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RESUMO

Fabaceae (Leguminosae) é considerada uma das trés maiores familias de Angiospermae,
contendo 765 géneros e 19.500 espécies de distribuicdo cosmopolita. No Brasil, sdo
encontradas cerca de 2.756 espécies, sendo 1507 endémicas. Diversos grupos de leguminosas
tém tido sua classificacdo alterada ao longo do tempo, como € o caso da subtribo Cassiinae, que
apresenta trés géneros resultantes da divisdo de Cassia lato sensu: Cassia stricto sensu,
Chamaecrista Moench e Senna Mill. Com base em analises filogenéticas, a tribo Cassiinae tem
sido considerada complexa devido a hipoteses conflitantes em relag@o aos trés géneros que a
constituem. Estudos moleculares e citogenéticos foram importantes para a contribuicdo da
sistematica de Cassiinae, mas ndo suficientes para elucidar as controversias que envolvem a
relacdo entre os trés géneros. A inclusdo de outras informac6es gendmicas sao importantes para
contribuir com o melhor entendimento das relacfes dentro do grupo. A partir do advento do
sequenciamento de proxima geracdo (NGS) foi possivel estudos que permitem a identificacdo
e caracterizacdo da fracao repetitiva no genoma de uma espécie, mostrando ser uma interessante
ferramenta para a compreenséo da evolucdo gendmica. Desta forma, nosso trabalho visou obter
a fracdo repetitiva no genoma de espécies representantes dos trés géneros de Cassiinae.
Sequenciamento de baixa cobertura (cerca de 0,4x) foi obtido na Plataforma Illumina HiSeq™
4000 para uma espécie de cada género (Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna
occidentalis). As sequéncias obtidas foram analisadas na plataforma RepeatExplorer para
caracterizacdo e comparacdo da fracdo repetitiva das trés espécies. O genoma de C. fistula (0,70
pg/1C) possui 41,74% de DNA repetitivo, Ch. ensiformes (0,85 pg/1C) apresenta 32,86% e S.
occidentalis (0,70 pg/1C) 40,49%. Os elementos repetitivos mais abundantes no genoma das
trés espécies foram classificados como LTRs, onde a super -familia Ty3/Gypsy foi a mais
abundante, correspondente a 19,90% em C. fistula, 20,05% em Ch. ensiformes e 13,29% em S.
occidentalis. Foram encontradas seis sequéncias satélites, trés em Cassia fistula, duas em
Chamaecrista ensiformes e uma em Senna occidentalis, todas sdo praticamente exclusivas de
cada espécie. A variacdo na abundancia e tipos de sequéncias repetitivas observada nas espécies
avaliadas indica o potencial dessas informacdes para a melhor compreenséo das relacdes entre
0s géneros de Cassiinae, a partir da analise de um nimero maior de espécies.

Palavras-chave: Fabaceae. Cassiinae. Elementos Transponiveis.



ABSTRACT

Fabaceae (Leguminosae) is considered one of the three largest families of Angiospermae,
containing 765 genera and 19,500 species with a cosmopolitan distribution. In Brazil, about
2,756 species are found, of which 1507 are endemic. Several groups of legumes have had their
classification changed over time, such as the subtribe Cassiinae, which has three genera
resulting from the division of Cassia lato sensu: Cassia stricto sensu, Chamaecrista Moench
and Senna Mill. Based on phylogenetic analyses, the Cassiinae tribe has been considered
complex due to conflicting hypotheses regarding the three genera that constitute it. Molecular
and cytogenetic studies were important for Cassiinae systematics, but not enough to elucidate
the controversies involving the relationship among the three genera. The inclusion of other
genomic information is important to contribute to a better understanding of the relationships
within the group. The advent of next-generation sequencing (NGS) allowed the characterization
and comparison of the repetitive fraction in the genomes, proving to be an interesting tool for
understanding genomic evolution. Thus, our work aimed to characterize the repetitive fraction
in the genome of species representing the three genera of Cassiinae. We used genome skimming
approach (about 0.5x coverage) with sequencing data obtained in Illumina plataform HiSeq™
for one species of each genus (Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna occidentalis).
The data were analyzed in RepeatExplorer pipeline for characterization and comparison of
repetitive fraction of the species. The genome of C. fistula (0.70 pg/1C) has 41.74% of repetitive
DNA; Ch. ensiformes (0.85 pg/1C) has 32.86% and S. occidentalis (0.70 pg/1C) 40.49%.
Retrotransposons LTRs are the most abundant elements, with the Ty3/Gypsy superfamily being
the most abundant in all three species, corresponding to 19.90% in C. fistula, 20.05% in Ch.
ensiformes and 13.29% in S. occidentalis. Six satellite sequences were identified, three in C.
fistula, two in Ch. ensiformes and one in S. occidentalis. These sequences are almost exclusive
of the species in which they were identified. The variation in abundance and types of repetitive
sequences observed in the three species evaluated points to the potential of this information for
understanding relationships among the genera of Cassinae in studies involving more species
representing genome diversity.

Keywords: Fabaceae. Cassiinae. Transposable Elements.
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1 INTRODUGCAO

Fabaceae Lindl. € a terceira maior familia de plantas com flores depois de Orchidaceae
e Asteraceae, formada por mais de 760 géneros e mais de 19.500 espécies. A familia possui
representantes em todos os tipos de vegetacdo em torno do globo e é a segunda familia mais
importante depois das gramineas em relacdo ao valor econémico, devido as suas espécies serem
usadas como fonte de alimento, forragem, combustivel, remédios, madeira e enriquecimento do
solo por fixagéo de nitrogénio (LPWG, 2017).

Atualmente, Fabaceae encontra-se dividida em seis subfamilias: Caesalpinioideae,
Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e Papilionoideae (LPWG, 2017). A
subfamilia Caesalpinioideae, polifilética e tida como grupo ancestral dentre as leguminosas, é
formada por cinco tribos com varias linhagens agrupadas sem uma relacao filogenética bem
resolvida (DOYLE et al., 2003).

A subtribo Cassiinae, da tribo Cassieae e subfamilia Caesalpinioideae, é composta por
trés géneros Cassia L. sensu stricto, Senna Mill. e Chamaecrista Moench (SINGH, 2001).
Cassiinae foi definida a partir da elevacdo do género Cassia s.I. a nivel de subtribo, com base
em caracteristicas morfologicas (IRWIN; BARNEBY, 1981).

Esta segregacdo de Cassia s.l. em trés géneros distintos ja havia sido proposta por
Bentham (1871) e é atualmente reconhecida por meio de estudos com caracteres morfologicos
(OWENS; LEWIS, 1989), moleculares (ACHARYA et al., 2011; HERENDEEN et al., 2003;
TORRES et al., 2011) e citogenéticos (SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004; BIONDO et al.,
2005b, BIONDO et al., 2006). Apesar disso, ainda h& controvérsias quanto as relacdes de
parentesco entre 0s géneros dentro da subtribo.

Alguns estudos sugerem uma maior afinidade entre Cassia e Senna e Chamaecrista
posicionada em um clado distinto (MARAZZI et al., 2006; TORRES et al., 2011). Entretanto,
outros trabalhos sustentam Senna como grupo irmao de Chamaecrista, mas ndo relacionado a
Cassia (KAJITA et al., 2001; HERENDEEN et al., 2003).

O tamanho do genoma, valor C, € uma caracteristica importante no estudo de grupos de
plantas. A enorme variacdo dentro do grupo das angiospermas se deve principalmente a eventos
de poliploidia e amplificacdo de sequéncias repetitivas (PELLICER et al., 2018). Na auséncia
de poliploidia, as alteragbes na quantidade de DNA repetitivo séo as principais causas pelas
diferencas de tamanho do genoma entre as especies (DU et al., 2017). Em espécies de Cassiinae
existe ampla variacdo do conteddo C de DNA, com relatos de (0,70 a 1,80 pg/1C), em espécies
de Cassia, Senna e Chamaecrista (OHRI, 1986).



Sequéncias repetitivas de DNA representam uma grande por¢cdo do genoma em
eucariotos superiores chegando, em alguns casos, até 90% do tamanho do genoma
(MEHROTRA; GOYAL, 2014). Essas sequéncias sdo divididas em dois grupos, os DNAs
satélites e os elementos transponiveis dispersos (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON,
2015). Essa fracdo repetitiva pode ser especifica da espécie, do genoma ou até mesmo de
cromossomos, pois algumas repeticdes sdo altamente conservadas enquanto outras evoluem
mais rapidamente, apresentando diferencas entre espécies relacionadas (MEHROTRA;
GOYAL, 2014; GARRIDO-RAMOS, 2015).

Uma forma de obter uma compreensdo dos processos que interferem na abundancia e
distribuicdo da fracdo repetitiva nos genomas de plantas é através de uma caracterizacao
detalhada dessas sequéncias entre espécies proximas (MACAS et al., 2011). O advento do
sequenciamento de préxima geracdo (NGS) e ferramentas de bioinformatica, como a
abordagem de agrupamento baseado em gréaficos, permitiram a caracterizagdo abrangente de
repeticGes de espécies de plantas ndo modelo a baixo custo e sem necessidade de um genoma
montado (NOVAK et al., 2020). Esta abordagem tem se provado eficiente para a identificacio
e caracterizacao das sequéncias repetidas, bem como bem como para estudos comparativos de
evolugdo do genoma de eucariotos (DODSWORTH et al., 2015; PAGAN et al., 2012;
PELLICER etal., 2014; CAl et al., 2014).

Em Senna tora, a fragdo repetitiva foi estimada em 53,9% do genoma, com
predominancia de retrotransposons de repeticdo terminal longa (LTR), principalmente
elementos Gypsy, que ocupam 15,6% do genoma (KANG et al., 2020). Waminal e
colaboradores (2021) identificaram e localizaram, por hibridizagéo in situ fluorescente, as
principais repeticdes em tandem no genoma de Senna tora. Os resultados sugerem que as
repeticdes em tandem desempenham papel importante na disploidia verifica em S. tora e que
h& o envolvimento de espacadores intergénicos de rDNA 45S no "transporte” de repeticdes
durante a remodelagdo do genoma.

Apesar do potencial do conhecimento sobre a fracdo repetitiva para o melhor
entendimento dos mecanismos de evolugdo gendmica e suas implica¢fes para a taxonomia de
grupos relacionados (MACAS et al., 2015), na subtribo Cassinae apenas o genoma de Senna
tora foi estudada com essa abordagem. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar a fracao repetitiva em uma espécie de cada género de Cassiinae e compara-las para
obter informagdes que possam auxiliar na melhor compreensdo de padrbes evolutivos do

genoma de Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna occidentalis.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7667050/#B53
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dodsworth%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25261464
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waminal%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33643358
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS SISTEMATICOS, BOTANICOS E EVOLUTIVOS DE CASSIINAE

A familia das leguminosas contém mais de 19.500 espécies distribuidas em 765 géneros,
36 tribos e 6 subfamilias encontradas em todo o mundo, sendo a terceira maior familia de
angiospermas em diversidade de espécies. Possui alta variabilidade, desde pequenas ervas
anuais até arvores de grande porte e sdo frequentes nos biomas tropicais e temperados (LPWG,
2017).

Muitas espécies de leguminosas sdo economicamente importantes, como fonte de
proteinas vegetais altamente nutritivas para humanos e animais (DURANT]I, 2006; VOISIN et
al., 2014). Além disso, 88% das espécies de leguminosas tém a capacidade de estabelecer
associacfes com bactérias fixadoras de nitrogénio por meio de nddulos radiculares e, portanto,
sdo importantes para a agricultura sustentavel e fundamentais para o funcionamento de alguns
ecossistemas (LPWG, 2013; SPRENT, et al. 2017).

Atualmente, Fabaceae estd dividida em seis subfamilias Caesalpinioideae,
Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae e Papilionoideae (LPWG, 2017).
No Brasil é a familia de plantas superiores com a maior diversidade na flora, com 2.756
espécies, das quais 1.507 sdo endémicas (BFG, 2018).

A partir do aperfeicoamento das técnicas moleculares, estudos confirmaram o
monofiletismo de Fabaceae. No entanto, evidenciaram a importancia de corre¢des na
classificacdo das subfamilias, com énfase no grupo parafilético das Caesalpinioideae
(BRUNEAU et al., 2013; LPWG, 2013).

Caesalpinioideae possui aproximadamente 4.400 espécies distribuidas em 148 géneros
e encontradas desde locais temperados a regides secas e Umidas (AZANI et al., 2017). As
espécies possuem folhagem comumente composta, bipinada ou pinada, inflorescéncias
espiciformes ou capituliformes dispostas em apenas um eixo. Suas flores sdo frequentemente
zigomorfas, de simetria radial. Os frutos sdo do tipo legume e as sementes sem a presenca de
ranhura hilar (BARROSO et al., 1999).

Caesalpinioideae, considerada a subfamilia mais primitiva, da qual derivaram as
subfamilias Papilionoideae e Mimosoideae (BURKANT, 1987) € a menos entendida e estudada
entre as subfamilias de Fabaceae (HERENDEEN, 2000). Varios estudos biossistematicos
foram realizados com este grupo, nos quais foi confirmada a hip6tese de que Caesalpinioideae
é um grupo ndo natural (HERENDEEN, 2000; BRUNEAU et al., 2001; KAJITA et al., 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B60
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7302050/#B36

11

A subfamilia se encontra dividida em quatro tribos Cercideae, Caesalpinieae, Cassieae e
Detarieae (LEWIS et al., 2005).

A tribo Cassieae € polifilética, com aproximadamente 720 espécies alocadas em 21
géneros. As espécies possuem ampla distribuicdo e sdo facilmente reconhecidas pela
combinacéo de caracteres morfoldgicos: altura variada desde grandes arvores a pequenas ervas,
com folhas compostas, nectérios extraflorais no peciolo, corola amarela, comumente
assimétrica, estames heterodinamos, anteras basifixas e fruto do tipo legume (LEWIS et al.,
2005; QUEIROZ, 2009).

A partir de carateristicas morfoldgicas do androceu, arquitetura floral, presenca ou
auséncia de bractéolas, Irwin e Barneby (1982) propuseram a elevacao do género Cassia sensu
lato a nivel de subtribo. Atualmente essa subtribo, denominada Cassiinae, pertecente a tribo
Cassieae esubfamilia Caesalpinioideae, é formada por trés géneros Cassia L, Chamaecrista
Moench e Senna Mill (LEWIS, 2005).

Anélises filogenéticas revelaram que Cassinae constitui um grupo bastante complexo,
havendo hipdteses conflitantes em relacdo aos trés géneros que a compdem. Os estudos
conduzidos por Bruneau et al. (2008), Manzanilla e Bruneau (2012) sugerem uma maior
afinidade entre Cassia e Senna, onde Chamaecrista faz parte de um clado distinto, o que
corrobora com os estudos conduzidos por Marazzi et al. (2006). J& outros estudos apoiam Senna
como grupo irmdo de Chamaecrista, mas ndo relacionado a Cassia (HERENDEEN et al.,
2003).

Apesar de Cassiinae ser reconhecida como monofilética (LEWIS, 2005), analises
moleculares baseadas tanto em sequéncias de DNA cloroplastidial como em marcadores
(RAPD e AFLP) obtiveram resultados controversos em relacdo a monofilia da subtribo e a
relacdo entre os trés géneros que a constituem (KAJITA et al., 2001; ACHARYA,
MUKHERJEE, 2011).

Cassia L. sensu stricto é composto por cerca de 30 espécies, das quais 11 estdo
amplamente distribuidas no Brasil (SOUZA; BORTOLUZZI, 2014). Seus frutos costumam ser
indeiscentes, ao contrario do género Senna, que sdo tipicamente deiscentes e sem septos
separando as sementes (LEWIS, 2005). As vagens indeiscentes e lenhosas de Cassia L. sdo
bastante resistentes, assim como as sementes. Além disso, os frutos de Cassia geralmente nao
séo carnudos, mas com resquicios de polpa.

Muitas espécies de Cassia tém valor medicinal e podem diferir entre si a partir da
presenca de constituintes fitoquimicos (LAVANYA et al., 2018). As folhas, caules, vagens e

sementes de especies de Cassia tém demonstrado possuir valores farmacologicos diferentes
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(FEITOSA et al., 2011). Entre as aplicagdes etnofarmacoldgicas conhecidas estdo o tratamento
de doencas de pele como eczema, micose, sarna e hanseniase (SUNDARAMOORTHY et al.,
2016). Estudos in vitro também mostraram seu possivel uso como um tratamento para
distdrbios do cérebro humano, como epilepsia e enxaqueca (DESHPANDE; BHALSING,
2013; BALKRISHNA; MISRA, 2017). C. fistula, por exemplo, também conhecida como
chuva-de-ouro, € muito apreciada pela beleza de seus cachos de flores amarelas e pelas
propriedades laxativas de suas vagens, folhas e flores, sendo também indicada em diversos
paises para tratamento de infeccGes bacterianas (TIWARI; MISRA, 1985), reumatismo e leses
cutaneas (BHAKTA et al., 1999).

Senna é um dos géneros com maior diversidade dentro da familia Fabaceae, com
aproximadamente 350 espécies de arvores, arbustos e subarbustos distribuidas pelos
continentes americano, africano e australiano, com ocorréncias também na Asia (MARAZZI et
al., 2006). O género € dividido em seis se¢des: Psilorhegma, Chamaefistula, Senna, Peiranisia,
Paradyction e Astroites (IRWIN; BARNEBY, 1982). Senna se difere de Cassia por apresentar
filetes retos, mais curtos ou até duas vezes o comprimento das anteras, que sdo basifixas, e pela
presenca de glandulas extraflorais na maioria das espécies. Com rela¢do a Chamaecrista, Senna
se difere principalmente pela auséncia de bractéolas, pelo androceu zigomorfo e pelos legumes
que podem ser indeiscentes (IRWIN; BARNEBY, 1982).

Espécies de Senna sdo usadas como ervas medicinais e fonte de madeira para
exportacdo, contribuindo significativamente como matéria prima para produtos comerciais
(SEETHAPATHY et al., 2014). No Brasil, 0 género é representado por 82 espécies, sendo 27
delas endémicas do pais, distribuidas em todos os dominios fitogeogréaficos, com maior
predominancia na Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado (BFG, 2015). Vérias espécies do género
sdo usadas na medicina popular como laxantes ou para tratar resfriados (SILVA et al., 2010).

Senna occidentalis é uma espécie usada para o controle de doencas tropicais. O extrato
de suas folhas é usado como anti-inflamatério e bactericida. Infusdes das folhas séo utilizadas
em alguns paises africanos como purgativo, diurético e para o tratamento da febre. Existem
relatos de que cada parte da planta possui atividade e aplicagéo distintas (VILA-NOVA et al.,
2012).

O género Chamaecrista, anteriormente definido como Lasiorhegma, subgénero de
Cassia, compreende aproximadamente 330 espécies, das quais 266 sdo nativas das Américas
(LEWIS, 2005). No Brasil, ocorrem 257 espécies (BFG, 2015). Chamaecrista € o Gnico género
dentro de Cassiinae com nectarios extraflorais concavos e raizes com nodulos bacterianos
(IRWIN; BARNEBY, 1982). Esse género pode ser reconhecido pelo pedicelo 2-bracteolado,
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proximo ou acima da metade de seu comprimento total, androceu actinomorfo, com anteras
pubescentes ao longo das suturas e nectério extrafloral em forma de disco ou taca (QUEIROZ,
2009; RANDO et al., 2013).

Chamaecrista ensiformes possui porte arboreo, com uma altura que pode atingir até sete
metros, racemos caulifloros e estipulas caducas. Esta espécie é endémica do Brasil (FILARDI et
al, 2007), distribuida nas regi6es Nordeste, Centro Oeste e Sudeste e com ocorréncia sempre

associada as areas mais abertas, como clareiras e bordas de mata (CESTARO, 2002).

2.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DE CASSIINAE

O grupo das leguminosas constitui um modelo interessante para investigar 0s processos
de diversificacdo e evolucdo, inclusive do cari6tipo. O periodo entre a origem e diversificacdo
do grupo foi estimado como curto, com a divergéncia das linhagens principais ha cerca de 60
milhdes de anos (LAVIN et al., 2005).

Dentro das leguminosas, as espécies da subfamilia Caesalpinioideae apresentam ampla
variabilidade intergenérica, interespecifica e intraespecifica em relacio ao numero de
cromossomos, onde ja foram encontrados 2n = 14, 16, 22, 26, 28, 32, 52, sendo 2n = 28 0 mais
comum. A poliploidia parece ser importante na diversificacdo inicial do grupo, com ocorréncia
de uma série de reducdes disploides no decorrer do processo evolutivo (BIONDO, 2005). A
subfamilia pode ser considerada um grupo ancestral dentro das leguminosas, pelo fato das suas
espécies possuirem cromossomos pequenos e com cariétipos relativamente simétricos
(SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004).

A tribo Cassieae possui espécies com uma ampla variacdo de conjuntos cromossémicos
(GOLDBLATT, 1981). A maioria das espécies analisadas na tribo possuem cromossomos
pequenos, com cerca de 2,5 mm e predominio de cromossomos metacéntricos (BIONDO et al.,
2005). Esta tribo apresenta espécies tetraploides, cujo nimero béasico é x = 14, derivado por
poliploidia de x =7 (POLHILL et al., 1981).

Para as espécies de Cassiinae, as informacgdes sobre o complemento cromossémico
indicam que a subtribo possui espécies com nimero basico x = 14, além de x = 11, 12 e 13,
derivados por disploidia (BIONDO et al., 2005b).

O numero cromossomico de espécies de Cassia L € predominantemente 2n = 28
cromossomos (IRWIN; TURNER, 1960; BIONDO et al., 2005). Porém também é citado 2n =
26 para C. fistula L. (GOLDBLATT; JOHNSON, 1996) e para C. fastuosa (SOUZA; BENKO-
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ISEPPON, 2004). As variacdes sdo provavelmente devidas ao processo de disploidia,
comumente encontrado nas espécies da tribo Cassieae (GOLDBLATT, 198la; SOUZA,
BENKO-ISEPPON, 2004).

Os conjuntos cromossdmicos registrados para Chamaecrista revelam uma ampla
variacdo numérica (2n=14, 16, 22, 24, 26, 28, 32, 42, 48, 52 e 56), sendo 2n = 16 e 28 0s mais
frequentes. E observado que tanto a poliploidia quanto a disploidia parecem ter atuado na
evolucdo cariotipica do grupo, com intensidades diferentes dependendo do clado em questéo.
Os numeros X = 7 e 8 sdo propostos na literatura como nameros basicos para o género, o que
poderia ser explicado pelos eventos de poliploidia e disploidia associados (CONCEICAO,
2006). No género sdo observados nimeros X = 8 nas se¢des Chamaecrista e Caliciopsis, X =7
na secdo Xerocalyx e x = 14 nas se¢des Absus e Grimaldia (BIONDO et al., 2006).

O carater tamanho dos cromossomos sugere, juntamente com outros caracteres
analisados, a segregacdo de Chamaecrista dos demais géneros pertencentes a subtribo.
Geralmente os cromossomos de Cassia L e Senna Mill sdo pequenos (2,5 pm) e
predominantemente metacéntricos (BIONDO et al., 2005b; RESENDE et al., 2013). Em Senna
e Chamaecrista foram observados cromossomos com variacao de tamanho de 0,62 até 2,5 mm
(SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004). Braz (2014) analisou o tamanho médio dos cromossomos
em secOes do género Chamaecrista onde foi encontrada uma variacgdo entre 2,10 um e 3,66 pm.
Em Ch. cipoana e Ch. semaphora foram observados cromossomos com 5,04 um e 7,18 um,
respectivamente, o que ndo confirma a tendéncia descrita na literatura de que 0s cromossomos
desse género sdo pequenos.

Diferencas no tamanho dos cromossomos de duas populacdes de Chamaecrista
nictitans parecem estar relacionadas com a quantidade de heterocromatina. Enquanto uma
populacdo possui cromossomos maiores, outra possui alguns pares menores. Apos a coloracao
com fluorocromo, houve constatacdo de diferencas no nimero de bandas CMA * / DAPI - entre
as populacdes em estudos. E possivel que, como os grupos de populacdes estdo isolados uns
dos outros, tenha ocorrido divergéncia quanto a evolucdo da heterocromatina (SOUZA,
BENKO, 2005).

Braz (2014) caracterizou o complemento cromossomico (numero e morfometria),
estimou o tamanho do genoma e localizou as regides codificadoras dos RNAs ribossémicos
45S e 5S nos cromossomos de espeécies representantes de diferentes secdes e/ou séries de
Chamaecrista coletadas na regido de Diamantina — MG. A variabilidade no nimero e
morfometria cromossémica, numero e padrdo de distribuicdo das sequéncias de DNA

ribossomal e no tamanho do genoma revelaram que Chamaecrista € um grupo heterogéneo do
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ponto de vista carioldgico. Aparentemente a reducdo disploide esta4 envolvida na evolugédo
cariotipica do género. Rarranjos do tipo inversdo, translocacdo e delegdo também podem ser
considerados como fatores que levaram a alteracfes estruturais nos cromossomos, diminuigédo
na quantidade de DNA e diminui¢cdo no nimero de locos de rDNA.

Souza e Benko (2004) mostraram que o nucleo interfasico de trés espécies de Cassiinae
eram do tipo semireticulado, com diferengas no tamanho, nimero, forma e distribui¢do dos
cromocentros. Em quatro populacdes de Chamaecrista nictitans, a cromatina difusa foi mais
clara do que nos taxons restantes, frequentemente apresentando nucleos polarizados com
cromocentros difusos. O género Senna apresentou ndcleos polarizados com granulacao fina e
coloragdo mais profunda da cromatina difusa, embora a cromatina de S. quinquangulata seja
semelhante a de Cassia fastuosa, sendo mais granulado. O comportamento de condensacéo foi
parecido para a maioria das espécies analisadas, com excecdo das espécies de Senna que
mostraram condensacdo homogénea com pequenas porgdes de condensacgédo distal tardia. A
espécie Senna quinquangulata apresentou comportamento semelhante ao de Cassia fastuosa,
com cromatina de condensacdo proximal.

O conjunto cromossémico de aproximadamente 20% das espécies de Senna ja foram
descritos, com predominancia de 2n = 28, embora também haja registros de 2n = 22, 24 e 26
(RESENDE et al., 2014; CORDEIRO; FELIX, 2017). Também ha registros de poliploidia no
género, como 2n =42, 56 e 112 em Senna rugosa (RESENDE et al., 2014) e 2n =52 e 104 em
S. gardneri (MATOS et al., 2011). A consisténcia de 2n = 28 para a maioria das espécies
demonstra que 0 numero basico pode ser x = 14, enquanto os outros numeros (x = 11, 12 e 13)
refletem eventos de disploidia (GOLDBLATT, 1981a).

Em Senna obtusifolia, uma populacdo apresentou duas bandas terminais CMA*/DAPI
, & outra populacdo, duas bandas terminais DAPI*/CMA". As diferencas observadas nos padrdes
de bandas CMA/DAPI em Senna mostram a eficacia dessa técnica em facilitar a diferenciacédo
cariotipica de suas espécies (SOUZA; BENKO, 2004).

Cordeiro (2018) relatou variabilidade para distribuicdo da heterocromatina em dez
espécies de Senna, tanto com relagcdo ao nimero quanto localizacdo das bandas. Apenas S.
georgicae S. rizzinii apresentaram 0 mesmo padrdo de bandas (quatro bandas
CMA'/DAPI terminaise vinte duas CMA'/DAPI proximais). S. martianaeS.
aversiflora apresentaram 0 mesmo nudmero de bandas (quatro bandas CMA ™/
DAPI - terminais), embora esta ultima tenha demonstrado um cariétipo poliploide (2 n = 52).

Rezende (2012) caracterizou o ndcleo interfasico, o nimero e a morfometria dos

cromossomos de 11 espeécies do género Senna. Houve variabilidade interespecifica com relagédo
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a todas as caracteristicas avaliadas: tipo de nucleo interfasico, sendo encontrados nucleos
arreticulados e semi-reticulados; nimero cromossémico (2n = 24, 26, 28 e 56); morfologia
cromossémica (meta e submetacéntricos). Os cariotipos foram predominantemente simétricos.
Observou-se variacdo cromossdmica numérica entre células meristematicas de um mesmo
individuo para as espécies S. macranthera, S. rugosa e S. splendida. Os resultados sugeriram
que mecanismos de poliploidia e disploidia estdo envolvidos na evolugéo cariotipica do género
Senna, mas ndo forneceram subsidios conclusivos para inferéncias citotaxonémicas.

Em Senna occidentalis, o nucleo interfasico é arreticulado e a condensagdo
cromossémica ¢ homogénea, com por¢des de condensacdo distal atrasada na prometafase. O
caridtipo da espécie foi descrito com 2n = 28 cromossomos, com formula 9 m + 5 sm e
constricdo secundaria presente em um par de cromossomos. A partir da coloracdo com nitrato
de prata foram detectados quatro nucléolos, o que pode indicar a presenca de dois pares
cromossémicos com Regido Organizadora de Nucléolo (RON). O comportamento meidtico
para a espécie foi regular, com alto indice meidtico (FERREIRA et al., 2010).

Em relacdo ao tamanho do genoma (GS), quantidade de DNA contido no nucleo da
célula, também conhecido como valor C, existe grande diversidade entre as angiospermas. Os
principais mecanismos que contribuem para a expansdo do genoma séo a poliploidia e o
acumulo de DNA repetitivo. Normalmente, esses processos sdo contrabalancados de forma
eficiente para evitar a expansao descontrolada dos genomas (LEITCH et al., 2019). Em espécies
de Cassiinae os valores C disponiveis em (https://cvalues.science.kew.org/) variam de 0,70 a
1,80 pg/1C. Espécies como Cassia fistula e Senna occidentalis possuem (0,70 pg/1C). Rezende
(2012) quantificou o tamanho de genoma de espécies pertencentes ao género Senna,
identificando variacdo de conteddo gendmico entre 0,95 a 2,63pg/2C. Braz (2014), ao analisar
a quantidade C de DNA em espécies do género Chamaecrista, encontrou varia¢do de 0,44 a

1,08 pg/1C, sendo que Chamaecrista ensiformes apresentou 0,85 pg/1C.

2.3 SEQUENCIAS DE DNA REPETITIVO

Apesar da grande variagdo no tamanho do genoma entre 0s eucariotos, via de regra 0s
genes representam apenas uma pequena fracdo do material genético nuclear. Essas regibes
codificadoras sdo a parte mais estavel do genoma de um organismo, em grande parte devido a
selecdo que age para preservar a funcdo do gene. Para muitos eucariotos, o espago genémico
remanescente é extremamente dinamico e predominantemente composto por uma mistura

variada de sequéncias repetitivas (CRAIG et al., 2002).
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A fragdo repetitiva representa sequéncias DNA que variam amplamente em tamanho e
dispersdo. Estdo presentes em todas as plantas superiores e podem representar até 90% do
genoma em algumas espécies (MEHROTRA; GOYAL, 2014). Estas sequéncias estdo
intimamente relacionadas a morfologia e dinamismo dos cromossomos, onde participam de
importantes mecanismos evolutivos e de diferenciagdo cariotipica (SILVA et al., 2013). Além
de desempenhar papel estrutural, a regido formada por sequéncias repetitivas também
desempenha funcdo central na estabilidade do cromossomo, no ciclo celular, na regulacéo da
expressao génica e € um fator importante para a evolugdo do genoma (LIU et al., 2019).

Em relacdo ao conjunto cromossomico, estas sequéncias estdo envolvidas direta ou
indiretamente nos eventos de rearranjo estrutural (delegdes, duplicagdes, inversdes e
translocacbes) que sdo responsaveis por uma parte da variacdo cariotipica observada no
processo evolutivo de muitos grupos de organismos (PRAKHONGCHEERP et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos na evolugdo das sequéncias de DNA repetitivo operam em
nivel intragenbmico e estdo diretamente relacionados a organizacdo dessas sequéncias nos
cromossomos. Sequéncias de DNA repetitivo podem ser divididas em dois grupos, um de
sequéncias em tandem e outro de sequéncias dispersas. O primeiro é constituido por sequéncias
satélites, cujo os mondmeros estdo repetidos em tandem, ou seja, as copias estdo dispostas
adjacentes umas as outras, comumente nas regides centroméricas e teloméricas ou proximas a
elas. O segundo grupo que consiste em elementos que estdo dispersos por todo o genoma, 0s
elementos moveis como transposons de DNA e retrotransposons (BISCOTTI; OLMO;
HESLOP-HARRISON, 2015; MLINAREC et al., 2019).

Enquanto algumas classes de sequéncias repetitivas sdo conservadas, outras séo
extremamente dinamicas durante a evolugdo de espécies intimamente relacionadas. Assim, 0
estudo dessa fracdo repetitiva pode fornecer importantes informacgdes para compreensdo do

cromossomo e evolucgdo de grupos taxondmicos proximos (RUIZ-RUANO et al., 2016).

2.3.1 Sequéncias de DNA repetitivo dispersas - Elementos Transponiveis (ETs)

Os elementos transponiveis (ETs) sdo segmentos de DNA que foram descobertos no
final da década de 40, em estudos citogenéticos de milho (MCCLINTOCK, 1950). Apo0s sua
descoberta, os ETs eram considerados apenas "DNA lixo" e "parasitas de DNA", sequéncias
simples que se multiplicavam dentro do genoma, mas ndo forneciam contribuigdo para seu
hospedeiro (DOOLITTLE; SAPIENZA, 1980).
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ETs sdo sequéncias de DNA de tamanho varidvel que podem se mover e replicar dentro
de um genoma (CASACUBERTA; GONZALEZ, 2013). Com isso, tornam-se fontes
importantes de mutacdes gendmicas (RHO et al, 2007) e agentes da evolugcdo do genoma e dos
genes (ZHAO; FERGUSON; JIANG, 2016; VICIENT; CASACUBERTA, 2017). Constituem
matéria-prima para 0 surgimento de novas sequéncias regulatérias, como promotores e
intensificadores (SPRINGER; LISCH; LI, 2016), alterando a estrutura e o0 ambiente regulatorio
e/ou epigenético, gerando uma expressdo génica modificada (MITA; BOEKE, 2016).

Um numero significativo de genes em plantas € oriundo de ETs devido a um processo
conhecido como “exaptagdo”. ETS também contribuiram para a evolucdo de introns, exons e
promotores (ZHAO; FERGUSON; JIANG, 2016). Os mecanismos pelos quais os ETs podem
modificar genes sdo diversos, sendo mais Obvia a inativacdo das regides codificantes ou
reguladoras do gene. No entanto, a insercdo de um ET dentro de um gene também pode gerar
mutacBes mais sutis, como mudangas na sequéncia de aminoacidos da proteina codificada,
mudangas no padréo de expressdo ou novas formas de splicing (HUANG et al., 2015). Os
elementos transponiveis determinaram e ainda estdo determinando variagdes na estrutura do
genoma dos eucariotos, mesmo dentro de uma mesma espécie (NISHIHARA, 2019).

Foi proposto por Wicker et al. (2007) um sistema de classificacdo e nomenclatura para
os ETs, dividindo-os em duas classes principais, retrotransposons (Classe 1) e transposons de
DNA (Classe Il), que diferem entre si em relagdo ao seu mecanismo de transposigdo. Os
retrotransposons sdo subdivididos a partir de suas caracteristicas de transposi¢do, organizacao
e filogenia enzimatica. Os transposons de DNA séo divididos em duas subclasses com base no
namero de fitas de DNA que sdo cortadas durante a transposicdo. ETs também podem ser
separados em dois grupos principais: 0os autbnomos, que possuem regido codificadora para a
transcriptase ou para a transposase e sdo capazes de deslocar no genoma por si proprios, e 0s
ndo-autbnomos, que possuem alguma mutacdo na regido codificante da transcriptase ou
transposase €, portanto, incapazes de se deslocar sem o auxilio de ETs autdnomos (WERREN,
2011).

2.3.2 Elementos Transponiveis de Classe | — Transposi¢cdo por RNA

Os elementos transponiveis pertencentes a classe | se propagam atraves da acdo da
enzima transcriptase reversa que tem a capacidade de sintetizar uma molécula de DNA a partir
de RNA, gerando novas copias de elementos que, apos a integragdo, aumentam o tamanho do

genoma do hospedeiro. Nenhum segmento é cortado e transferido para outra regido do genoma.
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A classe | foi subdividida em duas grandes categorias que se distinguem pela presenca ou
auséncia de longas repeticdes terminais: LTR (Long Terminal Repeat). Porém existem outras
categorias de retrotransposons eucarioticos que sdo distinguiveis pelo mecanismo de
transposicdo ou caracteristicas filogenéticas da enzima transcriptase reversa, como os DIRS
(Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence) e Penelope-Like Elements (PLES) (JURKA et
al., 2007).

A sequéncia entre as extremidades dos RT-LTRs representa a fracdo codificadora do
elemento e inclui os genes Gag e Pol. Gag codifica uma cadeia polipeptidica semelhante ao
capsideo viral, enquanto Pol codifica as enzimas necessarias para o processamento do RNA do
retrotransposon, que inclui: uma transcriptase reversa, uma integrase, uma RNase H e uma
protease (KAZAZIAN, 2011). Outras caracteristicas estruturais dos RT - LTRs sdo um sitio de
ligacdo do primer e um fragmento de poli-A, ambos envolvidos na replicacdo do elemento
(WICKER et al., 2007).

Christoph et al. (2020) caracterizaram e investigaram a composi¢do de familias de RT -
LTRs presentes no genoma de Brachypodium distachyon. Elementos da familia Copia foram
0s mais dinamicos do genoma da espécie e uma fonte importante de polimorfismos dentro da
mesma. O estudo mostrou como algumas linhagens de retrotransposons mudaram a constituicao
genética e epigenética da espécie, além de apenas influenciar no tamanho do genoma.

Retrotransposons non - LTR sdo elementos antigos que evoluiram e permaneceram em
genomas eucariotos por milhdes de anos (CRAIG et al., 2002). Como a prépria nomenclatura
pressupde, sdo elementos que ndo possuem longas repeticdes terminais. Sao autbnomos, com
uma ou duas estruturas de leitura aberta— ORFs e comumente chamados de elementos nucleares
intercalados longos (LINES) (WICKER et al., 2007). Os elementos intercalados curtos (SINES)
sdo elementos mdveis que podem se mover com o auxilio de elementos intercalados longos
(LINEs). SINEs sdo compostos de varias regides de origem independente, chamadas cabeca,
corpo e cauda. Essas trés regides nem sempre estdo presentes em todos os SINEs. As cabecas
dos SINEs normalmente se originam de RNAs nédo codificantes, como 7 SL RNA, tRNA, 5S
rRNA ou pequenos RNA nucleares, onde servem principalmente como regiées promotoras para
0 inicio da transcricdo (KAPITONOV; JURKA, 2003). SINEs com cabecas originadas de
tRNA, chamados SINE2, sdo os mais comuns e amplamente distribuidos entre os eucariotos
(KOJIMA, 2015).

As caracteristicas estruturais que distinguem os elementos DIRS dos demais sdo a
presenca de uma regido codificadora para tirosina recombinase, mas ndo para integrase ou

protease. Diferente dos LTRs, os DIRS possuem suas repeticdes terminais invertidas. Essa
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estrutura incomum das repeticbes terminais dos elementos do tipo DIRS parece estar
relacionada a sua replicagdo por meio de intermediarios circulares livres (POULTER;
GOODOWIN, 2005).

Penelope foi descrito pela primeira vez em D. virilis (EVGEN’EV et al., 1997). Por
causa de suas repetices terminais longas, foi considerado primeiramente como membro dos
RT-LTR, embora suas caracteristicas sejam diferentes de outros RT-LTR. A presenca de
endonuclease do tipo GIY-YIG a jusante do dominio da transcriptase reversa levou a classificar

Penelope e seus parentes como um novo grupo de retrotransposons (LYOZIN et al., 2001).

2.3.3 Elementos Transponiveis de Classe Il — Transposi¢do por DNA

Os transposons de classe Il codificam uma transposase, enzima que permite a
transposicdo destes elementos, tanto em eucariotos quanto em procariotos. As transposases
possuem dominios conservados que basicamente atuam cortando o elemento transponivel de
um determinado sitio para posterior inser¢do em outra regido do genoma do hospedeiro, sendo
0 reconhecimento mediado por regides especificas das duas extremidades do elemento
(VARANI et al., 2015). Esse mecanismo de transposicao é conhecido como conservativo, por
basicamente cortar e colar o elemento em outra regido do genoma. As transposases podem
reconhecer sequéncias das extremidades de transposons diferentes e consequentemente
imobiliza-los, o que é comum em elementos MITES (WICKER et al., 2007).

Os MITES sao ETs de sequéncias curtas, originadas a partir de elementos autbnomos
que ao sofrerem delecBes perderam a regido codificante da transposase, porém permaneceram
com suas extremidades conservadas. Essa caracteristica estrutural permite o reconhecimento
dos MITEs pela transposase de um ET autdbnomo com caracteristicas relacionadas (WICKER
etal., 2007; VARANI et al., 2015).

Os transposons de DNA sdo fragmentos grandes com tamanhos de centenas a milhares
de pares de bases. Elementos simples de procariotos, chamados de sequéncias de insercdo (IS),
sdo representantes dos transposons de DNA. Os IS sdo separados em duas subclasses pelo
numero de fitas de DNA que séo cortadas durante o mecanismo de transposicao.

A subclasse I utiliza 0 mecanismo de clivar e colar as duas fitas de DNA e as duas ordens
de maior representagdo sdo a TIR e Crypton (WICKER et al., 2007). A subclasse Il corta e cola
apenas uma das fitas da molécula de DNA e suas ordens de maior representagdo sdo Maverick

e Helitron. A ordem Helitron possui elementos nos quais a transposi¢do ocorre através de um
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mecanismo chamado “circulo rolante” onde apenas uma das fitas de DNA ¢ cortada

(KAPITONOV; JURKA, 2003).

2.3.4 Sequéncias de DNA repetitivo em tandem — DNA Satélite

A existéncia de DNAs repetitivos em genoma de eucariotos foi descrita pela primeira
vez na década de 60. A partir do DNA gendmico de camundongo ultra centrifugado em meio a
cloreto de césio foram visualizadas duas bandas com densidades diferentes, a banda de menor
peso representava cerca de 10% do genoma e foi chamada de DNA satélite. O DNA desta banda
sofreu taxas de renaturacdo mais altas do que o restante do DNA nuclear ou do que genomas
mais simples compostos principalmente de sequéncias Unicas, indicando que o genoma de
camundongos possuia repeticdes pelo genoma (KIT et al., 1961).

Com o aperfeicoamento das técnicas moleculares foi possivel ampliar o conhecimento
sobre os DNAs satélites, mostrando sua fungdo na estruturacdo do centrémero e telémeros,
montagem do cinetécoro, segregacdo cromossdémica e reconhecimento dos cromossomos
homdlogos durante a meiose. Além desses aspectos funcionais, eventos de amplificacdo ou
delecdo podem causar mutacdo em grupos de DNA satélite, ocasionando alteracdes evolutivas
entre espécies (PLOHL et al., 2014). Transcritos de DNA satélite também desempenham outras
funcdes, tais como regulacdo gendmica e manutencao da heterocromatina (KOO et al., 2016).

De acordo com a hip6tese desenvolvida por Ruiz-Ruano et al. (2016), o surgimento de
uma sequéncia satélite ou de uma nova classe pode ocorrer pela duplicacdo de um ponto Gnico
no genoma, onde dois ou mais pares de bases originam uma curta repeticdo em tandem. Esse
evento pode ocorrer por varios mecanismos, como, por exemplo, o deslizamento de uma fita da
molécula de DNA durante a replicacdo ou a insercdo de coOpias replicadas de DNA por
intermediarios extracromossémicos.

Sequéncias de DNA satélite participam de um processo evolutivo constante que ocorre
em nivel molecular e que acarreta duas mudancgas principais no genoma: o nimero de cépias e
a composicao nucleotidica. Tais mudancas tendem a afetar sequéncias unicas ou conjuntos de
sequéncias e podem levar a formacao de perfis de DNA satelite especificos de cada espécie.
Em alguns casos, essas mudangas podem ser correlacionadas com a evolugdo cariotipica e
influenciar no processo evolutivo das espécies (UGARKOVIC; PLOHL, 2002).

As sequéncias repetitivas em tandem foram agrupadas em trés classes de acordo com o
tamanho do segmento repetido: Microssatélites, minissatélites e satélites (BISCOTTI; OLMO;
HESLOP-HARRISON, 2015).
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Os satélites sdo as repeticdes em tandem de sequéncias de tamanho maior ou igual a 100
nucleotideos (GRIFFITHS et al., 1996). Normalmente, estas sequéncias encontram-se
organizadas em unidades muito extensas, presente em maior concentracdo em regides
heterocromaticas pericentromérica e subtelomérica. S&o encontradas também em regides
intersticiais dos cromossomos em posi¢des especificas dos bragos e também entre as regides
subtelomérica e pericentromérica, especialmente em invertebrados e plantas (LOPEZ;
GARRIDO, 2012).

Microssatélites, ou repeticdes de sequéncia simples (SSRs), séo repeti¢des formadas por
arranjos de até 6 pares de bases de comprimento variavel e de distribuicdo por todo o genoma
(CUADRADO et al., 2008). Dado seu alto grau de polimorfismo, 0os SSRs tém sido amplamente
usados como marcadores moleculares em mapeamento, impressdo digital de DNA e estudos de
evolucdo genética. A maioria dos estudos tem se baseado na anélise de SSRs localizados em
regides codificantes da eucromatina nas quais o tamanho das repeticGes sequenciadas é em
torno de 100 pares de bases. No entanto, experimentos de hibridizagdo fluorescente in situ
(FISH) mostraram que algumas regifes formadas por SSRs em genomas de plantas sdo
organizadas em grupos, geralmente associados com a heterocromatina constitutiva
(CUADRADO; SCHWARZACHER, 1998). O mapeamento cromossémico de microssatélites
possui enorme valor para a elucidacdo da diferenciacédo cariotipica de espécies evolutivamente
proximas (TRALDI et al., 2016).

Em eucariotos, 0s genes 18S, 5.8S e 26S (referidos como rDNA 35S em plantas) sdo
transcritos como um Unico operon e sao separados por espacadores transcritos internos (ITS) e
espacadores intergénicos (IGS). Citogeneticamente, os locos de rDNA 35S séo agrupados
formando dominios cromossdémicos distintos chamados de regides organizadoras de nucléolo
(NORs) (NEVES et al. 2005). Apesar do alto numero de cépias (centenas a milhares de
unidades nas plantas), os genes sdo quase idénticos, o que € explicado por sua evolucao
combinada. Sob tal processo evolutivo, se toda a unidade 35S rDNA for igualmente afetada
pela evolugdo em concerto, entdo é esperado observar pouca ou nenhuma diferenca no grau de
homogeneidade intragendmica entre regides codificantes e ndo codificantes
(EICKBUSH, 2007).

2.3.5 Caracterizacao da fracéo repetitiva

A evolugdo do genoma envolve varios processos, como por exemplo, poliploidia,

delecbes ou duplicacbes de segmentos cromossdmicos, reestruturagdo cromossomica e
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abundancia de sequéncias repetitivas (RUPRECHT et al., 2017). O DNA repetitivo constitui
uma fragdo que corresponde entre 25 e 90% do genoma das plantas, onde varia tanto em padroes
de estrutura quanto na dispersdo no genoma (BENNETZEN; WANG, 2014).

Uma maneira de obter uma compreensdo abrangente dos processos que moldam a
composicdo repetitiva dos genomas das plantas é conduzir uma caracterizagdo detalhada do
DNA repetitivo em Vérias espécies, seguida pela analise dentro de uma estrutura filogenética.
Esses estudos eram escassos devido as grandes quantidades e consideravel complexidade das
sequéncias repetitivas que precisariam ser analisadas. No entanto, muito progresso foi feito nos
ultimos anos devido a introducéo de tecnologias de sequenciamento de proxima geracdo (NGS)
e abordagens de bioinformatica correspondentes (WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2015).

Ferramentas de bioinformatica baseadas no agrupamento de sequéncias em gréaficos é
um método de identificacdo de elementos repetitivos a partir do sequenciamento de proxima
geracdo (NGS) (MACAS et al., 2015). O RepeatExplorer é uma plataforma desenvolvida com
o0 objeto de identificar elementos de repeticéo de novo atravées de um algoritmo de agrupamento
de sequéncias similares em clusters. Esses clusters compreendem principalmente sequéncias
repetidas, pois apenas as leituras derivadas de sequéncias presentes no genoma Vvarias vezes
podem produzir um numero suficiente de ocorréncias de similaridade em dados de
sequenciamento genémico de baixa cobertura. O nimero de leituras em cada cluster é
proporcional a abundancia de repeticdes, assim, possibilita sua quantificacdo (NOVAK et al.,
2013).

Ao estudar o impacto do DNA repetitivo na evolucdo do genoma, as angiospermas estdo
entre os melhores modelos de plantas pois 0 grupo exibe uma variacdo extraordinaria na
abundéancia dessa fragcdo genomica (FLEISCHMANN et al., 2014).

Neste contexto, Dodsworth et al. (2015) testaram a utilidade da abundéncia de diferentes
elementos repetitivos, classificados por meio de analises bioinformaticas, com o intuito de
propor uma nova abordagem filogenética. Os genomas de angiospermas e de insetos foram
utilizados e as arvores filogeneticas inferidas com base na abundancia da fracéo repetitiva dos
genomas onde foram tratados como caracteres variaveis. Esta metodologia forneceu relacGes
bem suportadas em niveis interespecificos e intergenéricos que concordam com os resultados
de andlises filogenéticas mais comumente usadas. Essa abordagem pode ser especialmente util
em grupos onde ha pouca diferenciacdo genética, onde pode fornecer dados adicionais para
inferéncia filogenética, e assim, produzir dados para estudos comparativos da evolucdo do

genoma.
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Macas et al. (2015) utilizaram o sequenciamento de baixa cobertura para identificar e
quantificar a fracdo repetitiva do DNA de vinte e trés espécies de quatro géneros pertencentes
a tribo Fabeae usando a plataforma RepeatExplorer. O DNA repetitivo foi responsavel por 85%
da diferenca encontrada no tamanho do genoma das espécies, e 57% desta variacdo foi
determinada por uma unica linhagem de retrotransposon. Alguns grupos de retrotransposons
foram encontrados apenas entre espécies filogeneticamente proximas. A presenca desses grupos
possui um certo grau de correspondéncia dentro de espécies mais estreitamente relacionadas do
gue com todas as Fabeae.

Em um contexto citogenético, 0 mapeamento de sequéncias repetitivas por hibridizacdo
in situ fluorescente (FISH) foi aplicado com sucesso em muitos estudos, especialmente quando
se trata de espécies relacionadas. InformacGes gendémicas em conjunto com a citogenética é
uma abordagem eficiente para compreender o mais alto nivel de organizacdo estrutural e
funcional dos cromossomos (LIANG; CHEN, 2015).

Sucre et al. (2020) realizaram a caracterizagdo da fracdo repetitiva no genoma de
Erythrostemon hughesii, espécie pertecente ao grupo Caesalpinia (Fabaceae), seguida da
analise da distribuicdo dos elementos mais abundantes nos cromossomos. A fracdo repetitiva
de E. hughesii representa 28,73% do genoma. A redugéo da abundancia dos elementos LTR
Ty3/Gypsy da linhagem Tekay no genoma de E. hughesii esta correlacionada com a perda de
bandas heterocroméaticas CMA+ proximal e com a invasdo de vérias outras repeticdes em
regibes subteloméricas nos cromossomos. A variabilidade de sequéncias repetitivas em
espécies do grupo Caesalpinia pode estar relacionado com a heterogeneidade da
heterocromatina, um fator de divergéncia gendmica, que é o principal pré-requisito para o
processo de especiacao.

No genoma de Senna tora foi realizado a identificacdo in silico das repeticdes em
tandem mais abundantes, seguida da visualizacdo da distribui¢cdo cromossémica por meio de
FISH para entender a composicao e o papel das repeticdes em tandem na evolucao do caridtipo
da espécie. A distribuicdo cromossdmica das repeticbes em tandem de S. tora, especialmente
guando comparada com sua espécie intimamente relacionada, Senna occidentalis, forneceu
evidéncias citogenéticas de que rearranjos cromossdmicos podem ter moldado o genoma atual
de S. tora (WAMINAL et al., 2021).

A fracéo repetitiva no genoma de S. tora inicialmente foi prevista usando o método de
novo e classificadas em subclasses de repeticdo. A identificacdo de repeti¢cdes foi conduzida

usando RepeatModeler por Kang et al. (2020), que estimou em 53,9% do genoma total a fragdo
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repetitiva da espécie. Retrotransposons de repeti¢cdo longa terminal (LTRs), principalmente
LTRs do tipo Gypsy, foram os mais abundantes, ocupando 15,6% do genoma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As sementes de Senna occidentalis, Cassia fistula e Chamaecrista ensiformes foram
coletadas na regido sul do estado de Minas Gerais e se encontram depositadas no laboratdrio de

Citogénetica da Universidade Federal de Lavras, Lavras-Minas Gerais.

Tabela 1 - Espécies da subtribo Cassiinae com seus respectivos locais de coleta, numero
cromossdmico e tamanho do genoma.

Espécies Numero de Genoma Local de coleta
Cromossomos 1C/Mpb
Cassia fistula 28 700* Lavras — MG
Chamaecrista ensiformes 28 850** Serra do Cip6 — MG
Senna occidentalis 28 700* Lavras — MG

Fonte: OHRI (1986); BRAZ (2014).

3.2 ANALISE IN SILICO DE DNA REPETITIVO

3.2.1 Extracdo de DNA gendmico e sequenciamento

As analises foram feitas no Laboratério de Citogenética Vegetal, Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras. Folhas jovens de Senna occidentalis, Cassia
fistula e Chamaecrista ensiformes foram obtidas de plantas cultivas em casa de vegetacao para
a extracdo de DNA genémico com o Kit de Extracdo DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen® Inc.,
Venlo, Netherlands). A qualidade e a concentracdo do DNA foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% e em espectrofotdmetro NanoDrop™.

O sequenciamento do DNA génomico foi realizado em parceria com o Instituto René
Rachou — Fiocruz Minas, localizado em Belo Horizonte — MG. O sequenciamento de baixa
cobertura foi realizado na plataforma HiSeq™ 4000 da Illumina, onde, a biblioteca foi
preparada com o kit Nextera™ DNA Flex Library Prep e foram gerados reads paired-ends de
2x300pb (Illumina™).
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3.2.2 Pré-processamento de dados e andlise de clustering

As sequéncias (reads) foram analisadas na plataforma RepeatExplorer (RE), onde foram
realizadas as etapas de pré-processamento dos reads e as analises de clustering (NOVAK et al.,
2013).

Inicialmente, foi utilizada a ferramenta FastQC Quality Reports, para identificar
eventuais problemas e filtrar sequéncias de baixa qualidade para etapas posteriores
(BABRAHAM BIOINFORMATICS, 2016).

Ap0s a analise de qualidade, foi utilizada a ferramenta Trim sequences com o propdsito
de manter apenas as regides de alta confianga dos reads. Apos o corte, 0 comprimento dos reads
foram de 207 pb para a espécie Cassia fistula, 134 pb para Chamaecrista ensiformes e 205 pb
para Senna occidentalis. Posteriormente, foi realizada a filtragem de sequéncias através da
ferramenta Filter by quality, foram eliminados reads que ndo apresentassem 90% das suas bases
com qualidade igual ou superior a 20 (Phred quality score).

Os reads Forward e Reverse de cada espécie foram concatenados em um s6 conjunto
de dados através da ferramenta Interlacer Paired Reads.

Na andlise comparativa, para resolver incongruéncias entre o comprimento das
sequéncias foi feita a homogeinizacao do tamanho dos reads, com 134 pb para as trés espécies.
Para a identificacdo de cada espécie foi adicionado um prefixo (“CaF” “’ChE” e “SeO”),
indicando o genoma de origem de Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna occidentalis
respectivamente. Finalmente os reads das trés espécies foram agrupados em um dnico arquivo.
Este, por fim, foi utilizado como entrada para o processo de clusterizacdo da andlise

comparativa.

3.2.3 Identificacdo e quantificacéo dos elementos repetitivos

A andlise de clustering foi feita por meio da ferramenta mgblast tool, onde todos os
reads foram comparados um contra todos e agrupados em clusters por similaridade, de acordo
com definicGes padrdo da plataforma RE (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz). Para que um
read seja incorporado ao um cluster, é necessario que ele possua 55% de cobertura em relacdo
ao comprimento e 90% de identidade em relacdo a outro read (NOVAK; NEUMANN;
MACAS, 2020).

A caracterizagdo e identificagdo foram realizadas seguindo os mesmos parametros

descritos para as configuracdes em RepeatExplorer 2, isso tanto para a analise individual como
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para a analise conjunta. Na analise individual os reads foram agrupados em clusters com base
em parametros de similaridade, sendo representados por gréficos com caracteristicas distintas.
(BELYAYEYV et al., 2018). A anotacdo automatica é realizada com base no banco de dados
REXdb (NEUMAN et al., 2019). Na analise comparativa foi seguido o0 mesmo procedimento,
porém, com andlise simultanea dos reads das trés espécies mesclados em um Unico conjunto de
dados.

A partir do agrupamento por abundéncia e similaridade, os elementos transponiveis
presentes nas espécies foram classificados e anotados de forma automatica, dentro do pipeline
Repeat Explorer 2 Clustering. Para os clusters formados e ndo identificados na anélise
comparativa, foi feita a identificacdo manual através de comparacao contra o banco de dados
Giri Repbase (BAO; KOJIMA; KOHANY, 2015) e classificados conforme similaridade com
as sequéncias disponiveis.

Dessa forma, os resultados da abundancia e caracterizacao dos elementos transponiveis

foram baseados na analise comparativa.

3.2.4 RepeticGes em tandem

As sequéncias classificadas como satélites na analise individual foram identificadas pelo
algoritmo TAREAN (NOVAK et al., 2017). A partir dos clusters caracterizados como satélites,
foi realizada a andlise para confirmar se as sequéncias repetitivas sao de arranjos em tandem.
Essa analise consistiu em alinhar pelo menos cinco contigs contra si mesmos através da
plataforma Dotmatcher — EMBOSS e verificar o padrdo do grafico Dotplot produzido.

A relacdo de identidade e similaridade entre os satélites oriundos das trés espécies foi
analisada na plataforma Repeat Masker (SMIT et al., 2015). J& a ferramenta Map to Reference
foi utilizada para mapeamento e quantificacdo de sequéncias satélite contra o genoma pré-
processado de Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna occidentalis, através do
algoritmo MAFFT dentro do software Geneious Prime 2019 (KEARSE et al., 2012).

As matrizes de identidade foram avaliadas conforme proposto por Ruiz-Ruano et al.
(2016), onde similaridade maior que 95% indica a mesma variante de satélite, similaridade entre
80% e 95% indica diferentes variantes de uma mesma familia e abaixo de 80% indicam
sequéncias distintas com proximidade ao nivel de superfamilia.

A nomenclatura adotada para identificacdo de cada satélite se deu pelo cédigo de trés
letras para representar a espécie, seguidas do sufixo “Sat” e posterior numero para indicar a

familia e/ou superfamilia, por ordem decrescente de abundancia.
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4 RESULTADOS

O sequenciamento produziu sequéncias com cobertura gendémica de 0,4 vezes para
Cassia fistula e Senna occidentalis e de 0,5 vezes para Chamaecrista ensiformes. Apds o pré-
processamento e retirada dos reads de baixa qualidade, o niUmero de sequéncias submetidas para
analise individual foi de 1.229.946 para Cassia fistula, 1.165.326 para Chamaecrista
ensiformes e de 939.212 para Senna occidentalis, o que corresponde a aproximadamente 0,1x
0 genoma de cada espécie.

Do total de 3.334.484 reads submetidos para analise comparativa, 2.520.089 reads
foram organizados em 329.236 clusters, enquanto 814.395 reads foram classificados como
sequéncias néo repetitivas.

Na analise comparativa onde os genomas das trés espécies foram analisados
simultaneamente, 419 clusters foram os mais representativos, ou seja, com mais de 0,01% de
abundancia. Os clusters classificados como genoma extranuclear foram removidos da analise.
Os resultados da anélise comparativa descritos a seguir estdo apresentados na Tabela 2.

Chamaecrista ensiformes possui a menor proporcao de elementos repetitivos 32,86%,
enquanto Cassia fistula e Senna occidentalis tem propor¢cdes maiores e similares entre si,
41,74% e 40,49%, respectivamente. A maior contribuicdo para o tamanho do genoma das
espécies é dada pelos retrotransposons, ou elementos Classe I, os quais representam 31,67%
para Cassia fistula, 26,42% para Chamaecrista ensiformes e 20,37% para Senna occidentalis
(Figura 1).

Os retrotransposons Ty3/Gypsy, pertencentes a ordem LTR (Long Terminal Repeat),
foram os mais abundantes nas trés espécies, porém em menor propor¢ao no genoma de Senna
occidentalis, onde corresponde a 13,29% da fracdo repetitiva. No genoma de Cassia fistula e
Chamaecrista ensiformes, Ty3/Gypsy apresenta proporcao similar, 19,90% e 20,05%
respectivamente.

Ja a abundancia dos retrotransposons da superfamilia Ty1l/Copia, também pertencentes
a ordem LTR, é bem menor quando comparada com a propor¢do de Ty3/Gypsy e mais
divergente entre as espécies. No genoma de Cassia, Tyl/Copia (8,47%), é aproximadamente
trés vezes mais abundante que em Chamaecrista ensiformes (2,24%) e em Senna occidentalis
(2,61%).
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Tabela 2 - Fracdo repetitiva detalhada no genoma de espécies pertencentes a subtribo Cassiinae.

Cassia fistula (Caf), Chamaecrista ensiformes (Che) e Senna occidentalis (Seo).

Ordem Super- Familia Abundancia (%)
familia
Caf Che Seo
Classe | — Retrotransposons
LTR Sem Classificacdo 2,93 4,13 3,82
Tat/Retand 4,24 0,34 5,26
Chromovirus (Tekay + 5,43 13.23 4,06
CRM)
Ty3-Gypsy  athila 9,45 2,45 2,79
Ogre 0,55 0,74 0,83
Gypsy Sem Classificacéo 0,23 3,29 0,35
Total Gypsy 19,90 20,05 13,29
LTR Ale 0,04 0,37 0,33
Alesia 0,06 0,00 0,00
TAR 0,12 0,01 0,46
~ SIRE 6,01 0,58 0,28
Tyl-Copia  |yana 0,14 0,05 0,00
Bianca 0,50 0,13 0,59
Ikeros 0,75 0,69 0,70
Tork 0,15 0,31 0,17
Angela 0,60 0,09 0,00
Copia Sem Classificacdo 0,10 0,00 0,07
Total Copia 8,47 2,24 2,61
LINE 0,37 0,00 0,65
Total Retrotransposons 31,67 26,42 20,37
Classe Il — Transposons
PIF_Harbinger 0,00 0,55 2,42
Subclasse | -TIR  Tcl1-Mariner 0,50 0,00 0,00
EnSpm — CACTA 1,03 0,13 1,45
MuDR — Mutator 1,93 0,47 1,34
hAT 0,84 0,55 0,53
Subclasse Il Helitron 0,24 0,77 7,82
Total Transposons 4,54 2,47 13,56
Total Elementos Transponiveis 36,21 28,89 33,93
DNA Satélite 2,66 0,70 1,86
rDNA5S 0,21 0,16 0,01
rDNA 45S 1,21 0,71 2,12
rDNA Total 1,42 0,87 2,13
Sem Classificacédo 1,45 241 2,58
Total DNA Repetitivo 41,74 32,86 40,49

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 1 - Composicao da fragéo repetitiva no genoma de Cassia fistula, Chamaecrista
ensiformes e Senna occidentalis.
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Fonte: Do autor (2021).

Os retrotransposons ou elementos de classe | possuem fragdo divergente entre as trés
espécies, embora a super-familia de Ty3/Gypsy seja similar entre C. fistula e Ch. Ensiformes.
A proporcédo da super-familia Tyl/copia € mais similar entre Ch. ensiformes e S. occidentalis
(Figura 2).

Em relacdo as familias de elementos LTR Ty3/Gypsy, a familia Chromovirus foi mais
abundante em Ch. ensiformes com 13,23%. Para C. fistula a abundancia foi de 5,43% e para S.
occidentalis foi de 4, 06%. As familias Athila e Tat/Retand também foram bem representadas.
A proporcao de Athila foi mais abundante no genoma de Cassia (9,45%) e semelhante entre as
outras duas espécies (2,45% e 2,79%). Ja Tat/Retand teve uma variacao de 1% entre C. fistula
(4,24%) e S. occidentalis (5,26%), enquanto em Ch. ensiformes apresentou apenas 0,34% do
genoma constituido por essa familia.

Os elementos sem classificagdo foram mais presentes em Ch ensiformes (2,41%) e em
S. occidentalis (2,58%), enquanto que em C. fistula foi de 1,45%. Os LTRs sem classificacdo
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foram mais abundantes em Ch. ensiformes (4,13%), S. occindetalis (3,82%) e em C. fistula a
abundancia desses elementos foi de 2,93%. As superfamilias Ty3/Gypsy e T71/Copia também
tiveram reads ndo identificados. Em Ch. ensiformes elementos da super-familia Ty3/Gypsy néo
identificados correspondem a 3,29%, enquanto que em C. fistula e S. occindentalis foi bem
menor, 0,23 e 0,35%, respectivamente. Ja os elementos ndo classificados de Ty1/Copia tiveram
uma propor¢do bem inferior, variando de 0,00 a 0,10% entre as espécies.

Figura 2 - Proporcdo de retrotransposons em Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna
occidentalis.
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Fonte: Do autor (2021).

De forma geral, as familias de Ty1l/Copia no genoma das trés espécies estdo presentes
em uma propor¢do relativamente baixa. A familia mais abundante é a SIRE, com 6,01% do
genoma de C. fistula, 0,58% de Ch. ensiformes e 0,28% de S. occidentalis. A familia Alesia
esta presente apenas no genoma de C. fistula, na proporcdo de 0,06%. As familias lvana e
Angela nédo estdo presentes no genoma de S. occidentalis, enquanto que em Ch. Ensiformes
representam 0,14% e 0,05% e em C. fistula a abundancia € superior, com 0,60% e 0,14%
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respectivamente. A familia Ikeros possui propor¢do similar entre as trés espécies, variando de
0,69% a 0,75%.

Os retrotransponsons Non-LTRs ndo foram amostrados no genoma de Ch. ensiformes,

enquanto que a familia de elementos intercalados longos (LINES) correspondem a uma
proporcao de 0,37% da fracdo repetitiva de C. fistula e de 0,65% em S. occidentalis.
Os elementos classe Il ou transposons foram mais abundantes na espécie S. occidentalis, onde
correspondem a 13,56% da fracdo repetitiva. Em C. fistula e Ch. ensiformes essa classe é bem
menos abundante, com 4,54% e 2,47%, respectivamente (Figura 3). Em relacdo a subclasse I,
foram identificados apenas elementos da Ordem TIR (Terminal Inverted Repeat), em baixas
proporgdes (0,5 a 2,42%). Os elementos identificados pertencem as familias CACTA, hAT e
Mutator no genoma das trés espécies, a familia Harbinger no genoma de Ch. ensiformes e de
S. occidentalis e a familia Mariner, apenas em C. fistula. A subclasse Il foi representada apenas
pela familia Helitron, nas trés espécies, com uma abundancia superior em S. occidentalis
(7,82%) e numa proporcéo inferior a 1% nas outras duas espécies.

Figura 3 - Familias de transposons de DNA presentes no genoma de C. fistula, Ch. ensiformes
e S. occidentalis.
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Fonte: Do autor (2021).
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O DNA ribossomal apresentou menor abundancia no genoma de Ch. Ensiformes
(0,87%), enquanto que S. occidentalis foi a espécie com maior propor¢édo (2,58%) e C. fistula
apresentou abundancia intermediaria (1,42%). A proporcao de DNA satélites em Chamaecrista
também foi menor (0,70%) quando comparada as outras duas especies, que apresentaram 1,86%
(S. occidentalis) e 2, 66% (C. fistula).

A anélise fornecida pela ferramenta TAREAN identificou, inicialmente, 25 possiveis
satélites, sendo 15 pertencentes a Cassia fistula, quatro a Chamaecrista ensiformes e seis a
Senna occidentalis. Destes, seis satélites foram confirmados através da plataforma Dotmatcher
— EMBOSS, sendo trés para C. fistula, um para Ch. ensiformes, dois para S. occidentalis. Os
outros 19 satélites identificados previamente pelo TAREAN nédo foram confirmados como
sequéncias repetitivas em tandem pelo padrao do grafico gerado pela plataforma Dotmatcher —
EMBOSS.

O alinhamento via algoritmo MAFFT revelou uma identidade inferior a 80% para quatro
satélites (ChESat1W, SeOSat2W, CaFSat3W, SeOSat4W), os quais foram organizados ao nivel
de superfamilia. CaFSat1A e CaFSat2A tiveram uma similaridade de 82% e foram agrupados
ao nivel de familia. Na familia 1 (F1; Sufixo A) foram agrupados dois DNA satélites (CaFSat1A
e CaFSat2A) pertecentes ao genoma de Cassia fistula. Os dois satélites da familia F1 possuem
comprimento de 111 pb. Na superfamilia 1 (SF1; Sufixo W) foram agrupados quatro DNA
satelites com tamanhos que variam de 154 a 181 pb.

Em S. occidentalis os dois satélites encontrados SeoSat2W e SeoSat4W apresentaram
similaridade de 70% e comprimento bem similar, 180 pb e 181bp. De acordo com o sistema de
classificacdo de Ruano e colaboradores (2016) os dois satélites dessa espécie pertencem a uma
mesma super-familia. Em Ch. ensiformes foi encontrado apenas um satélite com 154 pb.

A partir do Mapeamento por Referéncia, foi possivel quantificar a abundancia dos reads
e identificar a presenca ou auséncia nas espécies. De forma geral, todos os satélites encontrados
foram praticamente especificos de cada espécie, ocorrendo a presenca de alguns com
abundancia bem pequena em outras espécies (Tabela 3, figura 4).

Os satélites (CaFSatlA, CaFSat2A) identificados no genoma de C. fistula foram
também mapeados no genoma de Ch ensiformes numa abundancia pequena, 4 e 2 reads
respecitvamente. Ja o satélite (ChESatlW) identificado no genoma de Ch. ensiformes foi
mapeado no genoma de C. fistula numa abundancia de oito reads. Os satélites identificados em

S. occidentalis (SeOSat2W e SeOSat4W) sdo especificos para a espécie.



36

Tabela 3 — Abundancia e comprimento das sequéncias satélite encontradas em Cassia fistula
(caf), Chamaecrista ensiformes (Che) e Senna occidentalis, organizados em familia (F), super-
familia (SF).

Abundancia

FISF DNASat Comprimento (pb) Caf Che Seo
F1 CaFSat1A 111 64.435 4 0
SF1 ChESat1W 154 8 31.425 0
SF1 SeOSat2W 180 0 0 23.323
F1 CaFSat2A 111 17.884 2 0
SF1 CaFSat3wW 169 12.135 0 0
SF1 SeOSat4dW 181 0 0 842

Total de reads de cada espécie 1.229.946 1.165.326  939.212

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 4 - Abundancia de sequéncias satélite no genoma de Cassia fistula (1.229.946 reads),
Chamaecrista ensiformes (1.165.326 reads) e Senna occidentalis (939.212 reads).
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Fonte: Do autor (2021).
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5 DISCUSSAO

Sequéncias de DNA repetitivo estdo presentes em todas as plantas superiores e podem
representar até 90% do tamanho do genoma em algumas espécies. Essas sequéncias sao
consideradas um dos principais fatores responsaveis por gerar diferencas no tamanho do
genoma e, assim, refletir distancias evolutivas entre as espécies (MEHROTRA; GOYAL,
2014). Essa fragéo repetitiva, onipresente e dindmica nos genomas, ocupa no genoma total as
proporcoes de 41,74% em Cassia fistula (0,70 pg/1C), 32,86% em Chamaecrista ensiformes
(0,85 pg/1C) e 40,49% para Senna occidentalis (0,70 pg/1C).

Embora a poliploidizagdo resulte na multiplicacdo instantanea de todo o genoma
nuclear, a evolucdo da composigéo repetitiva do genoma explica a maior parte da variacéo
observada no tamanho do genoma em angiospermas (BENNETZEN, 2005). Das espécies
analisadas neste estudo, Ch. ensiformes € a que possui maior contetdo gendmico (0,80 Gb) e a
menor quantidade de DNA repetitivo. Embora haja, geralmente, correlagcdo entre tamanho e
quantidade de DNA repetitivo, essas repeticGes também podem ser removidas do genoma pela
acao de varios mecanismos baseados em recombinacdo cromossomica (DEVOS; BROWN;
BENNETZEN, 2002).

Os retrotranposons de repeticdo terminal longa (LTR) sdo os elementos que ocorrem
com maior frequéncia na maioria dos genomas de plantas superiores e sdo normalmente
distribuidos por todos os cromossomos. Essas repeticdes abrangem varias superfamilias, das
quais Ty3-Gypsy e Tyl-copia sdo as mais comuns em plantas (WICKER et al., 2007). Nossos
resultados corroboram essa tendéncia, onde os retrotransposons foram os elementos de maior
proporc¢do na fracdo repetitiva das trés espécies em estudo, sendo a super-familia Ty3-Gypsy
mais representativa do que Tyl-Copia. No genoma de Ch. ensiformes por exemplo, a proporcao
de Ty3-Gypsy chega a ser quase 10 vezes maior que Tyl-Copia. Em alguns estudos ja foi
demonstrado que os retrotransposons LTR representam a principal classe de DNA repetitivo na
maioria dos genomas de plantas e seu acimulo €, junto com Vvérias rodadas de poliploidizacéo,
uma forga chave que governa a expansdo do tamanho do genoma (NEUMANN et al., 2006).

Em relagdo as familias de Tyl-Copia, apenas a familia SIRE foi identificada em C.
fistula, correspondendo a 6,01%, enquanto nas outras duas espécies ndo alcanca 1% das
repeticoes.

Esses resultados corroboram o0s estudos feitos até o momento em espécies de
leguminosas, onde parece ndo haver um padrédo simples na evolucao dos retrotransposons LTR

que explique a diversidade de tamanho observada no genoma de plantas. Em parte, isso pode


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/repetitive-dna-sequences
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ser devido ao conhecimento limitado de dados de poucas espécies ou pequenos grupos de taxons
relacionados, sendo necessario uma amostragem mais ampla para preencher essas lacunas
(AGREN et al., 2015). Nossos resultados indicam que os retrotransposons tém papel relevante
na evolucdo do genoma de espécies de Cassiinae, uma vez que uma familia particular de
retrotransposon pode ser especifica da espécie ou estar presentes em espécies relacionadas em
proporcOes diferentes, indicando que algumas sequéncias repetitivas evoluem rapidamente,
enguanto outras podem ser conservadas. Embora mais estudos, com um maior nimero espécies
seja necessario para se constatar o papel dos elementos repetitivos na evolugdo do genoma de
espécies de Cassiinae, n

Em Senna tora a fragéo repetitiva representa cerca de 53,9% de todo o0 genoma, onde 0s
retrotransposons de repeticao terminal longa (LTRS), principalmente LTRs do tipo Gypsy, séo
0s mais abundantes, ocupando 15,6% do genoma (KANG, 2020). Em nosso estudo, S.
occidentalis, espécie mais proximamente relacionada a S. tora, possui fracdo repetitiva de
40,49%, com LTRs do tipo Ty3-Gypsy em maior abundancia.

Em espécies do género Caesalpinia, grupo irmao de Cassiinae (Caesalpinoideae), a
fracdo repetitiva dos genomas de Cenostigma microphyllum, Libidibia ferrea e Pau-brasilia
echinata foram estimados em 41,70%, 38,44% e 72,51%, respectivamente. Os retransposons
da familia Ty3/Gypsy, especificamente a linhagem Tekay, foram as repeti¢des mais abundantes
em cada um dos trés genomas (VAN-LUME et al., 2020). Nas espécies C. fistula, Ch.
ensiformes e S. occidentalis a linhagem Tekay corresponde a 5,35%, 4,13% e 3,96%
respectivamente.

No genoma de Erythrostemon hughesii (2n = 24), espécie de Caesalpinea, a proporcao
de DNA repetitivo foi de 28,73%, onde os retrotransposons-LTRs e satDNAs foram as
repeticdes mais abundantes, representando 9,76% e 7,83%. (SUCRE et al., 2020). A proporc¢éo
de DNA repetitivo de E. hughesii é similar a de Ch. ensiformes.

Na nossa analise, os elementos repetitivos de classe I, ou transposons, possuem uma
porcéo inferior quando comparada com a quantidade de retrotransposons. Entre as trés espécies
em nosso estudo, S. occidentalis é a que possui maior quantidade dessa classe de elementos,
correspondendo a 13,56% da fracdo repetitiva. C. fistula e Ch. ensiformes possuem 4,54% e
2,47% respectivamente. Ndo houve uma relagdo entre as espécies quanto a presenca das
familias nem a proporcdo das mesmas, ou seja, cada familia contribuiu com uma quantidade
diferente, sendo que algumas estdo presentes enquanto outras ausentes entres as trés espécies
de Cassiinae. As diferencas mais marcantes foram observadas na familia Helitron, que contribui

com mais de 7% da fragdo repetitiva nessa espécie, ndo chegando a 1% nas outras duas especies.
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Evidéncias sugerem que a reestruturacdo cromossémica esté frequentemente associada
aregides heterocromaticas compostas de sequéncias de DNA repetitivo. Sequéncias repetitivas,
especialmente ETs, estdo envolvidas em varios rearranjos cromossomicos (YAKOVLEYV et al.,
2017). Evidéncias citogenéticas mostraram que 0s transposons EnSpm estavam envolvidos no
rearranjo cromossomico em andamento, levando ao aumento de uma nova populacao de plantas
ferteis de Aegilops speltoides (RASKINA et al., 2004). Em C. fistula a familia de elementos
EnSpm é representada por 1,03% enquanto que em S. occidentalis e em Ch. ensiformes essa
familia contribui com 1,45% e 0,13%, respectivamente.

Com relacdo ao DNA ribossomal em S. tora a propor¢do de rDNA 5S néo foi detectada
pelo TAREAN, o que implica numa fracdo consideravelmente pequena no genoma desta
espécie. Posteriormente a fracdo de 5S foi identificada com a ferramenta dnalLCW,
correspondendo a 0,01% do genoma, enquanto a por¢do 45 S correspondeu a 1.04%. Em S.
occidentalis, a fracdo 5S também foi de 0,01%, mas a sequéncia 45S foi praticamente o dobro
(2,12%).

Distribuicdo diferenciada de sequéncias repetitivas nos cromossomos fornece dados
comparativos Uteis para estudar a dinamica do genoma e historia evolutiva de espécies
relacionadas (AMMIRAJU et al. 2008). Dois tipos de elementos repetitivos frequentemente
usados nestes estudos sdo as sequéncias 45S e 5S dos genes ribossomais, esses dois genes
possuem regides altamente repetitivas e conservadas, tornando-os Uteis para pesquisas
citogenéticas (WAMINAL; KIM, 2015).

Em S. tora, sequéncias 45S e 5S do rDNA foram localizadas em apenas um loco cada,
nos cromossomos 2S e 12S, respectivamente. A localizagdo dessas regifes nos cromossomos
de Senna possui padrdes distintos de distribuicdo. Em um estudo com 10 espécies do género
apenas um par de rDNA 5S foi detectado em todas as espécies, a maioria frequentemente no
penultimo cromossomo. Os sinais foram geralmente localizados em regides pericentroméricas,
exceto em Senna viarum, onde estavam presentes nas regides intersticiais dos bracos longos. S.
occidentalis possui 2n = 28 cromossomos, com um loco 5S localizado no cromossomo 13 e um
loco de rDNA 45S localizado no cromossomo 2 (PELLERIN; WAMINAL; KIM, 2019).

Ch. ensiformes possui 2n = 28 cromossomos e trés locos de rDNA 45S e 5S, localizados
de forma contigua nas regides terminais do braco curto do cromossomo 2 e do braco longo dos
cromossomos 1 e 7. (BRAZ, 2014). Apesar do maior numero de locos, em nosso estudo, Ch.
ensiformes possui a menor propor¢do de rDNA entre as trés espéecies, com 0,87% do total da
fracdo repetitiva, o que pode ser reflexo da eliminacdo ou menor amplificacdo destas sequéncias

nos diferentes locos.
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Na nossa analise as trés espécies apresentaram uma proporcdo de DNAs satélite
relativamente baixa, sendo que Ch. ensiformes possui menos da metade dessa fragédo repetitiva
guando comparada as outras duas espécies. As repeti¢cbes organizadas em tandem foram os
elementos mais divergentes entre as espécies de Cassiinae estudadas, onde os satélites
encontrados sdo quase que exclusivos de cada espécie. Foi verificado, pelo mapeamento, que
em C. fistula e Ch ensiformes h4 um compartilhamento de DNA satélite entre as espécies,
porém numa quantidade extremamente baixa. Esse resultado corrobora a hipétese de que o
conjunto de satélites de uma espécie pode ou nédo ser parcial ou totalmente compartilhado com
outras espécies e populagdes proximamente relacionadas (RUIZ-RUANO et al., 2016). O fato
de os satélites serem quase que especificos de cada espécie pode ser explicado pelo fato dessas
sequéncias evoluirem rapidamente. Este fendmeno pode ser explicado pela hipotese da
biblioteca, onde as espécies de um grupo relacionado contém diferentes quantidades de um
conjunto comum de repeticGes de satélite que sdo amplificados diferencialmente e podem
evoluir independentemente ap6s a especiacio (UGARKOVIC, 2008).

Ha divergéncias em relacdo a abundancia de repeticdes em tandem entre C. fistula, Ch,
ensiformes e S. occidentalis, 0 que corrabora hipoteses de que espécies de Cassiinae passaram
por sucessivos processos de rearranjos cromossomicos durante a sua evolugéo (BIONDO et al.,
2005), o que pode ter contribuido com o surgimento e eliminacdo de familias de DNA satélites.
E importante salientar que essas sequéncias repetitivas mudam rapidamente ao longo da
evolucdo dos organismos, onde se tornam excelentes marcadores de segmentos que permitem
rastrear os rearranjos cromossdmicos (MOSCONE et al., 2007).

Todos os seis satélites encontrados em nossa analise possuem um comprimento similar,
variando de 111 a 181 pb. O comprimento de monémeros de ocorréncia mais frequentes
encontrado entre os DNAs de satélite estd em torno de 180 bases. 1sso se encaixa em um padrdo
comum encontrado em DNAs satélites em que mondmeros em torno de 165 nucleotideos
parecem ser favorecidos, 0 que pode ser consequéncia de restri¢des estruturais impostas pelo
nucleossomo (GARRIDO-RAMOS, 2015).

Wanimal et al (2021), realizaram uma anélise comparativa da localizag&o de sequéncias
satélite por meio de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) entre nove espécies
de Senna intimamente  relacionadas dentro de um contexto citotaxondmico. Das
nove repetigdes em tandem encontradas em S. tora, duas ndo mostraram nenhum sinal de FISH,
enquanto sete mostraram tanto padrGes semelhantes quanto contrastantes com outras espécies
de Senna. A sequéncia StoTR01_86, que estava localizada nas regides pericentroméricas em

todos os cromomossomos de S. tora, mas ndo no sitio da regido organizadora de nucléolo, foi
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co-localizado no sitio NOR em todas as demais espécies, exceto em S. siamea. Ja
StoTRO02_7_tel foi localizado principalmente em regides terminais, algumas espécies tiveram
uma repeticao telomérica intersticial em alguns cromossomos. StoTR05 180 foi distribuido na
regido subtelomérica na maioria das espécies e foi altamente amplificado na regido
pericentromérica em algumas espécies. StoTR06_159 estava ausente ou co-localizado no sitio
NOR em algumas espécies, e StolGS_463, que estava localizado no sitio NOR em S. tora,
estava ausente ou localizado nas regides subteloméricas ou pericentroméricas em outras
especies. A partir desde estudo foi possivel compreender a dindmica dessas das repeticdes em
tandem no genéro Senna, que apresentou evolucdo compartilhada e independente entre as
espécies. O estudo também sugere que sequéncias de rDNA 45S possam desempenhar um papel
transportador durante os rearranjos cromossémicos. Esses dados também possibilitam a
visualizacdo da expansdo, contracdo e reorganizacdo de familias de sequéncias repetidas no
género Senna.

O DNA repetitivo pode ser uma ferramenta importante para o melhor entendimento da
evolucdo gendmica de Cassiinae, sendo necessario mais estudos com um maior numero de
taxons dos trés géneros que constituem a subtribo. Os resultados evidenciaram a grande
diversidade e abundancia dos elementos repetitivos em Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes
e Senna occidentalis, 0 que pode vir a contribuir para a construcdo de um panorama da fracdo

repetitiva em espécies da subtribo.
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6 CONCLUSAO

A fragdo repetitiva do genoma de Cassia fistula, Chamaecrista ensiformes e Senna
occidentalis corresponde, respectivamente, 41,74%, 32,86% e 40,49%.

Os genomas das trés espécies sao compostos por diferentes super-familias de elementos
transponiveis. Os elementos repetitivos mais abundantes foram classificados como LTRs, onde
a super -familia Ty3/Gypsy foi a mais abundante, correspondendo a 19,90% em C. fistula,
20,05% em Ch. ensiformes e 13,29% em S. occidentalis.

Foram identificadas 6 DNA satélite, 3 para C. fistula, 2 para Ch. ensiformes e 1 para S.
occidentalis sendo todas praticamente exclusivas de cada espécie.

Os diferentes tipos de elementos repetitivos estiveram ou ainda estdo sujeitos a
diferentes tipos de mecanismos evolutivos, que modelam o genoma das trés espécies de forma

independente entre elas.
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