0
Gm20-2 0 Tnp_assoc
64 >DGTH(]32—5’_‘3“— CACTA Gg‘z 13328 Tnp2/Tnp_assoc / DUF4216 DUF4218 DUF4218 / Tnp24 0
>DTC_uuu_ Gm2 DUF4218 / Tnp24 /
65 | " sma0a CACTA o 11088 Tnp2/Tnp_assoc/DUF4216 DUF4218 / RRM Sulfate. transp 0

Legenda: ( - ) dominios completos, (C) dominio incompleto na regido C-terminal, (N) dominio incompleto na regido N-terminal, (NC)

dominio incompletos nas duas regides.
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Conclusdes:

1.

Os microssatélites analisados [(AAC)s (AAG)s (ACC)s, (AG)s (CTC)s e
(TGA)s] compreendem componentes importantes da fragdo repetitiva dos
genomas de Glycine soja e G. tomentella, havendo particulares para cada
espécie. Observa-se, porém, uma predominancia de marcacao dispersa, ao
longo de um ou ambos os bragos cromossémicos e, menos frequentemente

em tandem em regides pericentroméricas ou terminais.

Analises com os fluorocromos CMA/DAPI nas espécies de Vigna analisadas
revelam variagdo no numero de pares de cromossomos satelitados, bem
como naqueles com marcagdes pericentroméricas ou terminais, indicando
rearranjos envolvendo as regides CMA positivas, que podem fornecer
marcadores cromossOmicos Uuteis para estudos de macrossintenia,

especialmente em conjunto com sondas marcadas por FISH.

O retroelemento Ty1-copia-like encontra-se presente e disperso em varios
cromossomos de V. aconitifolia, V. sesquipedalis e V. umbellata. Sua
presenca em regides proximais e CMA positivas de alguns dos
cromossomos indica uma possivel associacdo com a heterocromatina

constitutiva.

A analise in silico dos dominios de transposases Tnp1 e Tnp2 do elemento
CACTA revelou uma significativa abundancia do dominio Tnp2 (90.876
dominios anotados, cobrindo 10 Mb do genoma, sendo 27,5% completos),
enquanto Tnp1 mostrou-se menos prevalente (19.293 dominios; 2,2 Mb,
sendo 58,6% completos). A associacdo de dominios truncados nos
terminais C e N (ou em ambos), em grande parte das sequéncias, indica
alta incidéncia de eventos pregressos de transposi¢géo, merecendo analises

complementares.
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5. No conjunto, os elementos nao codificantes avaliados apresentam potencial
para uso em analises de macrossintenia em Phaseolidae, colaborando para

o entendimento de possiveis mecanismos que influenciaram a evolugcao do

grupo.
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