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RESUMO

O DNA repetitivo pode compor até 90% dos genomasndéas espécies
animais e vegetais e por vezes tem relacdo comdohalidade de estruturas
cromossdmicas. Existem dois grupos de DNA repetitem tandem (DNA
satélite), normalmente encontrado em regifes crebmoisas especificas como
nos teldmeros e centrdmeros, e disperso, paralmgumaioria dos casos nado ha
localizacdo preferencial, embora ele seja frequest¢e encontrado na regido
centromérica. A completa compreensdo da complegidaib funcionamento de
estruturas como o0s centrdmeros, e dos genomas icea fgeral, sem
informacdes acerca de sua fracdo repetitiva é waped, uma vez que ela é seu
mais abundante componente. O objetivo deste trab&h identificar e
caracterizar o padrdo de organizacdo do DNA répetiresente nos genomas
de espécies cultivadas e selvagens Stdanum com énfase no DNA
centromérico, e fazer um estudo evolutivo de taasequéncias identificadas
em espécies portadoras de diferentes genomastdsgmaira o0 género (A, B, E,
P e T). Analises dos dados de sequenciamento dorgeda batata permitiram
identificar trés retrotransposons LTR da superfariiiy-3 gypsylocalizados por
FISH nos cromossomos da batafa {uberosuin St73 apresentou localizacdo
centromérica e é até entdo o Unico componente igergresente em todos os
centrémeros da batata. St6 ndo mostrou localizagferencial, estando ausente
apenas nas regides terminais dos cromossomos, rdagyize Stl localizou-se
na regido centromérica. Stl e St6 estdo presemedodos 0s genomas
estudados e St73 nos genomas A, P e E. St73 eo@¢inpser importantes para
o funcionamento dos centrémeros do género. A ag@liwala ChIP utilizando
anticorpos contra CenH3 especifica para o centduhebatata permitiu isolar e
analisar o DNA centromérico d8. chomatophilumuma espécie selvagem
portadora do genoma P. Pelo menos trés, dos domrérmeros do
complemento, sdo compostos por DNA repetitivo endeéen e os demais
provavelmente por DNA de cépia Unica ou por retméposons. Foi detectada
uma grande variabilidade das sequéncias repetitmaisomeéricas, que vai além
da que ja era conhecida (entre cromossomos), podemhr entre centrébmeros
homologos, entre acessos de uma mesma espécie @lamntas de um mesmo
acesso. As sequéncias centroméricas isoladas dongeR apresentam alguma
conservacao nas espécies com genoma A, mas esiém resentes nos demais
genomas. Os dados apontam para uma organizacateganepdiferenciada dos
centrdmeros erBolanune para a rapida evolugéo do DNA centromérico.

Palavras-chave: DNA repetitivo. Centrdbmero. DNAélt. Retrotransposons
CentroméricosSolanum



ABSTRACT

The repetitive DNA can compose up to 90% of marignahand plant genomes
and sometimes is related to the functionality afoaiosome structures. There
are two groups of repetitive DNA, tandem DNA (siéteIDNA), usually found
at specific chromosomal regions as in the telomened centromeres, and
dispersed DNA, which in most cases show no prefeidncation, though it is
often found at the centromeric region. The broathm@hension of complexity
and function of some chromosome structures, asraraptes, and of the
genomes in general, is unlikely without informatiahout its most abundant
component, the repetitive fraction. This researémed to identify and
characterize the organization pattern of repetiitdA in the genome of
cultivated and wildSolanum species, with emphasis on centromeric DNA.
Evolutionary aspects of all the sequences were atedyzed based on their
presence and distribution in species representffeyeht Solanumgenomes (A,
B, E, P, and T). Analysis of potato genome sequegndata identified thre€y3
gypsy LTR retrotransposons, located by FISH in potatsoctosomes §.
tuberosuny St73 mapped to the centromeres and it is they ganetic
component present in all potato centromeres sdStér.showed no preferential
location, being absent only in chromosomes termiegiions, while Stl is
located in the centromeric region. Stl and Stéegeent in all studied genomes,
while St73 is only in the A, P and E genomes. &#ii8 St1 may be important
for the functioning of theSolanumcentromeres. The ChIP technique using
CenH3 antibodies, specific for the potato centramdristone, allowed to
isolating and analyzing the centromeric DNA 8f chomatophiluma wild
potato species carrying the P genome. At leasetbféhe twelve centromeres
are composed of tandem repetitive DNA and probdidy others have single
copy DNA or retrotransposons. We have detected rge lavariability of
centromeric repeat sequences that goes beyond #r@ation among
chromosomes already described for potato. We obdedifferences between
homologous centromeres, accessions of the samieesew plants of the same
accession. The isolated centromeric sequenceseoPtigenome are partially
conserved in species with the A genome, but they rat found in other
genomes often. The data indicate a complex andrdiffiated organization of
Solanuncentromeres and a rapid evolution of centromeriADN

Keywords: Repetitive DNA. Centromere. Satellite DNACentromeric
retrotransposorsolanum
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

O géneroSolanumL. é o maior e mais complexo da familia
Solanaceae, com mais de 1.500 espécies (AGRA, 1999)dos motivos
pelos quais ele é tido como um dos mais interessag@neros do ponto de
vista evolutivo (KNAPP et al., 2004). Uma de suas espécies, a datat
(Solanum tuberosunh.), esta entre os alimentos mais importantes ara
humanidade, sendo cultivada em mais de 125 paisesstimida por mais de
um bilhdo de pessoas. A batata ocupa a quartagmsgtre as principais
culturas produzidas mundialmente, superada apeslasngo, milho e arroz
(SOLANACEAE GENOMICS RESOURCE, 2012).

Diante de sua grande importancia econdmica, gresfdeco é dispendido
para o melhoramento da batata em varios paises. fdmamenta que esta
disponivel nos (ltimos anos para os programasnéaxporacao de informacdes
gendmicas, que tém potencial de conferir maistlédade a estes programas e,
de forma gradativa e cumulativa, melhorar a efgigde selecdo (LEDUR et al.,
2011). No caso da batata, um avanco significatiesse sentido foi o
sequenciamento do genoma de um genétipo monoffridx=24) que estimou
a existéncia de cerca de 39.000 genes e de pelosné@d de DNA repetitivo
(POTATO GENOME SEQUENCING CONSORTIUM - PGSC, 2011).

Sequéncias repetitivas sdo fragmentos de DNA quesaptam
multiplas copias no genoma eucariético, podendstéair até 90% do genoma
de algumas espécies vegetais (MEHROTRA; GOYAL, 20Ekistem dois
grupos de sequéncias repetitivas. No primeiro greptdo as sequéncias
intercaladas, que normalmente se encontram digpensa maioria dos
cromossomos. Grande parte delas sdo elementogdrawmsis, principalmente
aqueles pertencentes a classe dos retroelemehiBKAl et al., 2007). Eles
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podem apresentar localiza¢do aleatdria no genoras,énbastante comum que
tenham localizacdo preferencial, como nas regidesitraméricas e
pericentroméricas, podendo desempenhar importéumiedes em seus sitios de
insercdo (CHENG et al., 2002; COPENHAVER et al9Z,PIMPINELLI et al.
1995; SCHUELER et al., 2001). Os retroelementosusda importante fonte de
diversidade, atuando continuamente na geracao tsé®s como consequéncia
de sua amplificacdo e mobilidade. Existem tambéidéecias de que eles
contribuam para regulagdo génica e que participenredpostas a estresse
celular (DERAGON; CAPY, 2000).

O segundo grupo de sequéncias repetitivas é compekds sequéncias
em tandem, que possuem unidades de repeticdo (neooHmimediatamente
adjacentes umas as outras, construindo grandesjosrgue podem ter até
dezenas de megabases de comprimento (JURKA @08l7). As repeticdes em
tandem séo geralmente encontradas em regides fesgeei que desempenham
um papel funcional nos cromossomos, como nos tetisres subteldmeros, nos
genes para DNA ribossomal e nos centrdmeros (SHARRBNA, 2005).

O centrébmero € o sitio cromossémico responsavehmorter unidas
as cromatides irmas e é onde o cinetécoro se @@gdra que as fibras do
fuso a ele se conectem para promover a segregag&ocrmossomos
durante a mitose e a meiose (JIANG et al., 2012peficdes satélites tém
sido descritas como componentes majoritarios dodr@@meros de muitas
espécies de plantas, comoabidopsis thalianalL.) Heynh. (MARTINEZ-
ZAPATER et al., 1996), arroz (CHENG et al., 20020BRG et al., 1998;
NONOMURA; KURATA, 1999), milheto (KAMM et al., 1994 sorgo
(JIANG et al., 1996; MILLER et al., 1998), trigo [BHII et al., 2001), milho
(ALFENITO; BIRCHLER, 1993; ANANIEV et al., 1998; NBAKI et al.,
2003a) e batata (GONG et al., 2012; ZHANG et d114).

Em S. tuberosunfoi descrita uma estrutura bastante incomum dos
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centrbmeros, que podem ser constituidos tanto pk Eepetitivo quanto por
DNA de cépia Unica, com diferengcas marcantes evgreentrdmeros de cada
um dos cromossomos do complemento (GONG et al.2)20Resultados
semelhantes foram encontrados por Zhang et al4{3tdra os centrébmeros de
Solanum verrucosur8chltdl., uma espécie de batata selvagem proximiamen
relacionada a batata cultivada. Em ambos os casosutores encontraram
grande similaridade entre a maioria das repetigfslite centromeéricas e
retrotransposons do tipo Ty3-gypsy e acreditam gaerepeticdes foram
amplificadas a partir desses retrotransposons.

O conhecimento da organizacdo gendmica, localizeggmossdmica e
origem evolutiva das sequéncias de DNA repetitdisperso e em tandem, é
necessario para elucidacdo do potencial funcioeatad sequéncias e para
melhor compreensédo de seu envolvimento no pro@ssativo dos genomas
eucaritticos (PLOHL, 2010). Considerando a capaedde atuacdo do DNA
repetitivo na determinagcéo da estrutura cromossfimaiglasticidade conferida
aos genomas pelos retroelementos e a forte retdcddNA repetitivo com a
estrutura e funcionalidade do centrébmero, o prestabalho visa elucidar a
distribuicdo e organizacdo dos retroelementos miaimdantes no genoma de
Solanum tuberosumcaracterizar o DNA centromérico na batata selvage
Solanum chomatophilunBitter, bem como verificar sua organizacdo e
distribuicdo e por fim investigar o padréo evolatile ambos (retrotransposons
e sequéncias centroméricas) em outras espéciesmdak e selvagens do género

Solanum
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sequéncias de DNA repetitivo

O termo “sequéncias de DNA repetitivo” refere-skagmentos de
DNA que estdo presentes em multiplas cépias nosrgas. Considera-se
gue esses elementos sejam 0s responsdveis pelaegrariacdo em
tamanho e sequéncia dos genomas, influenciando &tandias
evolucionarias entre as espécies (MEHROTRA; GOY2014).

A compreensdo dos mecanismos evolutivos na formadéa
genomas eucaridticos complexos é impossivel seonpleta investigacao
das sequéncias de DNA repetitivo (SHAPIRO; VON SNBERG, 2005).
Essa necessidade fica ainda mais acentuada enaplamperiores, uma vez
gue a porcao dessas sequéncias chega a comprestéd80% do DNA
nuclear (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Em contraste com as familias multigénicas, que gé@lmente
agrupadas com base no papel biolégico que deserapends familias de
DNA repetitivo séo definidas levando-se em considéo seus
antepassados ativos e seus mecanismos de geragdo, gue ao longo do
tempo os elementos individuais de familias repetsti podem adquirir
diversas func¢des biolégicas (JURKA et al., 2007).

Dessa forma, o DNA repetitivo é classificado priraarente em
duas classes principais que, por sua vez, sdo goéseias de seus modos
de amplificacdo. S&o elas as sequéncias repetitiliapersas e as
sequéncias repetitivas em tandem (SLAMOVITS; RO2802).

2.1.1 Sequéncias repetitivas dispersas — Elementoansponiveis

A caracterizacdo genética dos elementos transpisniniiou-se na
década de 40, com os trabalhos de citogenética il mhesenvolvidos por
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Barbara McClintock, nos quais foi demonstrada astéxicia de fatores
capazes de se moverem e influenciarem a expregsgertes. Este conceito
guestionava o pensamento da comunidade cientifeaépbca, a qual
considerava 0 genoma uma entidade estéatica e assosua instabilidade a
mutacdes deletérias ao organismo. Depois de sueoblega original e
caracterizacdo em milho, os elementos transpont@eissido encontrados
em todos os organismos, incluindo todas as espédes plantas
investigadas (BENNETZEN, 2000).

Com o advento do sequenciamento de DNA, tornouvetente que,
longe de ser um componente raro de alguns genooco#so Se pensava
antes, os elementos transponiveis sdo 0s maiomparentes individuais
do material genético da maioria dos eucariotos ((BEESTTE; ZHANG;
WESSLE, 2002), chegando a constituir 80% ou maisD8iA gendmico
total (WICKER et al., 2007).

Embora os principais grupos de elementos transgimisejam
antigos e estejam presentes em todos o0s reinosbsérvada uma
diversidade extrema, existindo até dezenas de nedhade familias
diferentes (MORGANTE, 2005; SANMIGUEL; BENNETZEN, 998).
Dada a abundancia e evidente diversidade dos elesmiéransponiveis, e
mediante a dificuldade de nomea-los, Wicker e{2007) propuseram um
sistema unificado de nomenclatura, na intencdo rdegiar conceitos
anteriormente adotados, fornecendo um consensoe eal varias
classificacbes conflitantes e sistemas de nomeagfistentes. Esta
classificacdo divide os elementos transponiveisrahiglicamente em
classe, subclasse, ordem, superfamilia, familiatdasnilia. O nivel mais
alto (classe) separa-os de acordo com a presengaigéncia de um RNA
intermediario no processo da transposicdo. As ssBek dividem

elementos que copiam a eles préprios daqueles gueard o local de
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origem para se reintegrar em outro. A subdivisdo araens marca as
principais diferencas no mecanismo de inser¢cdcoasequentemente, na
organizacdo geral e enzimologia dos elementos paarigeis. As
superfamilias, dentro de uma ordem, compartiiham ed#&ratégia de
replicacdo, mas distinguem-se por caracteristieagei@lizadas, tais como
estrutura de proteinas ou dominios ndo codificaaleresdo diferenciadas
também pela presenca e pelo tamanho das TSDs (s iarget Site
Duplication), a duplicacdo de uma sequéncia gendéroierta no sitio de
insercdo do elemento transponivel. As familias gs#finidas pela
conservacdo das sequéncias de DNA e as subfaméiimsbase em dados
filogenéticos e podem, em casos especificos, djsiin elementos
autbnomos de ndo autdnomos. Detalhes desta clasgifh e da estrutura

dos elementos transponiveis podem ser observadfigura 1.

2.1.1.1 Elementos transponiveis de classe | — RNAmgo intermediario
de transposicéo

Nestes elementos, conhecidos como retroelementos ou
retrotransposons, é realizada, via transcriptagersa, a sintese de DNA a
partir de uma coépia de RNA transcrita do elememémgponivel, e este
DNA €, entdo, capaz de se inserir em um sitio MECKER et al., 2007).
Cada ciclo completo de replicacdo produz, portantoa nova cépia do
elemento, fazendo dos retrotransposons 0s prirgipantribuintes para a
fracao repetitiva dos grandes genomas (KUMAR; BENKEN, 1999).
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Classificagio Estrutura Ocorréncia

Ordem  Superfamilia

Classe I (Retrotranposons)

LTR Copia =3 GAG PA INT TR RH == P,M,F,0
Gypsy =3= GAG PA TR RH INT ==p P,M,F,0
Bel-Pao =P« GAG PA TR RH INT m=p M
Retrovirus =P GAG PA TR RH INT ENV m=p M
ERV =P GAG PA TR RH INT ENV == M

DIRS DIRS »=— GAG PA TR RH TR ==« P,M,F,0
Ngaro =3 GAG PA TR RH TR =i e MF
VIPER =P GAG PA TR RH TiR i e o

PLE Penelop «—> TR EN — P,M,F,0

LINE R2 = TR EN = M
RTE = EA TR — M
Jockey = ORF1I = EnA TR = M
L1 = ORFl = EnA TR = P,M,F,0
] = ORFl = EnA TR RH = P,M,F

SINE tRNA Ve W— P,M,F
7SL —— P,M,F
58 —— M0

Classe ll (Transposons de DNA) Subclasse |

TR Tc1-Mariner P Tase == P,M,F,0
hAT P Tase == P,M,F,0
Mutator P Tase =< P,M,F,0
Merdin P Tase =< M0
Transib P Tase = M,F
P P Tase =g P,M
PiggyBac P Tase M0
PIF-Harbinger P Tase = ORF2 == P,M,F,0
CACTA Tase = ORF2 Pp= P,M,F,0

Crypton  Crypton - TR — F

Classe Il (Ti 1s de DNA) Subclasse Il

Helitron  Helitron = PRA ™7 /= Y2 HEL =&= P,M,F

Marverick Maverick P INTC = ATP =/ jm= PC = POLB == M,F,0

s> RepeticGes terminais longas (LTR) P s Repetictes terminais invertidas  wm Regia Regiéo né

Dominios de

PA-F il arti EnA ini ATP ing ATPase  INT-C PC - Protease de cisteina EN - Endonuclease

ENV - Proteina do GAG - Proteina do i HEL - Helicase INT - Integrase ORF - ORF de fungéo desconhecida

POL-B-DNApolimeraseB  RH - RNaseH PRA -Proteina de replicacdo A TR - Transcriptase reversa

Tase - Tranposase TiR - Tirosina recombinase Y2 - YR com motivo YY

Grupos de espécies

P-Plantas M- Metazoarios F-Fungos O-Outros

Figure 1 Sistema de classificacdo proposto para elementos
Fonte: Adaptado de Wicker et al. (2007)
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Dentre os elementos transponiveis existem as vesiaautdbnomas, que
codificam um conjunto completo de enzimas caratieais de sua familia e sdo
autossuficientes em termos de transposicdo, e asanfonomas, que se
transpdem por meio de empréstimos da maquinarteipaocodificada por seus
parentes autbnomos (JURKA et al., 2007).

Como no caso dos retrotransposons nenhum elemergortédo ou
transferido para outros sitios, ndo houve neceadsida subdividir a classe em
subclasses, tendo sido, portanto, subdividida emociordens: LTR (Long
Terminal Repeat), DIRS (Dictyostelium Intermedi&epeat Sequence), PLE
(Penelopelike Elements), LINEs (Long Interspersed Nnucléements) e
SINESs (Short Interspersed Nuclear Elements).

» LTRs - Long terminal repeats

Os retrotransposons LTR, assim chamados por pessuiongas
repeticdes terminais (LTRs - Long Terminal Repea) menos abundantes em
animais, mas constituem a ordem predominante emtgslee apresentam de
poucas centenas de pares de bases até, excepaontm@l2b kb (NEUMANN;
POZARKOVA; MACAS, 2003).

Apbs a transposicdo, os elementos LTRs produzeropkcatdo de uma
sequéncia gendmica curta no sitio de insercéo,a (Target Site Duplication —
Duplicacéo do sitio alvo). Estes retrotransposont&m pelo menos dois gengage
pol. Gagcodifica uma poliproteina estrutural para parisgemelhantes as de virus e
pol codifica proteinas cataliticas necessérias pegpligacdo. Sdo elas: transcriptase
reversa, RNAse, integrase e proteinase aspartikER et al., 2007).

A ordem de retrotransposons LTR é subdividida emsocisuperfamilias:
Copia, Gypsy, Bel-Pao, Retrovira€RVs(do inglés: endogenous retroviruses). As
superfamiliasopiae Gypsy que se distinguem uma da outra pela ordem erngjue

genes aparecem, sdo as mais importantes dos geeanaidticos devido a sua
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frequéncia e diversificacdo (FLAVELL et al., 1992JCKER et al., 2007) e sédo
amplamente distribuidas no reino vegetal (MARCO;RII¥, 2005).

Embora em um genoma possam ser encontradas milliarf@snilias de
retrotransposons LTR, o que geralmente ocorre é rglagivamente poucas
familias, muito mais abundantes que as demais, @@mpa maior parte da
fracdo repetitiva, como é o caso da famiiegelaem trigo (WICKER et al.,
2001),BAREem cevada (VICIENT et al., 199%pieem milho (SANMIGUEL
et al., 1998) &ketrosoréem sorgo (PETERSON et al., 2002).

» DIRS - Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence

Uma das grandes diferencgas entre os retroeleni2iiR@e as outras ordens de
retroelementos € a auséncia de um gene para eaggegue é comum aos outros
retroelementos, e a presenca de outro gene quE@qdira uma proteina diferente,
porém também pertencente a familia das integreBemada tirosina recombinase
(GOODWIN; POULTER, 2011), a qual é necessaria parecanismo de integracao
no genoma. Outra diferenca notavel é a de que mpar®ntes desta ordem nao
geram sitios de duplicacdo no local de insercadnpa® comum em alguns tipos de
retrotransposons (WICKER et al., 2007) e apresentaia estrutura incomum nas
terminacfes, 0 que levou a classificacdo dos etesdDlRS como uma ordem
separada na classe (GOODWIN; POULTER, 2004).

Retroelementos DIRS sé&o delimitados por TIRs (dgiés Terminal
Inverted Repeats — Repeticdes Terminais Invertidagpssuem uma estrutura
Gnica composta por trés ORFs: as duas primeiraiczttio paragag e pol,
como nos retrotransposons LTR e a terceira queficadpara tirosina
recombinase (PIEDNOEL et al, 2011). Esta ordem ubdisida em 3
superfamiliasDIRS, Ngaree VIPER(WICKER et al., 2007).

Inicialmente, estes retrotransposons foram relataio apenas algumas

espécies eucaridticas, tendo sido comumente eadmstrem decdpodes e
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raramente em plantas e pouco se sabia a respeitadiindmica e distribuigdo.
Essa situacgéo foi revertida quando Piednoél ¢2@11) analisaram, por meio de
uma nova ferramenta computacional, 274 genomas lga@am sido
sequenciados, 0 que revelou mais de 4.000 DIRSbditlos entre 30 espécies
diferentes e que podem ser agrupados em cercadddargdias.

Uma vez que os retrotransposons DIEE® altamente diversificados e
amplamente distribuidos em diferentes reinos ebtieos, existe a hipotese de
que eles sejam tdo antigos quantos os retrotramspdsTR (JURKA et al.,
2007) e, de acordo com Biémont e Vieira (2006) elmecem também estar
sobre forte pressdo seletiva, sugerindo que elasatuma funcdo que vem

sendo conservada durante a evolucao.

» PLE - Penelope-Like Elements

A ordem dos retrotransposoRsnelopeque abriga apenas a superfamilia
Penelope é composta por elementos que codificam uma UDRE composta
por dominios de transcriptase reversa e endonac(dBRKA et al., 2007). Eles
compbem uma classe relativamente pouco estudadee den retroelementos
eucaritticos e distinguem-se pela capacidade der rgtrons em alguns
representantes, pela semelhanca de sua transenptessa com a telomerase e
também pela presenca do dominio endonuclease sartela GIY-YIG, uma
familia de endonucleases ndo previamente encongradetroelementos e que
induz a quebra da dupla fita de DNA (ARKHIPOVA, B)ORetrotransposons
Penelopesdo ainda caracterizados, assim como os DIRSppgas repeticdes
terminais incomuns ou repeticbes terminais invagidndo tipicas dos
retrotransposons sem LTR. (JURKA et al., 2007)sEleram TSDs com 10-15
pares de bases (EVGEN'EV; ARKHIPOVA, 2005).

Uma andlise filogenética abrangente dos retrotawysPenelopefoi

realizada por Arkhipova (2006), com base em alirdi@os de sequéncias
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estendidas e um conjunto ampliado de dados, imdumuitos dos genomas
sequenciados antes de 2005. A andlise revelou udndgade evolucdo
semelhante ao de retrotransposons sem LTRs, foongados profundamente
ramificados e que datam da era pré-cambriana. Foemoontrados
retrotransposonBenelopeem representantes da maioria dos reinos eucasgtic

inclusive em plantas, embora eles sejam mais freaggeem genomas animais.

» LINESs - Long Interspersed Nuclear Elements

Os retroelementos do tipo LINE s&o autbnomos, odsuem LTRs, podem
chegar a vérios kilobases de comprimento e sdmeados em todos os reinos
eucaridticos (WICKER et al., 2007). Eles foram sagas em cinco superfamilias
(R2 L1, RTE | eJockey e cada uma delas foi subdividida em muitas famili

Os LINEs possuem geralmente duas OREs codificam pelo menos uma
transcriptase reversa e uma nuclease para supOs&iE®, no entanto, em algumas
superfamilias, podem ser encontradas também OR&RdEAseH, endonucleases
apurinicas ou até mesmo ORIBsn funcdes desconhecidas (WICKER et al., 2007).

De acordo com Kumar e Bennetzen (1999), os LINEsinserem
preferencialmente em regifes teloméricas ou préxarautros elementos LINE. Ndo
se sabe exatamente se esta preferéncia ocorrmpoeal afinidade destes elementos
pelos sitios em questéo ou se devido a intensifapeesséo de selecdo na remogao
destes elementos nestes locais.

Embora existam algumas excec¢des, em plantas osslfidiecem raros em
comparacgdo com os retrotransposons LTR (LEETON; BN|Y1993), sendo que 0s
mais conhecidos sdo componentes das superfarhflias RTE (EICKBUSH,;
MALIK, 2002; ZUPUNSKI; GUBENSEK; KORDIS, 2001). Nentanto, de acordo
com Wicker et al. (2007), dada a falta de invegigasistemética em plantas, é

provavel que exista uma diversidade muito maiaqu@oesta ja conhecida.



26

» SINEs - Short interspersed nuclear elements

Os SINEs séo elementos semelhantes aos LINEs, tantersdo mais
curtos, mais simples e quase sempre dependentegendanuclease e
transcriptase reversa dos LINES para sua retrgiosigio (WEINER, 2002). A
ordem gue os compreende é dividida em 3 superfsmitiNA, 7Sle 535 sendo
gue somente esta Ultima nédo foi detectada em planta

Este € um grupo muito heterogéneo, no qual os el@ses/ariam no
comprimento de 90 a 300 pb e, tal como os LINEg)ittam em uma sequéncia
simples repetitiva, geralmente uma cauda poli-AesEk&o considerados
elementos defectivos que parasitam a maquinarigrashescricdo dos LINES
(WESSLER, 2006).

2.1.1.2 Elementos transponiveis de classe || — DNAmMo intermediario de
transposicao

Assim como o0s retrotransposons, 0s elementos dssecldl sé&o
evolutivamente antigos e encontrados em quase wsl@icariotos e também
em procariotos (WICKER et al., 2007). Nestes Ulgnetes estdo presentes em
formas simples, chamadas sequéncias de insercéonoo parte de estruturas
mais complexas (CHANDLER; MAHILLON, 2002).

De acordo com Feschotte, Zhang e Wessle (2002pagbe se distingue
pela transposicao através de um intermediario da,pidla presenca de TIRs e
também por TSDs de comprimento conservado densadperfamilias. Cada
superfamilia inclui diversas familias compostas glementos autbnomos e néo
autdnomos (JURKA et al., 2007) e, usualmente, osmnes de familias néo
autdbnomas sado derivados de familia autbnomas pdecdds internas
(FESCHOTTE; ZHANG; WESSLE, 2002). Na classificagé® Wicker et al.

(2007) estes elementos foram separados em dudassdx
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» Subclasse |

A subclasse | compreende os elementos transpordlégsicos do tipo
“recorta-e-cola” da ordem TIR, caracterizados poassrepeticfes terminais
invertidas de comprimento variavel. Esta ordem édsidida em nove
superfamilias Tc1-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, Piggac, PIF-
Harbingere CACTA que distinguem-se pelo tamanho das repeticOpsnais
invertidas e das duplicacbes de sitio alvo. Selasdepresentam apenas uma
ORF para transposase e duas apresentam, além destaputra ORF com
funcéo desconhecida (WICKER et al., 2007).

Durante a transposicao dos elementos desta ctassasposon é cortado
de sua localizacdo gendmica original e colado emnoro local. Ambas as
reacOes sdo catalisadas pela transposase, quéieeecss repeticfes terminais
invertidas e corta ambas as fitas de DNA em cadeereidade, ligando-as
posteriormente ao seu sitio alvo (JURKA et al., 7200

Estes elementos transponiveis podem aumentar seweralpela
transposicdo durante a replicacdo dos cromossqradfdo de uma regido que
ja tenha sido replicada para outra onde a forquitheeplicac@o ainda ndo tenha
passado (GREENBLATT; BRINK, 1962).

Wicker et al. (2007) incluiram também nesta sulselas ordenCrypton
a qual tem sido encontrada apenas em fungos e hrgaasomente a
superfamiliaCrypton Os elementos pertencentes a esta ordem contém uma
tirosina recombinase, mas ndo tém um dominio pansdriptase reversa, o que
sugere que eles se transpdem através de um iniarroate DNA.

» Subclasse I

A subclasse Il comporta elementos que envolvem,sem processo de

transposicdo, replicacdo sem a quebra da dupladditddNA, sendo por isso
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acentuadamente diferentes dos elementos inclusosulbelasse 1. Helitron e
Maverick sdo as ordens que a compde e ambas alaigemas uma superfamilia,
nomeadasielitron e Maverick respectivamente (WICKER et al., 2007).

A transposicdo de elementos da ordem Helitron,rif@gmor Kapitonov e
Jurka (2001), comeca a partir de uma quebra numisitiador de replicacéo
especifico chamado Rep (do inglés - replicatioriaitwir) codificado no
transposon. Em seguida a extremidade livre 3-O¢¢meproduzida pela quebra,
funciona como um primer para a sintese da fita,lfdeilitada pela helicase (a
qual é codificada em uma ORF no transposon) e |gameas proteinas de
replicacdo do hospedeiro, incluindo a DNA polimeraQuando finda-se a
replicacdo do transposon, o sitio iniciador deicapbio catalisa uma reacao de
transferéncia de cadeia, que resulta em um DNAitdedfipla, composto por
uma fita “velha” e por aquela recém-sintetizadapneDNA de cadeia simples,
proveniente de uma das fitas “velhas”, que é lib@eque entéo reintegra-se ao
genoma hospedeiro.

Os elementos transponiveis da ordem Maverick, tembénhecidos
como Polintrons, sdo cercados por TIRs e podenficadaté onze proteinas. A
grande maioria deles codifica a DNA polimerase Br& integrase; no entanto,
eles ndo contém codificacdo para transcriptasersgvesugerindo que eles
passem por transposico replicativa sem intermiedide RNA. E proposto que
a transposicdo ocorra através da excisdo do tramspde uma Unica fita de
DNA, seguida por replicacdo extracromossdmicaegmicdo em um novo sitio
(KAPITONOV; JURKA, 2006).

2.1.1.3 O impacto dos elementos transponiveis na tratura e
funcionamento dos genomas

Durante muito tempo, mesmo apls a descoberta dementos
transponiveis por McClintock, acreditou-se que eté® desempenhavam
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funcBes importantes na evolucdo dos genomas, s#askificados, juntamente
com todo o DNA repetitivo, como DNA-lixo e descaitda de grande parte dos
trabalhos cientificos. No entanto, com a caraceéiz do primeiro elemento
transponivel em bactéria (JORDAN et al.,, 1967) stgrior reconhecimento
desta classe como um componente antigo dos gen@uearioticos e
procarioticos, surgiram inUmeras especulacgfes geitesda fungdo cumprida
por eles e sua relagdo com a evolucao.

Biémont e Vieira (2006) relatam resultados de ftadmsm que também
contribuiram para o advento dos estudos com el@memansponiveis,
mostrando que a expressdo destes é tecido-espedfiguns sdo altamente
expressos durante determinadas fases da vida doismgp hospedeiro e outros
sdo até mesmo expressos de formas diferentes rnakscéeprodutivas
masculinas e femininas. Como tais padrdes espexifle expressdo ndo eram
esperados para “DNA ndo funcional”, esta por¢dogdnoma passou a ser
tratada de forma diferente pela comunidade cieatifinteressada na
compreensdo do genoma.

Evidéncias circunstanciais de que genomas de plasfo muito
dindmicos, em grande parte, devido a atividade elesientos transponiveis
estdo se acumulando rapidamente (FESCHOTTE; ZHAWESSLE, 2002).
Segundo Biémont e Vieira (2006) 0 progresso na ceemsao de como esses
elementos séo regulados tem trazido uma aprecilg@omo o ambiente de um
individuo pode afetar a expressao de seu complengenigtico na determinacao
do fendtipo. Os mesmos autores afirmam ainda sarapmido emergente a de
que estes elementos tém tido uma influéncia saatifia na evolucdo dos
genomas, particularmente controlando a atividadegdoes.

Algumas das consequéncias da atividade dos elesneatmsponiveis em
relac@o aos genes aos quais se associam saocdakefagcionais: quando inseridos

dentro da regido codificante de um determinado gedem inativa-lo ou alterar
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seu produto e quando inseridos dentro ou proximagi@es promotoras podem
alterar os padrdes de expresséo do gene (KASHKBEHDMAN; LEVY, 2003).
Os elementos transponiveis podem ainda causar aguebromossdmicas
(DERAGON; CAPY, 2000), mobilizacdo de outras poscd® DNA durante a
transposicdo, recombinacdo ilegitima e, quando refiticativos, geram como
consequéncia do seu modo de transposi¢cdo o aumentamanho do genoma
hospedeiro (FERDOROFF, 2000; KIDWELL; LISCH, 1997).

Além da evidente relagdo dos elementos transpanigem fatores
genéticos, eles estdo também associados a fafugeéticos. De acordo com
Jurka et al. (2007) as sequéncias repetitivas diapesdo, em sua maioria,
inativas e estudos realizados por SanMiguel (1996Meyers, Tingey e
Morgante (2001) em milho relacionam esta inativedl@d metilagGes. Nesta
espécie, 0s elementos geneticamente inativos spernietilados e seus
homélogos ativos sdo hipometilados.

Considerando-se toda a plasticidade conferida amsorgas pelos
elementos transponiveis, seria impossivel, de acooth Bennetzen (2000) ter
qualquer concepcéo significativa da estrutura dmge e evolucdo das plantas
sem compreender as contribuicdes e complicacOesldsa por eles aos seus
hospedeiros.

2.1.2 Sequéncias repetitivas em tandem — DNA satéli

As sequéncias repetitivas em tandem séo frequentiemeferidas como DNA
satélite por terem sido inicialmente isoladas delas satélite sobre centrifugacao por
gradiente de densidade (TEK et al., 2005). A palccaracteristica deste tipo de
DNA é o arranjo sequencial de suas unidades dec@mdambém conhecidas como
mondmeros, as quais se organizam uma apés a onstauwindo grandes arranjos que
podem ter até dezenas de megabases de comprin@ABR(ESWORTH,;
SNIEGOWSKI; STEPHANW, 1994; PLOHL et al., 2008).
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De acordo com Slamovits e Rossi (2002) sao recitdeedrés classes
distintas de repeticées em tandem, com diferemtegpiimentos, propriedades e
distribuicbes gendmicas. Repeticdes de 1 a 5 piwdsases caracterizam os
microssatélites, e de até 100 pares de bases dssatélites. Em ambas as
classes as repeticées ocorrem entre 10 e 100 whzeass satélites, a terceira
classe, possuem unidades de repeticdo que variacerdenas a milhares de
pares de bases que se repetem milhares de vegesama.

Os micro e minissatélites sdo 0s maiores composeiatéracao repetitiva
dos genomas de muitas espécies (KUBIS; SCHMIDT; IKHESHARRISON,
1998), sdo encontrados com abundéancia e espallmmotodas as regifes
gendmicas (VOGT, 1990), mas raramente se localizgamregides génicas
(RAO et al., 2010). Eles sdo os componentes dom&bs que por sua vez sdo
estruturas responsaveis por manter a estabilidgo®teger os cromossomos
(ZAKIAN, 1995). Micro e minissatélites sdo também ocomponentes das
regiBes hipervariaveis, também conhecidas como \8\{Mariable number of
tandem repeats) que contém diferentes nimeros giascdessas classes de
DNA repetitivo (RAO et al. 2010). Esta variacdomonero de copias dos micro
e minissatélites em determinadas regides podersarinformacdo importante
na diferenciacdo de subespécies e cultivares (SOHIME al., 1993). Alguns
motivos dessas sequéncias de DNA repetitivo podem usados como
impressdes digitais, razdo pela qual eles séo denaslos valiosos marcadores
moleculares (KUBIS; SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998)

Os satélites sdo considerados agentes importaataseptabilizacéo e
manutencdo das estruturas cromossdmicas (CSINK; IKGRF, 1998;
IRICK, 1994). O comprimento das unidades monoméridas familias de
DNA repetido em tandem € variavel, mas os tamamheferenciais sdo de
150-180 pb e de 320-360 pb, tamanhos similares ampdmento da

sequéncia de DNA necessaria para contornar um @&l macleossomos
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(HEMLEBEN, 1990; TRAUT, 1991). Muitos exemplos deNB satélite
com mondmeros maiores foram encontrados e séo m@ien@rovenientes
de eventos de duplicacao, insercdo ou de rearraojoplexos de unidades
menores (KUBIS; SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998).

Mais de 160 familias de repetices satélite térn debkcritas em plantas
superiores (MACAS; MESZAROS; NOUZOVA, 2002). A séqaia de DNA
ou distribuicdo gendmica de cada uma delas podeesgecifica para um
determinado grupo de espécies, podendo ainda servalola especificidade para
genomas ou até mesmo para cromossomos (PREIZNER E94; WANG et
al., 1995; ZHAO et al 1989).

Em um Unico genoma é possivel e provavel que senae inUmeras
familias de DNA satélite, e € comum que elas partil entre si apenas duas
caracteristicas: o arranjo em tandem de seus monéne sua localizagdo
heterocromética. Enquanto isso parece ndo haveacael para outras
caracteristicas, tais como sequéncia de nucleatidamanho dos mondémeros,
complexidade e histdria evolutiva. Dentro de caduailia satélite, a andlise das
sequéncias revelou uma alta homogeneidade, gertglmeaior que 95%
(PLOHL, 2010).

E bem estabelecido que as repeticdes satélite @stéigamente presentes
nas regides centroméricas e subteloméricas dososemmos e elas tém sido
muitas vezes associadas a estrutura da heteroanantavendo indicios de que,
além do papel estrutural, muitas dessas sequédessnpenhem importantes
funcbes nos cromossomos eucaridticos (TEK et @052 No caso das
repetices satélites centroméricas, acredita-se &las interajam com o
cinetécoro e que essas interacdes sejam mediadas peessos de
reconhecimento DNA-proteina (JIANG et al., 2003).

Segundo Jurka et al. (2007), ao longo do tempdemsenmtos individuais

de familias repetitivas podem adquirir diferentepéis biolégicos. Por outro
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lado, alguns tipos de repeticbes apresentam seigaéronservadas entre
espécies e muitas vezes essas sequéncias possaefitngao conhecida e bem
determinada, como é o caso dos DNAs ribossémic&SDP-HARRISON,
2000). Apesar dos muitos indicios e suposicoes spei® das funcdes
desempenhadas pelo DNA satélite, sabe-se muitoopauespeito de quais
seriam elas e como elas séo de fato desempentadasta fracdo do genoma.

A natureza repetitiva do DNA satélite dificulta lstencdo de informagbes
a respeito da riqueza destas sequéncias nos ger®mEs organizacdo pos-
sequenciamento, motivo pelo qual esta porcdo do ,DE#bora muito
abundante, é na maioria, pobremente representaddados de sequenciamento
(NAVAJAS-PEREZ; PATERSON, 2009). No entanto, o desdvimento de
novos algoritmos e de programas de analise maigjuades (MACAS;
NEUMANN; NAVRATILOVA, 2007) em conjunto com a aphgio da
hibridizacaoin situ fluorescente (GONG et al., 2012; TORRES et al1120
ZHANG et al., 2014) tem permitido cada vez maiskdencdo de estudos
detalhados da composicéo e organizacéo fisica DéBterepetitivo.

2.2 DNA centromérico e sua organiza¢do efolanum

Os centrbmeros funcionais dos cromossomos eu@sieab responsaveis
pela coeséo de cromatides irmas e pela segregagéossdmica regular durante a
mitose e meiose, as quais sdo essenciais paraeovdkedmento e proliferacao
celular em todos os organismos. Eles séo o loa qgrgianizacdo do cinetdcoro,
uma estrutura proteica onde se ligam as fibras wm fpara promover a
movimentagdo cromossémica (CLEVELAND; MAO; SULLIVARO003).

A identidade e a heranga do centrébmero funciomalsiéo associadas a
organizacdo da cromatina, que difere dos outrosrdosmcromossdmicos pela
presenca de uma variante da histona H3, chamad€etél3 e também

conhecida por CENP-A. A grande diferenca entréstoha H3 canbnica e a
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CenH3 é a presenca, nesta Ultima, de uma caudanfitd altamente
divergente, e que de forma geral varia considenasie em comprimento e
composicdo mesmo entre organismos intimamenteigakwos, podendo ser
espécie-especifica. Localizada exclusivamente nutrémeero de todos os
eucariotos estudados, a CenH3 constitui 0o Unicacadar de funcionalidade
dessa regido (JIANG et a22003; WANG; ZHANG; JIN, 2009).

A forte relagdo da CenH3 com a funcionalidade oemérica inicialmente
desfocou a importancia do DNA constituinte dos réemtros. No entanto, a
obtenc@o de sucesso na constru¢do de cromossotificgiar humanos obtida
somente apos utilizagdo de DNA repetitivo na cotiggos dos centrdmeros
(HARRINGTON et al., 1997; HENNING et al., 1999; IKE et al., 1998) sugeriu
gue o DNA também seja importante para a funcaoaeatica.

Os centrdmeros, que desempenham uma fungéo calsens eucariotos
superiores, S0 compostos, em sua maioria, poodoaganjos de DNA satélite
(JJANG et al., 2003) que sdo, no entanto, poucsamwados nos organismos
modelo e em grande parte das demais espéciesuffadss até o momento. Os
centrdbmeros dérabidopsis thaliangL.) Heynh., por exemplo, apresentam longos
arranjos de DNA satélite compostos por mondémerak/8epb, encontrados como
componente principal de todos os centrémeros dglepnento cromossémico da
espécie (NAGAKI et al., 2003b). Em humanos, mondsete tamanho similar
(171 pb), conhecidos conesatélite, séo da mesma forma encontrados em ésdos
centrébmeros (WILLARD, 1998), mas sua composicdo mares de bases é
totalmente diferente do DNA repetitivo presente cersirémeros da. thaliana As
sequéncias de DNA satélite que compdem os centdnmEdem ser altamente
divergentes até mesmo entre espécies estreitaratattimnadas, como acontece no
arroz. EmOryza sativa.., principal espécie de arroz cultivada, sdo etnadas no
centrébmero repeticdes de DNA satélite de 155 pbrdiee partiiham homologia
alguma com as repeticdes de 154 pb encontrad@syera brachyanth@. Chev. &
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Roehr., uma espécie de arroz selvagem préxithasativa(LEE et al., 2005).

Ainda que as sequéncias de DNA sejam por vezegydives mesmo entre
espécies préximas, as repeticfes satélite cenimaméisdo frequentemente
homogeneizadas no genoma inteiro. Assim, na mailm$aeucariotos superiores
gue foram analisados, um Unico tipo de repeticaélitea domina todos os
centrdbmeros, como é o caso do DiAatélite em humanos (WILLARD, 1998).
Sob este aspecto, a batéal@énum tuberosurn.) e espécies a ela relacionadas
constituem um caso bastante peculiar. Um estudiaada por Gong et al. (2012)
descreveu centrdmeros gque nao apresentam como mem@aqrincipal o DNA
repetitivo. Os autores mostraram que dentre osdi2assomos da batata, cinco sdo
compostos majoritariamente por DNA de copia Unicacom baixo nimero de
copias e um apresenta tanto DNA repetitivo quarittA dao repetitivo. Os seis
centrdbmeros restantes, por outro lado, sdo congp@sto arranjos de repeticdes
satélite, organizados, no entanto, de forma raracemparacdo com outros
eucariotos. Cada um dos seis centrdmeros apreselif@yentes unidades de
repeticdo, variando tanto em comprimento (de 978 pld kb) quanto na sequéncia
de DNA. Ao descrever tais arranjos o trabalho mastjue o nivel de divergéncia
das sequéncias de DNA satélite vai além do quesssapa, uma vez que elas
variam ndo somente entre espécies relacionadastambhgm entre os diferentes
centrdbmeros de um mesmo complemento cromossémico.

Outro trabalho que contribuiu para o melhor enteredio da complexidade
centromérica na batata foi realizado por Zhang let(2014) com Solanum
verrucosum Schitdl.,, uma espécie selvagem proximamente oglada aS.
tuberosume ja proposta como seu ancestral. Assim como t@abas autores
descreveram par@. verrucosuntanto centrdmeros compostos por DNA repetitivo
como por DNA de cépia Unica ou com baixo nimerod@gas. Além da descri¢éo,
foi feita uma comparacdo minuciosa entre os cemtr@endeS. verrucosune da

batata, permitindo aos autores lancar luz sobrev@ug@do das sequéncias
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centroméricas. En%. verrucosunos centromeros dos cromossomos 2, 4, 7 e 10
apresentam essencialmente DNA satélite. Os cemwémalos mesmos
cromossomos erfS. tuberosunsdo compostos tanto por DNA repetitivo (2 e 7)
guanto por DNA n&o repetitivo (4 e 10) e as sedaéngue os compdem nao
apresentam homologia com aquelas encontrada$.ewerrucosumOs autores
consideram a hipétese de que as repeticbes pesageentrdmeros 4 e 10 8e
verrucosumtenham invadido o genoma da espécie apds sua élivirgdeS.
tuberosumque teria por sua vez mantido a composi¢cao do B&romérico com
cOpias UnicaLCinco diferentes repetices satélites estdo pessans genomas das
duas espécies e sequéncias homeodlogas de cépa faracn encontradas em
comum apenas no centrdbmero do cromossomo 9, rdeetara rapida evolucéo
entre espécies proximamente relacionadas.

A existéncia de repeticbes cromossomo-especifiode ger explicada
pela evolucdo concertada, que tende a criar faardéa DNA satélite com alta
homogeneidade interna. A homogeneizacdo das seégsi@e DNA se deve a
diversos mecanismos moleculares estocasticos mi#drancia ndo-reciproca que
atuam de forma mais eficiente dentro de subcorgutgcsequéncias adjacentes. A
eficiéncia cai progressivamente quando as mutag@eshomogeneizadas entre
arranjos localizados no mesmo cromossomo, em csmnm@s homologos e
finalmente em cromossomos heterdlogos, podendo éef@macéo de variantes
de mondmeros que sdo cromossomo-especificos. Cefavento de uma
variante em detrimento de outra pode indicar, dotgpale vista evolutivo,
restricdes impostas a algumas sequéncias satdéitesido relacionadas a papéis
funcionais, como interacdes especificas que congrlEam 0s processos
epigenéticos (PLOHL et al2008). Outra possibilidade é de que algumas
repeticdes sejam favorecidas por apresentarem wpritoento ideal que possa
favorecer, por melhor conformacéo estrutural, abdgacdo dos nucleossomos
centroméricos (ZHANG et al., 2014).
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Esta hipdtese foi comprovada por Zhang et al. (R@&8centrdmeros de
arroz, compostos pelas repeticfes satélite CeniGEpb e também por sequéncias
de cépia Unica. Os autores observaram que 90-1Qfa pbpeticdo eram sempre
protegidos pelos nucleossomos CenH3 da digestaamuool@ase micrococcal, uma
enzima que digere preferencialmentdimgers mantendo o DNA que envolve 0s
nucleossomos intacto. Os autores verificaram queiahaportanto, uma
periodicidade na distribuicdo das unidades de igfgeem comparagcdo com a
distribuicdo nucleossdbmica e que o comprimento B @b dos mondmeros é
bastante apropriado para dar uma volta em tormudeossomo e compotioker.
Essa relacao foi descrita até 0 momento somerdeapaepeticfes satélite presentes
nos centrébmeros do arroz e em humanos (HASSON 204B).

Além dessa fungdo estrutural, acredita-se que psticées satélite
interajam com a cromatina e participem da funcidadle centromérica. Um
forte indicio disso é a presenca de um motivo debIfenominado CENP-B
box, encontrado nos mondémeros alfa-satélite humanas se liga a proteina
CEN-B, provavelmente como um evento importante pardormacdo do
cinetocoro (IKENO; MASUMOTO; OKAZAKI, 1994; MASUMOD;
NAKANO; OHZEKI, 2004; SCHUELER et al., 2005). Motig semelhantes ao
CENP-B box foram observados em diversas familiaBMA satélite, mas ndo
se tem conhecimento ainda a respeito de seu vérdadgnificado funcional
(CANAPA et al., 2000; LORITE et al., 2004).

2.3 Organizacgdo do genoma em Solanaceae

De acordo com Wu et al. (2006), ao contrario datasufamilias
vegetais, a organizacdo do genoma em Solanaceamffoénciada por
taxas relativamente pequenas de poliploidizacd@ndo comparadas as
taxas observadas em outras familias como PoaceBmssicaceae. Em
SolanumL., um dos principais géneros da familia (KNAPPakt 2004), a
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maioria das espécies é diploide. A secdo Petotaedgénero € composta
por 228 espécies selvagens e sete espécies calsi@thWKES, 1994),
dentre elas a batat®.(tuberosum e é subdividida em 18 séries, sendo
elas: Juglandifolia, Etuberosa, Morelliformia, Battastana, Pinnatisecta,
Commersoniana, Circaeifolia, Conicibaccata, Piurafeaulia, Demissa,
Longipedicellata, Polyadenia, Cuneolata, Megistlalca, Ingaefolia,
Olmosiana e Tuberosa (HAWKES, 1956, 1958, 19638197

Todas as espécies componentes dessa se¢do temonidasico de
cromossomos x=12 (GAVRILENKO, 2007), morfologia mmmssdmica bastante
similar (GAVRILENKO, 2007) e compdem uma série pldide (RYBIN,
1929, 1933). Dentre elas, cerca de 73% sdo digoidem 2n=2x=24
cromossomos, 4% triploides (2n=3x=36), 15% tetidpl® (2n=4x=48), 2%
pentaploides (2n=4x=60) e 6% hexaploides (2n=6xtHMRAWKES, 1990).

Diferentes genomas foram reconhecidos na seca@aP&pos analises
de informacBes como taxas de cruzamento em condi@raiqterespecificas,
grau de homologia cromossémica entre as espéoietvietas nas hibridactes e
viabilidade e fertilidade dos hibridos gerados (HAEG, 1958; IRIKURA,
1976, MARKS, 1955; MATSUBAYASHI, 1961, 1981; RAMANN
HERMSEN, 1979). Devido a diferencas na nomenclatuea alguns conflitos
existentes nas descricbes desses genomas, Matsobd®91) fez uma
reavaliacdo das relacdes genbmicas entre as espmirinlanume procurou
unificar as descricbes ja existentes, propondoistéecia de cinco genomas
diferentes: A, B, C, D e P, todos encontrados géa@ss que tuberizam.

De acordo com Matsubayashi (1991) varias espétieamericanas,
incluindo a espécie mexicangolanum verrucosympartilham um mesmo
genoma, tendo sido ele designado genoma A e coadimle mais basico dentre
os existentes. Os outros genomas receberam ta#s leomo identificacdo

devido as iniciais dos nomes das séries nas quaanmf primeiramente
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identificados: genoma B - série Longipedicell&zkasov, genoma C — série
Conicibaccata Bitter, genoma D — séblemissa Bukasov e genoma P — série
Piurana Hawkes.

Os genomas B, C, D e P foram inicialmente conaites por
Matsubayashi (1991) como componentes gendmicosecies alopoliploides
e ndo foram identificados em nenhuma espécie dlpor meio de andlises
gendmicas classicas. A identificacdo em espécjasidés apenas foi possivel
apos utilizacdo da técnica de Hibridizagdo gendinicsitu (PENDINEN et al.,
2008, 2012) e a disponibilidade e andlise bioinfidica de dados de
sequenciamento do gene para a nitrato redutase RREIEZ; SPOONER,
2009) e do gene nuclear Waxy (GBSSI - Granule-bostadch synthase),
responsavel pela sintese de grénulos de amido (NE@GCet al., 2008). As
andlises revelaram espécies diploides tais comoafliophyllumLindl., S.
ehrenbergii Rydb. e S. jamesii Torr. portadoras do genoma B 8.
chomatophilumBitter, S. andreanunBaker eS. piuraeBitter portadoras do
genoma P. Os genomas C e D ndo foram identificado®spécies diploides
(SPOONER et al., 2008).

Um genoma adicional, E, foi reconhecido na sec@ibdtbsum, que é
proximamente relacionada a secao Petota e é compostespécies que ndo
tuberizam, tais com®. etuberosuniindl. e S. palustrePoepp. ex Schitdl.
(RAMANNA; HERMSEN, 1981). Por vezes é encontrada Itaratura
(GONG et al., 2012; TORRES et al., 2011; ZHANG let 2014) a citacdo de
um outro genoma no géneRolanum o genoma T, pertencente ao tomate
(Solanum lycopersicuin.).

A batata cultivadaSolanum tuberosuné uma espécie que apresenta
genoma A. De acordo com a arvore filogenéticazatila por Gong et al. (2012),
construida com base nos trabalhos de analise de pagtidial de Castillo e

Spooner (1997), Spooner e Castillo (1997) e SpooAaderson e Jansen



40

(1993), 0 genoma mais semelhante ao genoma tléberosuné o genoma P,
seguido pelos genomas B, T e E, nessa ordem.

A batata cultivada$S. tuberosun@ uma espécie tetraploide, com genoma
AAAA e é considerada autotetraploide, principalreectm base no pareamento
cromossOmico quadrivalente que é observado durantaeiose da espécie
(SPOONER et al., 2008). Hawkes et al. (1990) pm@mSolanum verrucosum
como sua progenitora, mas de acordo com Spooaér(2008) a identidade deste
genoma A ainda tem sido objeto de investigaca@tdebincerteza.

Os cromossomos metafasicos 8e tuberosumsdo bem pequenos,
medindo de 1.0 a 3.5 pm e sua identificacdo é m@steomplicada dada a
semelhanca morfoldgica entre eles, dificuldade miiida pela criacdo de uma
biblioteca da BACs para identificacdo de cada uns doomossomos do
complemento (DONG et al., 2000).

Em 2011, o Consércio para o Sequenciamento do GartarBatata
(PGSC) publicou o sequenciamento de um gendétipo oploide, com
estimativa de cerca de 39.000 genes codificadargwateinas e pelo menos
62% de sequéncias repetidas (PGSC, 2011). A pmestes dados Torres et
al. (2011) identificaram e localizaram, por meio FISH, duas sequéncias
repetitivas subteloméricas (CL14 e CL34), as qusgvam presentes em
guase todas as extremidades dos 24 cromossomospe&iigdo CL14 foi
detectada nas regides subteloméricas entre espdoiegéneroSolanum
altamente divergentes, incluindo o tomate. Em asmté; CL34 foi
encontrada apenas na batata e em espécies intinremmelacionadas. O
estudo revelou que as sequéncias estdo arranjadigiseindentemente e que
tém dindmicas evolutivas distintas no género, se@Gt@4 mais antiga e
CL34 mais recente e em rapida evolucgéo e forneogasmevidéncias de que
0os dominios subteloméricos estdo entre as maismiiad regides nos

genomas eucariéticos.
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Outro trabalho realizado no sentido de estudar 4 Biyetitivo na batata foi
realizado por Tek et al. (2005) que relataram, em espécie de batata dipldide
(Solanum bulbocastanurBunal), uma repeticdo satélite nomeada Sobo, nao
detectada em outras espéciessdianum A repeticdo Sobo foi mapeada para uma
localizagdo Unica na regido pericentromérica donossomo 7. A analise da
sequéncia revelou que a maior parte dos mondmerdsodo tem similaridade
significativa com LTRs de retrotransposons presembegenoma da espécie.

Outro elemento repetitivo caracterizado no genoraabdtata foi o
elemento de Repeticdo Telomérica Intercalar pSbTIOR - Intercalary
Telomeric Repeat), isolado da espécie dipl@déanum bulbocastanuBunal.

O elemento tem cerca de 2.8 kb, apresenta org@oizzg tandem, localizacao
principal nas regides centroméricas dos cromossaladmtata e € amplamente
distribuido em diversas espéciesSt#anumselvagensOs autores relatam que
uma Unica cépia deste elemento pode ser amplifiaad@onto de ocupar varios
megabases e por isso sugerem que ele ndo sej&singuite um resquicio de
fus@o cromossémica. Eles demonstram ainda que ssiaéncias sdo altamente
metiladas e associadas com a condensacdo da heteatioca centromérica
(TEK; JIANG, 2004). He et al. (2013) também encargtm ITRs nas regifes
centroméricas de alguns cromossomos de seis esmiEinlanume relatam
gue existe uma amplificacdo massiva desses elemgntocipalmente em
espécies portadoras dos genomas B e P. Andlisemi@®ssomos paquiténicos
de Solanum pinnatisectudunal, genoma B, realizadas pelos autores mostraram
que pelo menos nove dos 12 cromossomos apreseftBs nas regides
centroméricas, sendo que em trés deles os sinalkISié estdo associados
inequivocamente aos centrdmeros.

As repeticdes em tandem também foram estudadagtata por Stupar et al.
(2002), que relataram uma classe Unica de hetematira pericentromérica,

nomeada 2D8, composta por sequéncias repetitivBdédedispostas em tandem e
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altamente homélogas aos espagadores intergénisagedes para RNA ribossomal
18S e 25S. De acordo com os autores ha uma grapeddifidade de que os
elementos 2D8 tenham derivado dos espacadoregéniens, uma vez que varios
estudos prévios encontraram evidéncias de segaéneiacionadas ao DNA
ribossémico dispersas por todo 0 genoma eucariético

Zhu et al. (2008) analisaram 90 Mb do genoma datdyad que representa
10,2% do genoma total, e fizeram comparac¢des cdosdaferentes ao genoma do
tomate. Os autores observaram a conservacao da er@strutura génica entre as
duas espécies. A sintenia observada, embora akafan absoluta, indicando a
ocorréncia de insercdes, delegcBes e microinverdésde a divergéncia entre o
tomate e a batata. Apesar da aparente conservagaa,ghouveram divergéncias
no teor e composicdo das sequéncias de DNA repe(d6,29% no tomate e
34,18% na batata), as quais causaram, de acordoosocantores, impactos na
arquitetura do genoma. Em relacdo a natureza des@sncias o0s autores
identificaram, em ambas espécies, cinco princifd@sses: retrotransposons,
transposons, DNA repetitivo relacionado aos telés)eiDNA ribossomal e
sequéncias repetitivas ndo classificadas (mais ddade das sequéncias
identificadas). Dentre as sequéncias de DNA regetitlassificadas, os
retrotransposons foram as mais abundantes, tot@dizhl,77% na batata e 14,54%
no tomate. Foram detectados mais retrotransposotipaTy3-gypsy(4,60%) do
que Tyl-copia(1,82%) no conjunto de dados de batata, e esgexiffa no tomate
foi muito menor, com 4,61% de/3-gyps\e 3,75% ddyl-copia.

Um grande progresso no conhecimento genético datéorolanum
lycopersicunh foi obtido em 2012 com o sequenciamento de selorge
(TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012). O tamanho genbméstimado
foi de 900 Mb, consistente com estimativas pregidthma comparagédo com 0s
dados do sequenciamento do genoma da batata (RB$0), mostrou 8,7% de

divergéncia em relacdo aos nucleotideos das regide®maticas e mais de
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30% de divergéncia nas regifes intergénicas eduetenéaticas, estas Ultimas
ricas em DNA repetitivo. Foram identificados 18.386nes ortdlogos. As
analises apontaram ainda a ocorréncia de inversdesssoicas, nove grandes
e varias pequenas, envolvidas na diferenciacadaiegienomas.

Os estudos com DNA repetitivo em tomate, que talca batata é uma
das pecas centrais na investigacdo genética e unedetas solanaceas (VAN
DER HOEVEN et al., 2002), tiveram os primeiros teglps relevantes em
1985, quando foi descoberta a primeira sequénqgietiteva dispersa na
espécie: THG2 (ZABEL et al., 1985). Posteriormeotgros trabalhos foram
realizados como o de Van der Hoeven et al. (200® gnalisaram uma
colecdo de 120.892 ESTs (Expressed Sequence Tag)adas de 26
bibliotecas de cDNA diferentes, trouxe importantmtribuicdes para o
entendimento da organizacdo do genoma desta espéaes processos
evolutivos que |he deram origem, uma vez que ossléatam comparados a
dados do genoma dé&rabdopsis(DC.) Heynh. Foram identificadas 27.274
sequéncias consenso Unicas (unigenes), das quéts téth homologos
identificaveis no genoma ddérabidopsis Os genes correspondentes ao
metabolismo mantiveram-se mais conservados enties edois genomas,
enquanto genes que codificam fatores de transcrgsi@ao entre os que
evoluem mais rapidamente. Grande parte das 10 esafamilias multigénicas
conservadas partilham ndmeros de cépias semelhaates tomate e
Arabidopsis sugerindo que a multiplicidade dessas familiadeper ocorrido
antes da divergéncia das duas espécies. Finalmsei®,clones BAC de
diferentes partes do genoma do tomate foram issladmneticamente
mapeados, sequenciados e anotados. A andlise csabila base de dados de
ESTs e estes seis BACs sequenciados levou a preties@jue o genoma do
tomate codifica 35.000 genes, presentes em grarade mas regides

eucromaticas e correspondentes a menos de um gieaBIbIA total.
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Outro trabalho para caracterizacdo do DNA repetitio tomate foi
realizado por Chang et al. (2008) utilizando CotA)Nma técnica que ajuda a
mensurar quanto de DNA repetitivo existe em detesid amostra. Os autores
utilizaram o DNA gendmico total e identificaram fgcepresentativos da fracéo
repetitiva do tomate: Cot-1, Cot-10 e Cot-100. @sultados com FISH
mostraram que Cot-1 localizou-se mais intensameate extremidades dos
cromossomos e nos organizadores nucleolares doossmmo 2, com alguns
sinais fracos em regides distais e pericentron®riCs autores acreditam que
esta fracdo seja, portanto, composta principalmeoteDNA 45S e repeticbes
teloméricas. A FISH com a frag&do Cot-10 também roastinais na maioria das
extremidades dos cromossomos e em regifes pedo@icas, enquanto que
Cot-100 estd presente em todas as regifes heter@tiras. Os resultados
permitiram concluir que a maioria do DNA repetitivo tomate esta confinado a
regibes heterocromaticas nos teldbmeros, nas regigasizadoras dos nucléolos
€ nos pericentrébmeros.

Os teldmeros do tomate sdo compostos pela repelit@t/A)AGGG
arranjada em tandem (GANAL; BROUN; TANKSLEY, 1992)ma repeticdo
satélite de 162 pb, conhecida como TGR1, estameses subtelomeros de 20
dos 24 cromossomos da espécies (LAPITAN; GANAL; KSIEY, 1989;
SCHWEIZER et al., 1988). Zhong et al. (1998) usitam a técnica de fiber-
FISH para analisar com mais detalhamento a orggfnzdos arranjos de ambas
as repeticdes. Eles verificaram que os sinais gsrpélas repeticdes teloméricas
eram sempre separados daqueles gerados pelagdepetiibteloméricas por um
espaco sem fluorescéncia, uma sequéncia espacdkmizdes realizadas nas
fibras revelaram uma grande variacdo (223 — 1.230nk comprimento tanto
dos blocos constituidos pelas repeticbes telongrgaanto naqueles formados
por TGR1, sugerindo que cada cromossomo tem sewa@adnico de

organizacao destas sequéncias (ZHONG et al., 1998).
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Um mapa molecular de ligagdo genética baseado MYACDNA
genbmico e em marcadores EST de tomate foi codstrpara berinjela,
Solanum melongenk., por Doganlar et al. (2002D mapa composto por 12
grupos de ligacdo, abrangendo 1480 cM e com 23%adares revelou a
conservacado de grandes extensdes de marcadomesacesi, uma caracteristica
comum da evolu¢do do genoma em Solanaceae e tamiéims de plantas. No
geral, berinjela e tomate foram diferenciados [@rearranjos, o que poderia ser
explicado por 23 inversfes paracéntricas e cinmostocagbes na evolugcédo a
partir do dltimo ancestral comum das espécies, riudie que a inverséo
paracéntrica tem sido o principal mecanismo deusd@ cromossémica na

familia Solanaceae.
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RESUMO

O centrémero € o loco onde se organiza o cinetog@iaca proteica a qual se
ligam as fibras do fuso para promover a orientagioa segregacao
cromossbmica. Uma histona H3 modificada (CenH3)coemmada nos
centrdmeros de todos os organismos ja estudadoaté éentdo a mais
proeminente marca associada a funcdo centroméxoaentanto, existem
indicios de que o DNA desempenhe também um impertggapel na
determinacdo desta funcdo. Os centrébmeros sadueafntrigantes, uma vez
gue sua funcdo é altamente conservada, mas asnseguéle DNA que o0s
compdem ndo o sdo. A sequéncia de DNA centroméramte variar entre
espécies proximamente relacionadas, e até mesme emtromeros de um
mesmo complemento, como é o caso da bagattuberosum genoma A). Os
objetivos do trabalho foram identificar as sequéscicentroméricas e
caracterizar sua organizacdo nos cromossom8&s deomatophilunigenoma P,
0 mais préximo ao genoma A), bem como analisanandica evolutiva dessas
sequéncias em representantes dos demais genorBatadem(B, E e T). Apds
realizacdo das técnicas de ChIP, ChIP-seq e amalieénformaticas, foram
identificadas quatro repeticdes centroméricas: ScB8111, Sc92/108 e
Sc92/108/111. Seus comprimentos variam de aprodimadte 600 pb a 3 kb,
tamanho incomum para repeticdes localizadas enréceetos. Analises de
FISH mostraram que as repeticbes compdem juntés7deentrémeros, dos 24
existentes no complemento cromossdmico. Foi vedfc variagdo na
distribuicdo e na abundancia para todas essasig@gsetquando elas foram
mapeadas para dois acessos diferentes da espécie.SE83 existe ainda
variagdo entre plantas, para o numero de sinaigI8& observados. O
centrbmero 2 pode ser composto por Sclll, Sc9261085¢92/108/111,
existindo portanto trés diferentes haplotipos dasos a ele. Todas as
repeticbes centromeéricas isoladas #e chomatophilumforam encontradas
também no genoma A, embora com localizacao difeadac Todas elas estédo
ausentes nos demais genomas, com excecdo de SeB3foiuambém
identificada no genoma E. Estes dados apontamapapida divergéncia dessas
sequéncias mesmo entre espécies proximamenteoreddeis. Neste trabalho
foram descritos aspectos da variacdo centromééoarelatados na literatura,
gue ampliam o conceito de complexidade dos centdseela demonstragéo de
variac@es entre acessos, plantas e cromossomosdymso

Palavras-chave: Centromero. DNA centromérico. Ep@ucentromérica. DNA
satélite.Solanum
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ABSTRACT

The centromere is the locus where assembles tltokimore, a protein plate to
which the spindle fibers bind to promote chromosomgentation and
segregation. A modified histone H3 (CenH3), foundhe centromeres of all
organisms studied, is so far the most prominent kmassociated with
centromeric function. However, there are indicatitimat the DNA also plays an
important role in determining this function. Cemi@res are intriguing
structures, since its function is highly conserweldile their DNA sequences are
diverse. Centromeric DNA can differ among closadated species and even
between centromeres of the same complement, astedpin potato $.
tuberosum- genome A). The aims of this paper were to idegnitié centromeric
sequences and characterize their organization @ adhromosomes of.
chomatophilun(P genome, the closest to A genome). Evolutiodgnamics of
these sequences was also analysed in speciesemmgsdifferentSonalum
genomes (B, T e E). After performing the ChlIP, Gk#g and bioinformatic
analysis, we identified four centromeric repeats83% Sc111, SC92/SC108 and
Sc92/108/111. Their length ranges from about 606k kb, unusual sizes for
repeats located in the centromeres. FISH analysesaled that the repeats
locates at 6-7 centromeres out of the 24 in theormbsome complement.
Variation in the distribution and abundance for thpeats was observed when
comparing two accessions @&. chomatophilunfFor Sc83 there is variation on
number of FISH signals between plants. The centrer@ehas three different
haplotypes since it may be composed by Sc111, SCIZ8 or Sc92/108/111.
All centromeric repeats isolated fra& chomatophilumvere also found in the
A genome, although in different locations. All dfet are absent in other
genomes, except Sc83 which was also identifiech@nE genome. The data
point to the rapid divergence of these sequences ewnong closely related
species. This paper brings up new aspects of thioreeric variation, which
extend the concept of centromere complexity by $hgwariations among
accessions, plants and homologous chromosomes.

Keywords: Centromere. Centromeric DNA. Centromenadion. Satellite
DNA. Solanum
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1 INTRODUCAO

O centrdbmero é um elemento funcional dos cromossoenegariéticos
gue, por ser o loco para organizacdo do cinetécéragssencial para a
regularidade dos processos de divisdo celular (BIEER; HAN, 2009).
Acredita-se que a funcionalidade centromeérica sejderida por mecanismos
genéticos e epigenéticos, embora ndo se conheca lvelacdo existente entre
as sequéncias de DNA, os componentes proteicos reaasas epigenéticas
centroméricas RLOHL; MESTROVIC; MRAVINAC, 2014). A presenca de
uma variante da histona H3 (CenH3) especifica @odr@meros de todos os
eucariotos estudados (BLACK; BASSETT, 2008; MALIKENIKOFF, 2009)
é atualmente considerada como a mais proeminenteamda fungdo
centromérica (HENIKOFF; AHMAD; MALIK, 2001).

O DNA presente nos centrbmeros tem, quase semgitgeza repetitiva,
com frequente organizacdo em grandes blocos de Bddélite (HENIKOFF;
AHMAD; MALIK, 2001; JIANG et al., 2003). EmArabidopsis thaliana(L.)
Heynh., por exemplo, monémeros de 178 pb se repetd#hares de vezes e
formam arranjos da ordem de megabases de DNAtsajék constituem todos os
centrdbmeros da espécie (NAGAKI et al.,, 2003b). Emmdmos, mondmeros de
tamanho similar (171 pb) sdo também encontradoBM& satélite de todos os
centrdbmeros do complemento cromossémico (WILLAREDG).

Embora a funcdo dos centrémeros seja altamenteen@ta em
todos os eucariotos, as sequéncias de DNA queropd®mm geralmente nao
0 sdo (BENSASSON, 2011). Dessa forma, ainda quéatantamanhos
parecidos, ndo existe similaridade de sequénciaeens mondmeros
centroméricos descritos edrabidopsise em humanosMediante a alta
conservacdo da funcdo dos centrbmeros, essa falt@odservacdo das
sequéncias de DNA centroméricas caracteriza umdpaca (HENIKOFF;
AHMAD; MALIK, 2001).
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Um aspecto que pode ser considerado comum paraidancias espécies ja
estudadas é a alta similaridade das sequéncias Nde rBpetitivo entre os
centrdbmeros de um mesmo complemento cromossonaic acontece el@ryza
sativaL. (CHENG et al., 2002alQryza brachyantha. Chev. & Roehr. (LEE et
al., 2005),Arabidopsis thaliang NAGAKI et al., 2003b), humanos (WILLARD,
1998), dentre outros. Esse ndo € o caso de espgé8etanunmi. EmS. tuberosum
L. (batata cultivada) cada um dos doze centrdmerositeacomposicao genética
diferente dos demais. Seis sdo compostos por DRétitigo, cinco por DNA de
copia Unica e o Ultimo centrdbmero apresenta os timis de DNA em sua
composicdo (GONG et al., 2012). Zhang et al. (2@a4)bém descreveram para
Solanum verrucosurgchltdl., uma espécie selvagem ja proposta comestal da
batata, tanto centrdmeros constituidos por DNA digactiinica quanto por DNA
satélite. Foram encontradas repeticdes satélisgedies para os dois genomas e
repeticdes em comum, porém com localizacéo diferapbntando para uma rapida
evolucdo das sequéncias centromeéricas no género.

Tanto S. tuberosurmguanto S. verrucosunsao espécies portadoras do
genoma A, um dos cinco genomas (A, B, P, T e E)nfeacidos em espécies
diploides do género Solanum (MATSUBAYASHI, 1991; HAMANNA;
HERMSEN, 1981). A dindmica evolutiva das sequénmmtromeéricas dessas duas
espécies foi avaliada em espécies selvagenSollmmumportadoras dos outros
quatro genomas (GONG et al.,2012; ZHANG et al. 4200s resultados obtidos
em ambos os trabalhos apontam para grandes désreaccomposicdo do DNA
centromérico mesmo entre espécies proximamentiamdalas.

Diante da complexidade e rapida evolucdo das seiqsérentroméricas do
genoma A deSolanum,os objetivos do trabalho foram identificar as seqisés
centroméricas e caracterizar sua organizacéo oo®ssomos do genoma P, 0 mais
proximo ao genoma A, bem como analisar a dindmiokuva dessas sequéncias

em representantes dos demais genom&sidaum.
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2 MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Solanum chomatophiluitter (2n=2x=24, genoma P) foi utilizada para
as analises de ChIP e nos estudos citogenéticés.abessos foram estudados:
P1365339 e P1310943, doravante chamados, respecita, de acessos A e B.
Para os estudos evolutivos foram utilizados umeclooenoploide homozigético
duplicado, DM1-3 516R44 (DM1-3, 2n=2x=24, genoma &mo representante
da batata cultivadaS( tuberosuip além das espécies selvag&sverrucosum
(2n=2x=24, genoma A, PI275260)S jamesiiTorr. (2n=2x=24, genoma B,
P1458424). O MicrotomateS( lycopersicunbam., 2n=2x=24, genoma T)®
palustre Poepp. ex Schltd{2n=2x=24, genoma E, PI473401) foram utilizadas
como representantes de espécies distantes da.b&tatentes de todas as
espécies selvagens d8olanum foram obtidas da USDA/ARS Potato

Introduction Station, Sturgeon Bay, WI.
ChlIP e ChiIP-seq

Um anticorpo contra a proteina CenH3 da batata (G@Nal., 2012) foi
utilizado nos experimentos de imunoprecipitacica parisolamento do DNA
centromérico en®. chomatophilumAproximadamente 10 gramas de tecido foliar
jovem foram coletados de plantas do acesso &.d#omatophiluncrescidas em
casa de vegetacdo. As folhas foram trituradas &ogénio liquido até tornarem-se
um po fino, que foi ressuspendido em 10 mL de NfBic{ei Isolation Buffer)
contendo 0,1% de celulase e 0,05% de pectinasei&eos foram incubados por
30 min a 37°C, filtrados e centrifugados por 10 miA°C. O pellet foi lavado e
ressuspendido em tampédo especifico para a diggso enzima nuclease
micrococcal (Sigma-Aldrich) para reducdo do DNA feagmentos do tamanho de
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um nucleossomo. Apés duas rodadas de centrifugad®000 rpm por 10 min a
4°C, a cromatina digerida foi utilizada para oseexpentos da ChlIP, realizada de
acordo com Nagaki et al. (2003b) com pequenas ioacfifes. Aproximadamente
30 ng do DNA proveniente da ChIP foram utilizadesapo preparo da biblioteca
para o sequenciamento, utilizando o protocolo de-8éq fornecido pela lllumina.
Este DNA foi entdo sequenciado utilizando o sedadoc llumina Genome

Analyzerll que gerou reads de 36 pb.
Identificacdo, caracterizacdo e clonagem das repedies

Utilizando o conjunto de ferramentas de softwarepdRéeExplorer
(NOVAK et al., 2013) foi realizado um agrupaments&ado em similaridade
gue permitiu a identificacdo das repeticGes cerégramas. Para a analise dos
gréaficos de agrupamento foi utilizado o programg@apheR (NOVAK et al.,
2013). Apo6s a identificacao das repeticBes, prirpara PCR foram desenhados
para cada uma delas de acordo com as sequéncieensonElas foram entdo
amplificadas por PCR a partir do DNA genémicoSdeehomatophiluraxtraido
de tecido foliarcom o Kit QIAGEN (Valencia, CA). Na reacdo de PiRam
realizados 34 ciclos de 30 seg. a 95°C, 30 se§° @ 4 min a 72°C. Os ciclos
foram precedidos por uma desnaturacgédo inicial (» anb5°C) e seguidos por
um periodo para a de extenséo final (5 min a T)produtos da reacéo foram
visualizados em eletroforese com gel de agarosepdfa confi rmacéo do
tamanho dos fragmentos e verificacdo do padraongdifecacdo. As bandas
com os fragmentos de tamanho desejado foram reesrido gel e o DNA foi
purificado com a utilizag&o do kit Gel extractidPIAGEN). A enzima Klenow
Fragment (BioLabs) foi utilizada para adicdo de uatkenina ao final dos
fragmentos, que foram posteriormente inseridos arvpCR 4-TOPO e
clonados com a utilizacdo do kit TOPO TA cloningv{frogen). As bactérias
(E-coli) transformadas foram cultivadas em meio LB, os BNAasmidiais
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foram extraidos e seu tamanho foi verificado petreforese em gel de agarose
1%. As amostras foram preparadas para a reacaegderxiamento utilizando

Clean bead seq (Beckman coulter). No minimo cilones de cada fragmento
foram sequenciados na plataforma 454.

FISH e Fiber-FISH

O preparo dos cromossomos mitdticos e as anakseEtSHH e fiber-FISH
foram realizados seguindo protocolos publicado€KB0N et al., 1998; DONG
et al., 2000; LOU et al., 2010). A obtencdo daglasrpara cada repeticdo satélite
se deu pela extracdo de DNA plasmidial a partir aditivo dos clones
selecionados. As sondas foram entdo marcadas catinabkli6-UTP ou
digoxigenina-11-dUTP por meio de reacdo de nickstedion padrdo. Para a
identifica¢c@o dos cromossomos utilizou-se rDNA 88aromossomo 1 e rDNA
45S para o cromossomo 2. Para os demais foramadtié BACs desenvolvidos
para os cromossomos da batata (DONG et al., 2@9)xromossomos foram
contracorados com DAPI (4',6-diamidino-2-phenilijdoem solugdo de
Vectashield. As imagens de FISH foram obtidas myastépio Olympus BX60,
pelo software AxioVision e contrastadas no progrédabe Photoshop CS5. As
medidas citoldgicas da fiber-FISH foram convertigéas kilobases utilizando a

razéo de converséao de 3.21 kb/um de Cheng eDaRIf2.
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3 RESULTADOS

Identificacdo das repeticbes e confirmagédo citolécph de sua
localizacdo centromérica

Quatro clusters de repeticbes foram identificadoma provaveis
componentes dos centrdbmeros &mchomatophilumSc83, Sc92, Scl108 e
Scl11, com tamanhos previstos de 1.900, 1.223,e8825 pares de bases,
respectivamente. Bandas com tamanhos similares @osvistos
computacionalmente foram obtidas para todas asticéps selecionadas
(Figura 1). A sequéncia de DNA das repeticdes maieserificada na Tabela
Suplementar 1.

Os resultados da FISH mostraram que todas asg@geidentificadas nas
analises bioinformaticas (Sc83, Sc92, Sc108 e $dbirham grandes blocos de
localizacdo centromérica, cada uma delas presantare dois ou trés centrdmeros
do complemento cromossémico$8echomatophilur(Figura 2).

SBS Se2 Se10s Seinn Figural PCR utilizando primers desenha
para as repeticbes centroméricasSde
chomatophilum:Sc83, Sc92, Scl08 e

Scl11.
1500 o S D Primers utilizados nas amplificacdes:
1000 b - Sc 83F: CAATATATCACCAAAATAGGCAACC
- Sc83R:TCATGTTGAGCATTTGAGATGTG
s00ph & e Sc92F:GAAACTTCTAAACATAGTCCTCGAATC

ScO2R:ACTCCTTCGTTAGTTGAGATGTGAG
Scl108F: AATCAAAGAGCCAAATCAAAGTG



E
Figura2 Mapeamento por FISH das repeticbes centroméricaS.arthomatophilugi2n=2x=24, acesso AA, C, E e
G) Cromossomos d8. chomatophiluncorados com DAP(B) Sinais de FISH gerados pela sonda SE83

Sinais de FISH gerados pela sonda S¢g92Sinais de FISH gerados pela sonda Sqt)8Sinais de FISH
gerados pela sonda Sc111. Barragesb

ZlL



73

Sc92 e Scl108: partes de um mesmo mondémero

As sondas Sc92 e Sc108 se colocalizaram em todaslises de FISH,
(Figura 3, A, B, F e G). As analises iniciais masim que a combinacdo das
duas sondas gerou trés sinais no acesso A, sendosil@ais maiores nos
centrdmeros de cada uma das cépias do cromossom@Behl (Figura 3A),
identificadas pela sonda de rDNA 5S, e um sinal, pmoco menor, no
centrdbmero de apenas uma das cOpias do cromossente@?2 (Figura 3B),
identificado pela sonda de rDNA 45S. Para 0 ac&so configuracdo foi
oposta. Foram observados também trés sinais, papémas um é localizado no
Cenl (Figura 3F) e dois menores no Cen2 (Figura B&jolocalizacdo dos
sinais da FISH derivados de Sc92 e Sc108 indicaegsas repeticbes sdo na
verdade partes de um mesmo mondmero que foramaskeggaem diferentes
clusters durante as analises computacionais.

Para melhor entendimento da relagé@o existente esg@s duas sondas
foi conduzida uma andlise de fiber-FISH que mossioais alternados de Sc92
e Sc108, sendo estes sinais sempre associados m@snza fibra de cromatina
(Figura 4 A e B). Mais de 50 fibras foram analisaaeio tendo sido observadas
fibras contendo exclusivamente Sc92 ou Sc108, ccqnéirma que ambas néo
sdo distintas, mas sim partes de um mesmo mondheerepeticao satélite, que
serd tratado adiante como Sc92/108. As andlisefibdeFISH permitiram
também confirmar o arranjo em tandem das repetig@sdimar o comprimento
em pb do Cenl do acesso A, que mediu 1.008 + 17Dkbomprimento do
Cen2 nao pbdde ser determinado, uma vez que as fitgaores encontradas nas
analises poderiam tanto ser provenientes do prdpen2 quanto de fibras

guebradas do Cenl, ndo sendo possivel sua distingédo



Figura3 Mapeamento por FISH das repeticbes centroméricaS. emomatophilumA-E: acesso A (P1365339). F-J: acesso
B (PI1310943)A) Repeticdes Sc92 e Sc108 mapeadas para o Cen fifigdeo pela sonda rDNA 5S - vermelha)
(B) Repeticbes Sc92 e Sc108 mapeadas para uma das dopfaen 2 (identificado pela sonda rDNA 45S -
vermelha)(C) Repeticdo Sclll mapeada para uma das copias d@ (Qeentificado pela sonda rDNA 45S —
vermelha)(D) Repeticbes Sc92, Scl108 e Scl(H) Repeticdo Sc83 mapeada para cromossomo desconhecido
junto com o BAC RHO79E02 - vermelho, especificaapaicromossomo @) Repeticdes Sc92 e Sc108 mapeadas
para uma das copias do Cen 1 (identificado pelaasdBDNA 5S - vermelhajG) Repeticdes Sc92 e Scl08
mapeadas para o Cen 2 (identificado pela sonda rBB&\- vermelha]H) Repeticdo Sc111l mapeada para o Cen
2 (identificado pela sonda rDNA 45S - vermelli§) Repeticbes Sc92, Sc108 e Scl{l). Repeticdo Sc83
mapeada para o Cen3 (identificado pela sonda cBAMRHO79E02 - vermelho). Barras ubn.
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Figura4 Analise das repeticdes satélite centroméricas #mchomatophilunpor meio de fiber-FISH. A) Sinal

completo de fiber-FISH derivado das sondas Sc921€&no cromossomo 1 do acessoB). $inal parcial
de fiber-FISH derivado das sondas Sc92 e Sc108amossomo 1 do acesso A)(Sinal parcial de fiber-
FISH derivado das sondas Sc92, Sc108 e Sc111 nwssomo 2 do acesso B)(Sinal completo de fiber-
FISH derivado da sonda Sc111 no cromossomo 2 ds@ce E) Sinal completo de fiber-FISH derivado da
sonda Sc83 em cromossomo desconhecido do aceBsuras: 25um

72
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Complexa organizacdo do Cen2

Além da repetico Sc92/108, a sonda com a repefcddl também
hibridizou no Cen2, identificado pela sonda de rDBBS, em ambos 0s acessos
(Figura 3, C e H). Andlises simultdneas das rejeiSc92/108 e Sc111 nos dois
acessos mostraram uma organizacdo complexa doe@es2 chomatophilupmao
relatada na literatura

No acesso A, apenas um sinal de Sc111 foi deteetatkd ndo colocalizou
com Sc92/108, sendo uma das cdpias do Cen2 congpohiaivamente por Scll1,
enguanto a outra é composta somente por Sc92/i§&aF3 B-D, Figura 5).
Andlises de fiber-FISH mostraram que o Cen2, cotopms Scl11, mede 683 + 77
kb (Figura 4D). Ja no acesso B, Scl111 hibridizouaethos Cen2 (Figura 3H). Os
sinais gerados por essa sonda colocalizaram cemais de Sc92/108 (Figura 3l). As
duas sondas, quando aplicadas em analises deFI#iéy-foram encontradas
associadas as mesmas fibras de cromatina, estarsilga® de Scl11 entremeados
aos sinais gerados por Sc92/108 (Figura 4C, Fiur@ resultado mostra que neste
acesso (B) Sc111 compde o mesmo mondmero que @892¢hdo este complexo
mondmero chamado adiante de Sc92/108/111.

S. chomatophilum, acesso A (P1365339)

HA 10 10 00 00 B0 00 00 00 80 00 w2

chomatophilum, acesso B (P1310943)

| B B 00 G0 00 00 00 B0 00 00 00 .

W sci [ sc92/108 Il sco2/108/111 3 scs3

Figura5 Esquema ilustrando a distribuicdo das repeticOetsoraéricas Scl11,
Sc92/108, Sc92/108/111 e Sc83 nos cromossomosoiaakssos de
Solanum A morfologia dos cromossomos utilizada foi ingda em um
idiograma dos cromossomos da batata (TORRES e2(dll) e nédo
retrata portanto a real morfologia da espécie emst§a. * Sinal
detectado em 25 das 80 plantas analisadas pasresss.

kg

L
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Variacdo na abundéancia e localiza¢éo de Sc83

As andlises iniciais de FISH para Sc83 revelaraanlatalizacdo em dois
centrdbmeros em ambos o0s acessos (Figura 3 E @ Jcddso B a repeticdo esta
associada aos centrdbmeros de ambos os cromossomo€eB3 (Figura 3J),
identificados pela sonda com o0 BAC RHO79E02. O Qemd este acesso mediu de
acordo com as analises de fiber-FISH 1.485 + 17Figjura 4E). JA no acesso A, a
hibridizacdo simultanea de Sc83 e do BAC RHO79E62tmou que Sc83 nao esta
localizada no Cen3.

Andlises posteriores revelaram ainda a existércieadacdo no nimero de
sinais de Sc83 para 0 acesso B (Figura 6). Aléooiguracéo ja relatada, com dois
sinais centroméricos de intensidade média no CeigBra 3J e 6 A e B), foram
encontradas plantas contendo, além destes, um ggaadle e muito intenso no
centrémero de um cromossomo nao identificado (&IGUE e D). A variabilidade de
nimero de centrdmeros contendo Sc83 foi verificamia a andlise de 80 plantas
individuais, das quais 55 apresentaram dois djoaiso visto nas figuras 6 A e B) e

25 apresentaram trés sinais (como visto nas f@ra D).

Figura6 Variacdo no nimero de sinais centroméricos Sc8plantas do acesso
B. (A) Metafase da planta 06 com dois sinais de tamarédhor(B)
Metafase da planta 16 com dois sinais de tamank@if@&) Metafase
da planta 10 com um sinal grande e dois sinaisanéd) Metafase da
planta 12 com um sinal grande e dois sinais médarsas; Sum.
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Distribuicdo das repeticbes centroméricas identifadas em S
chomatophilum no genoma de outras espécies 8alanum

As repeticdes Sc92/108 e Sclll, presentes nos €gbén2 deS.
chomatophilumforam ambas encontradas nos Cen2 (Figura 7 Ae ®3nl0
(Figura 7 C e D) d&. verrucosunm que indica que o monémero Sc92/108/111
€ a repeticdo que compde estes dois centrdmeros.

Em DM1-3, a distribuicdo de Sc92/108 foi indepenelate Sclll. Esta
tltima foi encontrada nos Cen3 (Figura 7E) e Cdnfufa 7F), enquanto que
Sc92/108 apresentou distribuicdio mais ampla e dsp&s regides centroméricas
e/ou pericentroméricas de todos os cromossomasrégG e H).

Sc83 foi encontrada nos centrdbmeros de aproximauameito
cromossomos nao identificados & verrucosum(Figura 7 | e J)e em
aproximadamente seis cromossomos também nédo idadtfs deS. palustre
(Figura 7 K e L), mas os sinais gerados pela stda menos intensos que em
S. chomatophilum.

Nas demais espécies estudad& jamesiie tomate) ndo foram
observados sinais de FISH para todas as repetiadetisadas. Para a
certificacdo de que as repeticbes eram de fatoBsBos cromossomos dessas
espécies a FISH foi sempre realizada junto comsonda de rDNA 45S ou 5S,
marcada com uma segunda cor, como controle pasitivo

Um esquema da distribuicdo de todas as sondasfiickies emsS.
chomatophilumnos dois acessos da espécie e nos demais matamigs as
repeticdes foram encontradas e localizadas nosossmmos pode ser visto na
tabela 1.



S. verruc. S. verruc. S. verruc. S. verruc.

Chr.10 Chr.10

S. verruc. S. verruc.

Figura7 Mapeamento por FISH das repeticdes centroméricdadis deS. chomatophilumem diferentes espécies de
Solanum(A) Repeticdes Sc92 e Sc108 mapeadasSenerrucosunpara o Cen2 (identificado pela sonda rDNA
45S) (B) Repeticdo Scl11l mapeada &@nverrucosunpara o Cen2 (identificado pela sonda rDNA 4%5S)
Repeticbes Sc92 e Scl08 mapeadasSenverrucosunpara o CenlO (identificado pela sonda com o BAC
RH178K07)(D) Repeticdo Sc111 mapeada 8mverrucosunpara o Cenl0 (identificado pela sonda com o BAC
RH178K07) (E) Repeticdo Sclll mapeada em DM1-3 para o Cen3 ifidetd pela sonda com o BAC
RHO79E02) (F) Repeticdo Sclll mapeada em DM1-3 para o Cen9 ifidedd pela sonda com o BAC
RH135122)(G) Repeticdes Sc92 e Sc108 nos cromossomos de DiA)-Sinais da FISH das repeticbes Sc92 e
Sc108 separados digitalmente da figuralls Repeticdo Sc83 nos cromossomosSdeverrucosungd) Sinais da
FISH da repeticdo Sc83 separados digitalmentegdeefil (K) Repeticdo Sc83 nos cromossomosdpalustrel)
Sinais da FISH da repeticdo Sc83 separados digitabrda figura K. Barras: 5 um.

6.



Tabela 1

Resumo das analises de FISH das repeticGes centasigoladas d8. chomatophilurem espécies dgolanum.
* Sinal detectado em 25 das 80 plantas analisatla®pte acesso.

S. chomat.. S. chomat. DM1-3 S. verrucosum S. jamesii S. palustre Tomate
Acesso A Acesso B
Genoma A Genoma A Genome B Genome E GenomeT
Genoma P Genoma P
Scl11 Especifico para e
uma das copias Ausente Especifico para Ausente Ausente Ausente Ausente
. Cen3 e Cen9
do Cen:.
- Sinais dispersos
Especifico para o
Sc92/108 o Cenl e para Especifico para em todos os
pa uma das cépias  cromossomos Ausente Ausente Ausente Ausente
uma das copias -
do Cenl (mais abundantes
do Cen2 N
nos centrémero
Sc92/108 - -
Especifico para o Especifico para
/111 Ausente Cen2 Ausente Cen2 e Cenlo Ausente Ausente Ausente
- - Sinais fracos e Sinais
Especifico para Especifico para o . -
N dispersos em todos centromeérico
Sc83 um centromero  Cen3 e para uma 0S Cromossomos s (fracos)
nao das copias* de Ausente ~ Py Ausente o Ausente
. o o (n&o especificos especificos
identificado um centrdmero
o oo para os para ~6
néo identificado A N
centrdmeros) centrdmeros

08
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4 DISCUSSAO

DNA de cdpia Unica como provavel componente centradrico emsS.
chomatophilum

As analises de ChIP, seguidas por ChIP-seq e FISHnifram
descrever a constituicdo de 6 centrébmeros do adessde 6-7 centrdmeros do
acesso B, dentre os 24 existentes no complementaossdmico dos dois
acessos (Figura 5). A ndo deteccdo de repeticbedandem nos demais
centrdmeros € um indicativo de que eles sejam cstop@or retrotransposons,
gue se acumulam com bastante frequéncia na regi@iromérica
(PIMPINELLI et al. 1995; COPENHAVER et al. 1999; BOELER et al.
2001; CHENG et al. 2002) ou por DNA de cépia unicantrémeros contendo
DNA de copia Unica ja foram relatados em cinco pate cromossomos da
batata (GONG et al., 2012) e em pelo menos um parSe verrucosum
(ZHANG et al., 2014).

Acredita-se que os centrdbmeros compostos por DNAc@ia Unica
sejam centrdbmeros de origem mais recente. Eles cgfiiecidos como
centrbmeros evolucionariamente novos, centromepgsicionados ou apenas
como novos centrbmeros; sao totalmente funcionaisugem em locos
cromossdmicos ndo previamente associados com mmstedo cinetécoro
(PLOHL, MESTROVL; MRAVINAC, 2014). Por outro lado, centrémeros
maduros sdo tipicamente compostos por longos agaig repeticdes satélite
(WANG et al., 2014).

Diferentes haplétipos associados aos mesmos centeius

De acordo com Wang et al. (2014) um novo centrérErmposto por
DNA de copia Unica, adquire longos arranjos de DbHiélite durante sua

evolugdo. A frequéncia deste novo haplétipo, agocomposto por DNA
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repetitivo, ir4 eventualmente aumentar na populag&osubstituir o haplétipo
original. Durante esse processo de substituicAda ggossivel encontrar
diferentes haplétipos associados com o mesmo ceetodnas populacdes, ou
seja, haplétipos contendo principalmente DNA deiadmica e outros com
diferentes blocos de repeticdes satélite.

Neste trabalho, das 80 plantas avaliadas para Sz&%esso B, além
dos dois sinais no Cen3, 25 plantas apresentaraterggiro sinal ainda maior.
O centrdbmero portador do terceiro sinal em alguplastas é provavelmente
composto por DNA de cdpia Unica ou por retrotraesepe naquelas plantas com
apenas dois sinais. Desta forma, sédo reconhecidss hépldtipos distintos
(DNA satélite e provavelmente coOpia Unica ou reargposons) para o0
cromossomo ainda desconhecido. De acordo com Gonal. €2012) os
retrotransposons sdo aparentemente a maior fomte garigem de novas
repeticbes satélite na batata. Quatro repeticddggnadas de sequéncias
relacionadas a retrotransposons foram descritas petores par&. tuberosum
A auséncia de repeticbes em tandem no cromossorscordeecido deS.
chomatophilumindica que este centrdbmero esteja em franco process
evolugdo, pela aquisicdo de DNA satélite e migragéouma configuracéo
composta por DNA de cépia Unica e/ou retrotransggmara outra composta
por longos arranjos de DNA repetitivo.

Outro dado interessante apresentado no presenathtveé a existéncia de
trés haplétipos diferentes associados ao Cen2yvamgue este centromero pode
ser composto pelos mondmeros Scl111, Sc92/108 Ai1B889111. Uma hipotese
antiga, de que algumas repeticbes sejam favoreg@dasapresentarem um
comprimento ideal que possa favorecer, por melbofocmacéo estrutural, a
estabilizagdo dos nucleossomos centromeéricos, efbéntemente provada por
Zhang et al. (2014) em arroz e por Hasson et @.3Pem humanos. Esta seria a

justificativa para que o tamanho mais comum dosGm@nos centroméricos ja
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descritos seja de 150 a 180 pb, tamanho idealqoer®@ mondmero dé uma volta
completa em torno de um Unico nucleossomo. As igiest aqui descritas nao
tém o tamanho ideal para conformacdo nucleossémioa, vez que a menor
delas, Sc111, tem mais de 800 pb e a maior, SO&2/11, mais de 3 kb. Casos
semelhantes foram descritos para repeticfes dams alitas espécies de batata ja
estudadasS. tuberosumcom mondémeros d&/9 bp a 5 kb (GONG et al., 2012) e
S. verrucosupcom mondmeros maiores que 390 bp (ZHANG et @14p

Zhang et al. (2014) consideram que diferentes tigees podem
inicialmente surgir no complemento de uma espésiefrer ciclos de expanséo
e retracdo e que ao longo deste processo de ewolugd repeticdo
estruturalmente favoravel a uma melhor conformag#onucleossomos CenH3
acabara por surgir. Tal repeticdo sera seletivaarmantida em seu centrdmero
de origem e eventualmente, por mecanismos néo tneitoconhecidos, invadir
outros centrdbmeros até se fixar na populacao.

Sob este ponto de vista surge a hipétese de gdifeosntes mondmeros
associados ao Cen2 estejam passando por este grateselecdo. Além de
presente no Cen2, o mondémero Sc92/108 esta tambésente no Cenl,
enquanto que Sclll e Sc92/108/111 encontram-seiads® apenas ao Cen2.
A presenca de Sc92/108 no Cenl é um indicativoegie mondmero possa
oferecer alguma vantagem aos centrdmeros.dehomatophilume por isso
esteja presente em mais de um centrébmero do compteraromossémico. Por
esta razdo Sc92/108 é também um mondmero candidgdoar grandes blocos
de DNA satélite em todos os demais centrdbmerosodplemento. Outro fato,
gue também da apoio a esta hipotese, é a exis@a@&z92/108, de forma um
pouco dispersa, em quase todos os centrémeroperimentromeros de ambos
0s acessos d8. chomatophilunfFigura3 A, B, F e G) e da mesma forma em

todos os cromossomos de DM1-3 (Figura 7, G e H).
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Aspectos evolutivos do DNA centromérico erSolanum

O mapeamento das repeticbes centroméric& deomatophilunjgenoma
P) foi realizado em cromossomos metafasicos desdiveespécies dolanum.
Dentre os materiais investigados neste trabalhacolo com a arvore filogenética
utilizada por Gong et al. (2012), construida cosels trabalhos de analise de DNA
plastidial de Spooner et al. (1993), Spooner eillagt997) e Castillo e Spooner
(1997), os mais proximos & chomatophiluredo aqueles portadores do genoma A
(S. verrucosune DM1-3), seguidos da espécie com genonfa. afnesji A espécie
mais distante deS. chomatophilung S. palustre(genoma E), seguida pd3.
lycopersicumo tomate (genoma T).

A repeticdo Sclll, associada a uma das coépiasriddr@eacesso A, esta
presente nas duas copias do Cen3 e Cen9 em DMé&eBfei encontrada nas demais
espécies analisadas. Aparentemente Scl11 surgenoma de. chomatophilurne
em DM1-3 de forma independente, uma vez que espatiches hibridizaram em
diferentes centrdmeros nas duas espécies. Outsibifidsde € de que rearranjos
cromossdmicos em uma ou nas duas espécies emoqtest@am resultado no
reposicionamento do préprio centrdbmero ou dos Béiizados para a identificacéo
dos cromossomos.

Casos semelhantes a este foram relatados parpetistes St18 e St24,
encontradas, respectivamente, no Cenl e Cen9 de3DMihs em diferentes
centrdmeros er8. verrucosunizhang et al., 2014). Sc111 é ainda uma repetigéo q
em DM1-3 pode ter apresentado vantagens adapt&tiyes esta razdo teve sua
distribuicdo ampliada para quatro centrdbmeros dapt®mento, enquanto que &n
chomatophilunocupa apenas um.

Esta dltima hiptese é também aplicavel & repefic@/108/111, presente nas
duas copias do Cen2 no acesso B e qus. earrucosurteve sua distribuicdo ampliada
para além do Cen2, ocupando também o Cen10. @stsemelhante € o da repeti¢éo

Sc83 que devido a variagdo apresentada esta presexbis ou trés centrdbmerosle
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chomatophilume foi observada em cerca de oito centrdmeros euerrucosumA
presenca de ambas as repeticbes em um nUmero aeaiarOMOSSOMoOs ers.
verrucosumé um bom indicativo de que nesta espécie elas neramiesentado
vantagens sobre as demais repeticdes e por ibaotae espalhado.

Sc83 foi também encontrada em cerca de 6 centrérdef® palustreque
dentre as espécies estudadas é a mais distéditeltmatophiluntyma vez que esta
repeticdo ndo foi encontrada em espécies men@ntdist comdS. jamesiie S.
lycopersicum, € provavel que sua origem e8. palustre tenha ocorrido
independentemente da origem &nthomatophilum.

A repeticdo Sc92/108, encontrada em ambos Cenluee@en2 no acesso
A e também presente em uma cépia do Cenl do @eksicencontrada apenas em
DM1-3, onde se localiza nas regides centromérma péricentromérica de todos os
cromossomos do complemento.

De forma geral, as repeticdes isoladasSdehomatophilunfgenoma P),
foram encontradas apenas nas espécies portadogahaima A, seu genoma mais
préximo, indicando que elas foram recentementeificapghas no género.

O presente trabalho mostra que a complexidadeedaéricias centroméricas
em Solanumé ainda maior do que ja demonstrado em comparagfooatros
géneros, uma vez que a variacdo ndo se da apenaengfimeros de um mesmo
complemento, mas se estende a grandes diferenpagnta entre centrdmeros
homadlogos, entre acessos de uma mesma espégdie glantas de um mesmo acesso.
Nossos dados corroboram varias hipéteses previarpesyiostas, como a da rapida
evolucdo do DNA centromérico, do surgimento deréargros compostos por DNA
repetitivo a partir daqueles compostos por DNAdeec(inica e de que uma repeticéo
satélite pode surgir inicialmente em um Unico éentro e entdo invadir os
centrdmeros de todo o complemento. Além dissoadesdaqui relatados langcam luz
sobre a origem e organizacdo dos centrdbmeros de fgeral, especialmente em

relacdo ao DNA repetitivo que os compdem.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela Suplementar 1  Sequéncia de nucleotideos das repeticdes centraméde

Solanum  chomatophilum obtda a partir de
seqguenciamento na plataforma 454.

Repeticédo

Sequéncia de nucleotideos

Sc83

aataccctcactaagggactagtcctgcagggtttaaacgaattagatetiatcaccaaaatagg
caaccacaaatttccctatgaagggtttcatcacatgattcatgagaagagtaccaggagcatta
atggcatcatcaccaaccattcatatagaccaaacttggtcttgatttgtgatcatcaccggggtt
catccgaatttgatgataaccactcctaagatcaattttcgaaaaagaacaattcaactcatcaa
gcatatcatctaacctaggaataggatgatgatactttaccgtagatugcttggcagtcagcac
acatgcgccatgttccatctttctitggaaccaatagaaccggcaajggactcatgctctectte
acgcaacctttgttgaggagttcctcaacttatctttgtagctccttggtgeggattgcttctataage
cggcttgtitggcaattgtgatcctggcacaaaatcaatttgatgtteatjaagttggggegatttc
acttggaagctcctttgggaagacatcctcataatcattactgcaaapgamtagaattgagaag
agaagaaatgagacttgttagtttgtagcacatgatccctatgtgig@tsaaggaactttcggac
tcaatttcctcccttatctctttgtaattagccaacaacacttgggctitttaacttcctccgetectect
cttcttggetctcggectccacgtgttcctcttcacacttcttcttticgattcactcatectttatcattga
ctttgagagggggtcatagggatgaagaacattcttatgatcattcagaatacttgttggtect
cccatcatgtttggttgaacgatcatgttgccaaggtctcccgagtatgazaagcttgcattggga
ccacatcacatagaacctcatcttgatacttcccgatcttgaacttigattgtcgatgcaccctcaa
ttctccacactcacccaaccattgaagtttgtaaggtgtagcatggitaggaagttitaagaattcc
actaatgcagtactagcaacatttgcacaacttcctctatcaatggaagacattatccttgatga
agaagcacttggagtgaaataaactctccctttgactcggatcatttaygaaccattgctegte
tcaccacatatagaggagcgacactctctccttctttgacgcaaagfytttctccatcttcaaactc
atcctcttcttgaggatcttcttcacaaccttcttcttgcteccttaattaagatatatttccectecttgaa
gtagggcaatcagtcgattgggacactcacgcattatatgaggatcatttgegacattgaatitttt
gtcttgcattaacacggcttccaatgcctacttttactagcatcacatticaaatattttatcaaaatc
aggtaattgcaacagaggagcggaactaagcatagattttaaagaegtitggcttgttcctctc
cccacttaaaaaggttttatctttaggattacctcagtcaagggggtdgtactaaaacctttgaca
aatcgtctataaaaactagccaacccatgaaagcttctaacatgattamiggaattggccaattc
acccctcttcaactcacaacaaaacctaagaagacaacttcatcaatgiaeacttaacaagatt
agcataaagttgttccttcctaagcacatcaaacacacatctcaaaitpiigaaagggcgaattc
gcggcecgctaattcatcgec
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Sc92

gcgatacctcctagggactagtcctgcaggtttaaacgaattcgcaatijetaaacatagtcctc
gaatcttgaggacataccaaagacatggaagagtgaagcaatccaammycacaatctce
tcctagttaccacaacctacactggtagtaaaatagaagaaagggeatggcacgtactaagta
tgaggatatgcaaaacatgctaaaaaggacatttatttggaagetatigcitattttgaataaaatc
tcatgaacatcaacataataggcaccttacaagtcacaaccaacgateat@dgctticacaatac
ctcataaacatacataacccatttacctttaccttcttgccttggtotctaagtaacccttaagcaat
acctttgtgcaatgtatgggcaacgtcccataccatcacccacactaaggettaaggtcacaca
aagtgcacttaccatgcatacctcaaccttcaccaattaatcacaitatgagcacataagccaac
aagtcacttcataaaactagaacactcatcaaatgtcatcccaagtdgé@agacatggtgag
gcagcccatactacctctccataccacacccaagtgatccttaagupage@aagctccatcca
catctcaacataaatcgctcattcaacttaatgcatttaaacaamdttzdtgacataagatcatcac
atacattcaattcaacataagcacttacattcaattcattatgattaaattagcatgctcaaggacc
aacactttcattaattagcccaataagactcattcattcattateattgetacaccaaggatctcectt
aaatgtctacttgtgcaatgtctagatgatgtcccattccaccacteagtagtacacccttaagag
accctagttcattcattcattaatggggggggagagccttaaccgacattggagcttgacatgg
aatcccggtaatacccttaccggatgagggatccccacttgcctagggtadtctittagecttta
cgtggtagagaccactagctagtcctatgtgggcacatagttaaggag@aftgcttctaagtac
ccacatctcaactaacgacggggcacccatcttaagggttgctactaaattctcaactaacga
aggagtaagggcgaattcgcggec

Sc108

aagggactagtcctgcaggtttaaacgaattcgcccttcattcatiagigitggattcaaagatg
agaaaacctttcatctaggaacccattcatttaaaggagtacttatgi@gtacaatagacccaac
tttcattcattagcattaactcccattcttttcattcattcatacatdtcattcttcactaggtgtgagag
taggtaaacatagtctatcctaacctcaccttcattaaagtcattGapmag@caaccaagcataac
acataaagtctctacacaaggtcacctttcatgctcttagaccat#ttmeataatatcacattacctt
cacataatcaacattactcaaaacaacaatcatccaactttgcctanstggiracaacatacttat
aaagtaaacacctccccactttcaaagggatcaaaccttacaatittmeaazcatatatataaaat
actagaatcaataatctattcacaacttcatcatcatcataaacctegaftgcccattcaaggeca
acatacaatgtaacacaattgaccatcaattcctcataattcaat@taaataaatcaatagccc
ataacaatctacacattaatatcacattattagctcataatcaatagiizgycccaaaaattggat
ttcaagatatgcaagggttcatggaagtttttattatcttaaaactaticea ataaatcattatttgaa
atactttcatgcaagaacccaagattagaatgaaatttgggttttttigepaaacattgaaatcac
tttgatttggctctitgattaagggcgaattcgcggecgcetaaattmgattta

Scill1

Ctgtgggaaggcgatgcgggccttcgcetattcagetggcgaaaggdggtigaaggegataa
gttgggtaacgccagggtttcccagtccgacgttgtaaaacgacggeadigtaatacgactca
ctatagggcgaattgaatttagcggccgegaattcgeccttaatgtiggaytgatatgctatgga
gaagtaagttcctccaaagaaatgagaaatggtaaagttttgtgagtgtftagatgttattcctact
tccttgaattgcatgaaagtcttgttgtaatgctttttatgtggagitjattccttgatatgtgetgtagt
agtgatattacatgcttgttgtgggcttctagtcctagggtcttachetttgaagtgtcattcgagg
acgaatgttcccaagtgggggatattgtaacacccctcaaaatgaatazagiagagcectcacat
gggttttatgcattaataacttgttaaaataatgaagaatagcdtttigigcttatggtttatgctcac
caacttgaggagacgaagcttaggaagatgaatagagatatgaagaggggtatgaacaaa
accaatctaggtctaagaagaggttctataaccaagattcttcaagaatgatagggtgtctaac
cctaaacctcaaagagggaatggaggtggttctacttitgagagattarigcettgtggaaagc
aacattaagggcgaattcgtttaaacctgcaggactagtccctttagtgag
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ARTIGO 2

Retrotransposons centroméricos e pericentroméricos em Solanum
L.

Oliveira, LC; Macas, J; Jiang, J; Torres, GA
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RESUMO

Retrotransposons LTR sdo componentes abundantesogtrédbuem para o alto
dinamismo dos genomas devido a capacidade de seremoymodificando a
organizacdo genbmica. O sequenciamento do genombat#a $Holanum
tuberosun revelou que pelo menos 62,2% de seu genoma ditadohs por
DNA repetitivo, dos quais 29,4% sao retrotranspssiofiR. Utilizando estes
dados de sequenciamento, foram identificados &#stransposons LTR (Stl1,
St6 e St73) da superfamiliby-3 Gypsy A distribuicdo gendmica dos trés
elementos foi verificada por meio de hibridizagi&iositu fluorescente em
cromossomos mitéticos da bataga {uberosuin do tomate $. lycopersicuine
de outras quatro espécies de batatas selvag&is vérrucosum, S.
chomatophilum, S. cardiophyllune S. palustrg Stl estd concentrado
principalmente nos pericentrdbmeros de todas asiespénvolvidas no trabalho
e é o elemento mais abundante no genoma da batéteencontrado de forma
bastante dispersa em todos os genomas analisadpgpresentou localizacdo
preferencial. St73 localizou-se quase que exclowvde nos centrdbmeros de
todos os cromossomos da batata e de alguns cromossieS. verrucosurrS.
chomatophilume S. palustre St1 e St6 sado retroelementos mais antigos
enquanto que St73 parece ter surgido mais recenterm® géneroParecem
existir mecanismos de controle para insercao es@&aailos retroelementos aqui
descritos e existem indicios de que Stl e printipate St73 sejam importantes
para os centromeros &e tuberosure de outras espécies Selanum

Palavras-chave: Retrotransposons LTR. Retrotrangsgoscentroméricos.
Centrédmero. Batat&olanum
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ABSTRACT

LTR retrotransposons are abundant components thatriteute to the high
dynamics of the genomes due to its ability to mawe change the genomic
organization. The potat@6lanum tuberosungenome sequencing revealed that
at least 62.2% of its genome is repetitive DNA. Thajor fraction (29.4%) is
made of LTR retrotransposon. Using these sequerdatg, threely-3 Gypsy
LTR retrotransposons were identified: Stl, St6 &td3. Their genomic
distribution was verified by fluorescenda situ hybridization in mitotic
chromosomes of potat&(tuberosuiy tomato §. lycopersicupnand four other
wild potato speciesS. verrucosumS. chomatophilupS. cardiophyllumandsS.
palustre. Stl is mainly concentrated in the pericentromeoé all species
involved in this research and is the most abuneéarhent of potato genome.
St6, found dispersed throughout the analyzed gespst®wed no preferential
location. St73 was located almost exclusively ia tdentromeres of all potato
chromosomes and in some chromosomeS.oferrucosumsS. chomatophilum
andS. palustre St1 and St6 retrotransposons are older while &¢é&s to have
emerged more recently in the genus. The data sutfggsnsertion and excision
of these retrotransposons are controlled and ttiataBd especially St73 are
important toS. tuberosunand otheSolanumcentromeres.

Keywords: LTR Retrotransposons. Centromeric regraposons. Centromere.
Potato.Solanum
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1 INTRODUCAO

Genomas vegetais sdo extraordinariamente dinamiates acordo com
Ammiraju et al. (2007) uma forca determinante ddotesse dinamismo € o
fluxo de retrotransposons, que pode resultar emragibes dramaticas no
tamanho e na organizacdo gendmica.

Retrotransposons sdo elementos genéticos capazes® daoverem
dentro do genoma. Para que a transposicao ocomealigada a transcricao
reversa do RNA transcrito do retroelemento, prasiiziuma molécula de dupla
fita de DNA que ira se inserir em um sitio alvo KER et al., 2007). Dessa
forma, cada ciclo completo de replicacdo produz nma cépia do elemento,
fazendo dos retrotransposons os principais cormtidsi para a fracao repetitiva
dos grandes genomas (KUMAR; BENNETZEN, 1999).

Estes retrotransposons geralmente contém dois: ggesgjue codifica uma
poliproteina estrutural semelhante as de vip,e&jue codifica proteinas necessarias
para a replicacdo, como a transcriptase revers#is&®Nntegrase e proteinase
aspartica (WICKER et al., 2007). Dentre as ordeffisidas para esses elementos, a
ordem LTR (do inglés Long Terminal Repeat) é carsida como a mais importante
por ser a mais abundante nos genomas vegetais, monsaso do milho onde
representa mais de 50% do genoma (SANMIGUEL 396, 1998).

Retrotransposons LTR sao posteriormente classdcagém cinco
superfamiliasTY-1 Copia, TY-3 Gypsy, Bel-Pao, RetrovielsRVs cada uma
delas subdivididas em familias, sendo que espémes genomas grandes
podem conter milhares delas (WICKER et al., 200&s familias de
retrotransposons vegetais diferem consideravelmemas das outras nao
somente por sua sequéncia e estrutura, mas tamdéddo d sua distribuicdo
cromossémica. Enquanto que algumas séo dispemasaarente localizacao
preferencial, outras se concentram em regifes @®dnuicas bastante
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especificas (KEJNOVSKY et al., 2006; BALINT-KURTi &., 2000).

Retrotransposons LTR se acumulam com bastante éinegu nos
centrbmeros e pericentrdmeros, tanto de plantasntquale animais
(PIMPINELLI et al. 1995; COPENHAVER et al. 1999; BOELER et al.
2001; CHENG et al. 2002). Existem evidéncias de cueatividade
transposicional dos retroelementos LTR centromércfiuenciem na dinamica
evolutiva dos centrdmeros, bem como em sua estratfuncao, pela geracdo de
novas insercdes que posteriormente podem passar ppoessos de
recombinacdo homéloga ilegitima ou desigual (MAakt 2007; WU et al.,
2009). SegunddPlohl, Mestrowt e Mravinac (2014),a compreensdo dos
mecanismos de acumulagdo, diversificacdo, capaxidéal interacdo com
proteinas e distribuicdo dos retroelementos é eisdepara o completo
entendimento de seu impacto nos genomas de forms gdambém nestas
estruturas, como os centrdbmeros, onde eles prefeh@ente se acumulam.

O sequenciamento completo do genoma da bat&alafum
tuberosumL.) revelou que pelo menos 62.2% do genoma ¢é itoitkd de
DNA repetitivo, dos quais 29.4% sao retrotranspesdilrR. Essas
porcentagens devem ser ainda maiores visto queMhil{14% do tamanho
esperado de 844 Mb) ndo foram incluidos no gendnad € provavelmente
sdo compostos por DNA repetitivo, previamente estios em cerca de 75%
do genoma por meio de sequéncias BAC e cosmid€aS¢P2011).

Diante da reconhecida importancia dos retroelensdfifd®® na dinamica
e evolucdo dos genomas e de estruturas cromosshnucabjetivo deste
trabalho foi verificar a existéncia e distribuigdestes retroelementos no genoma
da batata$. tuberosuine analisar seu padrédo evolutivo em espécievadhs e

selvagens do géneBnlanumL.
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2 MATERIAL E METODOS

Identificacdo dos retroelementos a partir de dadosde
sequenciamento 454

Cerca de 1.240.000 reads, com comprimento médio 36&
nucleotideos, totalizando 447 Mb (53% do genomddidg da batata - 840
Mb) foram disponibilizados pelo Consércio de Seqigmento (PGSC).
Estes reads foram inicialmente avaliados para e&clude sequéncias
indesejaveis. As sequéncias remanescentes foradasigsmra reconstrucéo
das sequéncias repetitivas de acordo com a mefgidodiescrita por Macas
et al., (2007).

Material genético

DM1-3 516R44 (DM1-3, 2n=2x=24, genoma A), o clonenoploide
homozigoto duplicado usado para montar o genontaatita (PGSC, 2011)
foi utilizado como representante da batata culévésl. tuberosui sendo
usado para a caracterizacdo das sequéncias idadtf na etapa anterior.

A investigacado do padrdo evolutivo dessas sequéroiarealizada
em espécies selvagens de batata, incluindo repgesgen dos diferentes
genomas basicos identificados no génSovanum S. verrucosunschitd! .
(2n=2x=24, genoma A)S. chomatophilunBitter (2n=2x=24, genoma P) &.
cardiophyllumLindl. (2n=2x=24, genoma B). O tomat8.(lycopersicunt..,
2n=2x=24, genoma T) 8. palustrePoepp. ex Schltdii2n=2x=24, genoma
E) foram utilizadas como representantes de espéistantes da batata.

As sementes foram obtidas do USDA/ARS, Potato thiction
Station, Sturgeon Bay, Wisconsin, USA. Todos os ogpons foram
cultivados em casa de vegetacédo para obtencaaltbeila@s e tecido foliar.
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Experimentos com FISH
- Preparac6es cromossémicas para analise de met&anitética

Pontas de raizes foram coletadas de plantas jemertasa de vegetacdo e
pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina 3mM por 3teraperatura ambiente, lavadas
por 30 min em agua, fixadas em solugdo fixadoraaBok 1 &cido acético e
armazenadas a -ZD. As pontas de raiz fixadas foram lavadas tréesvem agua
destilada por cinco minutos cada e a regido mewdiea foi transferida para
solucéo de enzimas contendo celulase 4% e pecBfaper cercade 1 h a 37°C. A
solucéo enzimatica foi entdo substituida por agstlada gelada e ap6s 30 minutos
as pontas de raiz foram transferidas para solugadofa. Para o preparo das

laminas utilizou-se o método de secagem a chama.
- Amplificacdo e marcacao das sondas

Primers com 20 nucleotideos foram desenhados par do programa
Primer 3 v.0.4.0 (ROZEN AND SKALETSKY, 2000) paranglificacdo via
PCR (Reag¢do em Cadeia da Polimerase) de uma parteadh uma das
sequéncias identificadas a partir dos dados deese@mento 454, todas com
cerca de 1kb. As reacBes de amplificacéo foraradaisando DNA gendmico
isolado de folhas jovens do genétipo DM1-3 usan#it para extracdo de DNA
gendmico QIAGEN (Valencia, CA). Os produtos da &mafpram visualizados
em eletroforese com gel de agarose 1% para comfffondo tamanho do(s)
fragmento(s) e verificacdo do padrdo de amplifioaca

Os produtos de PCR foram marcados com biotina-1B-Udu
digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostic, Indianag)olbor meio de reacéo
“nick translation” padrdo e o tamanho dos fragmembarcados foi confirmado

em eletroforese com gel de agarose.
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- Hibridizacéo e deteccado das sondas

Os cromossomos mitéticos foram desnaturados camefoida 70% em
SSC 2x, por cerca de 1,5 min & 85e desidratados em série alc6olica: etanol
70% (-20°C); 90% e 100% por 5 min cada. A mistura de hibddéo
(Formamida 50%, SSC 2x, sulfato de dextran 10%.@ED-ng de sonda
marcada) foi desnaturada por 8 min a®@% resfriada em gelo por pelo menos 5
minutos. A mistura de hibridizacdo foi aplicada reoba preparacéo
cromossdmica, coberta com laminula 22 X 40 mm, d@dzom adesivo de
borracha e colocada em camara Umida por no mingmdas.

A deteccdo das sondas foi feita com o uso dosaaptis streptavidina
conjugada com alexafluor 488 e antidigoxigeninajugeda com rodamina
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) apés lavagesisingentes com tampao
SSC 2x e TNT. Os cromossomos foram contracorados1 dAPI
(diamidinefenilindole) em meio de montagem “antéad/ectorShield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). As imagens foram teemas usando uma
camera Qlmaging Retiga EXi CCD acoplada a um midiie de fluorescéncia

Olympus BX 60 e o contraste final feito com o saiftesPhotoshop CS5.
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3 RESULTADOS

Analises bioinformaticas permitiram identificarstn&troelementos: Stl, St6 e
St73, com comprimentos de cerca de 6.6, 8.1 elbrédpectivamente. Eles foram
classificados como pertencentes a ordem LTR e fangiéa Ty-3 Gypsy Na
classificacéo dentro da superfamilia, Stl apresesgmelhancas a retrotransposons
da linhagemAthila enquanto que St73 e St6 sdo cromovirus, linhageacterizada
pela presenca de um cromodominio (dominio modiicadh organizacdo da
cromatina). Dentre os cinco clados existentes hdidsdo dos cromovirus, St73
pertence ao CRM enquanto que St6 pertendeleay

Os experimentos com a hibridizaciositu fluorescente (FISH) revelaram
ampla distribuicdo destes retroelementos no gerden®M1-3, bem como nos
genomas de outras espécies do géBelanumanalisadas. O padrao de distribuicdo
gendmica foi diferenciado para cada um dos retrg@sons.

St73 tem localizac@o quase que exclusiva nos ceetod de DM1-3 (Figural
A-C) e esta presente em todos 0os cromossomos gaeroemto. O nimero de copias
do retroelemento por cromossomo € variavel, sendis abundante em alguns
centrdmeros do que em outros. St73 foi tambémifidadb, com menor abundancia,
nos centrébmeros de. verrucosun(Figural D-F)S. chomatophilunfFigural G-I) e
S. palustr€Figural J-L). Ele esta presente em aproximadaniénteomossomos da
primeira espécie, oito da segunda e seis da teréaisa repeticdo estd ausenteSem
cardiophyllume emS. lycopersicum.

Stl é, dentre as sequéncias aqui estudadas, prgserga maior abundancia no
genoma de DM1-3 (Figura2 A-C). O retroelement@ffmiontrado em todas as espécies
avaliadas, porém em menor quantidade SncardiophyllumsS. lycopersicune S.
palustre e é localizado principalmente em regifes perimemwtricas. Ele esta também
presente nas regides intersticiais dos cromossames,sua abundancia diminui a
medida gque aumenta a proximidade dos telémerase pape também ser observado

principalmente erss. verrucosur(Figural D-F) &. chomatophilurgFigura 1 G-I).



DM1-3 (genoma A) S. verrucosum (genoma A) S. chomatophilum (genoma P) S. palustre (genoma E)
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Figural Distribuicdo de St73 por meio de FISH com marcaedmelha nos cromossomos de espécies diploide2X2p4)
de Solanum(A) Cromossomos de DM1 corados com DAPB) Sinais de FISH gerados em todos 0os cromossomos
de DM1-3(C) Localizacédo da sequéncia nos cromossomos de D{ia]-Bromossomos d8. verrucosunsorados
com DAPI(E) Sinais de FISH gerados em cerca de 16 centromef®swerrucosunfF) Localizacdo da sequéncia
nos cromossomos @& verrucosuniG) Cromossomos d8. chomatophilurnorados com DARH) Sinais de FISH
gerados em cerca de 8 centrdmerossdehomatophilunfl) Localizacdo da sequéncia nos cromossomaS. de
chomatophilum(J) Cromossomos d8. palustrecorados com DAP(K) Sinais de FISH gerados em cerca de 6
centrébmeros d8. palustrél) Localizacdo da sequéncia nos cromossom@&s palustreBarras: S5um.
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DM1-3 (genoma A) S. verrucosum (genoma / S. chomatophilum (genoma P) | S. cardiophyllum (genoma B) S. Iycopersicum (genoma T 8. palustre (genoma E)

Flguraz Distribuicdio de St1 por meio de FISH com marcagidernos cromossomos de espécies diploides (2n4Rge?2
Solanum (A) Cromossomos de DM1-3 corados com DAB)ISinais de FISH gerados em DM1€) Localizacéo
da sequéncia nos cromossomos de DMD)3Cromossomos d8. verrucosuntorados com DAP(E) Sinais de
FISH gerados er8. verrucosur(F) Localiza¢do da sequéncia nos cromossomé@ derrucosurfG) Cromossomos
de S. chomatophiluntcorados com DAP({H) Sinais de FISH gerados e® chomatophiunil) Localizacdo da
sequéncia nos cromossomosSiechomatophilunJ) Cromossomos d8. cardiophyllumcorados com DAP(K)
Sinais de FISH gerados e®n cardiophyllum(L) Localizagdo da sequéncia nos cromossomds. dardiophyllum
(M) Cromossomos d8. lycopersicuntorados com DAP(N) Sinais de FISH gerados e® lycopersicunfO)
Localizacédo da sequéncia nos cromossomé teopersicunP) Cromossomos dB. palustrecorados com DAPI
(Q) Sinais de FISH gerados énpalustr€R) Localizacéo da sequéncia nos cromossom@&s palustreBarras: Sum.

TOT
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Em DM1-3, embora Stl seja muito abundante nasaggéricentroméricas,
€ possivel observar na maioria dos cromossomosfalhgado sinal exatamente na
regido centromérica, revelando sua presenca pdugwante ou até mesmo sua

auséncia no centrdmero (Figura 1C e Figura 3).

Figura 3 Alguns cromossomos de DM1-3 selecionados como ekepgra
melhor visualizagdo dos grandes sinais proveniatgesonda Stl na
regido pericentromérica e presenca reduzida oa d@iéses sinais na
regido do centrémero. Barra: 2.5 um.

O retroelemento CL6 tem distribuicAo ampla e unif®mo genoma de
DM1-3, aparentemente sem localizacdo preferenéigufa4 A-C). Ele esta
presente de forma bastante dispersa por todo®o®ss0mMOs e ausente apenas
nas regides teloméricas e subteloméricas. O retregito foi encontrado em
todas as demais espécies analisadas (Figura 4)distribuicdo semelhante a
observada em DM1-3, porém com menor abundanciaSernardiophyllum
(Figura4 J-L) S. lycopersicunfFigura 4, M-0O) 5. palustrgFigura 4 P-R).



DM1-3 (genoma A) S. verrucosum (genoma A) S. chomatophilum (genoma P) S. cardiophyllum (genoma B) S. Iycopersicum (genoma T) S. palustre (genoma E)
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Figura 4 Distribuicdo de St6 por meio de FISH com marcagémles nos cromossomos de espécies diploides (2n4Rxke2
Solanum (A) Cromossomos de DM1-3 corados com DAB) Sinais de FISH gerados em DMI@) Localizacdo da
sequéncia nos cromossomos de DMDP Cromossomos d8. verrucosuntorados com DAP(E) Sinais de FISH
gerados enS. verrucosunfF) Localizagdo da sequéncia nos cromossomadS. derrucosun{G) Cromossomos d.
chomatophiluntorados com DAP(H) Sinais de FISH gerados €& chomatophiur(l) Localizacdo da sequéncia nos
cromossomos d8. chomatophilur@) Cromossomos d8. cardiophylluntorados com DARK) Sinais de FISH gerados
em S. cardiophyllum(L) Localizacdo da sequéncia nos cromossomoS. deardiophyllum(M) Cromossomos d&.
lycopersicumcorados com DAP(N) Sinais de FISH gerados e® lycopersicunfO) Localizagdo da sequéncia nos
cromossomos d8. lycopersicum{P) Cromossomos dB. palustrecorados com DARIQ) Sinais de FISH gerados €8
palustre (R) Localizagdo da sequéncia nos cromossom&s palustreBarras: Spum.

€0t
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4 DISCUSSAO

St73 é, dentre as sequéncias aqui estudadas,roelertento de destacada
importancia devido a sua localizagcdo centromégteadivide o clado dos retrovirus
CRM com inmeros outros retrotransposons de l@ggliz também centromérica
(GORINSEK; GUBENSEK; KORDIS, 2004; GORINSEK; GUBEHS;
KORDIS, 2005; KORDIS, 2005), que ja foram caraztaios, dentre outras
espécies, no trigo (LIU et al., 2008), milho (NAGIA#t al. 2003a; ZHONG et al.
2002), arroz (BAO et al., 2006), cana de aclcarGMKI et al., 2005) e cevada
(HUDAKOVA et al., 2001; PRESTING et al., 1998).

Os centrdmeros dos eucariotos séo, de forma gemlpostos por duas
classes de DNA repetitivo: 0 DNA satélite e osatansposons (PLOHL;
MESTROVIC; MRAVINAC, 2014). O DNA satélite centromérico, cpomente
majoritario de inimeros centrdmeros, é geralmertrservado dentro da
espécie, ou seja, uma Unica repeticdo satéliteocas delas compdem todos o0s
centrdbmeros dentro de um complemento cromosséniomo ocorre em
Arabidopsis(NAGAKI et al.,, 2003b) e humanos (WILLARD, 1998)orém
guando se faz uma comparacdo das repeticdes esatélitromeéricas entre
espécies, 0 nivel de homologia geralmente é baxeendo grandes diferengas
até mesmo entre espécies proximamente relaciofladiset al., 2005).

Algumas poucas espécies apresentam configuractakagoes do DNA
centromérico e uma delas é a bat&a tgberosuim Alguns centrébmeros da
espécie sdo compostos por DNA de cépia Unica, cégneomum para DNA
centromérico, e outros por DNA satélite. O maisnessante é que cada um dos
doze centrdmeros da espécie apresenta uma cogiiguimica do DNA, nado
tendo sido encontrada qualquer sequéncia conseguedastivesse presente em
todos eles (GONG et al.,, 2012). Dessa forma, St78tééentdo o Unico
componente genético bem conservado e presentedms & centrdmeros da
batata, um indicativo de que ele desempenhe almpurtante papel. Como foi
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também encontrado ef®. verrucosum$S. chomatophilune S. palustre St73
apresenta ainda relativa conservacao entre asiespiecgéner&olanumo que
esta de acordo com a afirmacao feita por Nagadi ¢€2009), de que enquanto o
DNA satélite centromérico evolui rapidamente, ostroteansposons
centroméricos parecem evoluir de forma mais lenta.

A grande maioria dos retrotransposons centroméjicestudados é
ativamente transcrita (WEBER; SCHMIDT, 2009; TOPP at., 2004;
NEUMANN et al., 2007). Jiang et al. (2003) atribu@nesta transcricdo a
base da substituicdo das histonas H3 por historexeH8 (variantes da
histona H3 centrdbmero-especificas essenciais paranamtagem do
cinetécoro e para o estabelecimento e a manutengddo funcéo
centromérica). A hip6tese de Jiang et al. (2003yisua partir de uma
sugestéo feita por Henikoff et al. (2001) de quruhbstituicdo das histonas
se d& durante a transcricdo, um momento que seojigho para a troca
devido a desestabilizacdo ou desmontagem dos rasdewms. Uma vez
gue, em termos de composi¢cdo geneética, 0s prircigamponentes
centroméricos sao o DNA satélite, que geralment édaranscrito, e o0s
retrotransposons (PLOHL, MESTRO& MRAVINAC, 2014), a
transcricdo destes Ultimos seria elemento chaveeterminacao da funcao
centromérica por propiciar a incorporacdo da CeniM3edita-se também
gue os promotores de retrotransposons centromésef@n importantes
ndo somente para sua propria transcricdo, mas tanpada a transcricdo
de sequéncias adjacentes a eles (JIANG et al.,)2003

Outro indicativo de que a transcricdo dos retrapmsons seja de
fato importante para os centrémeros foi a obsewvalgique os transcritos
do retrotransposon centromérico CRM do milho pemecam diretamente
ligados a cromatina centromérica, o que sugereetee desempenham um

papel estabilizante em sua estrutura (TOPP e2@04).
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Em alguns dos centrdbmeros de todas as espécieppsentaram St73
€ possivel observar a existéncia de grandes blgoostituidos por este
retroelemento, o que é um indicio de que hajarai organizacdo em tandem.
Esta estrutura em tandem de retrotransposons, anmoomum, foi também
descrita para retrotransposons ndo LTR Estraodon nigroviridis,0 peixe
baiacu (BOUNEAU et al., 2003)

Embora tanto St73 quanto St6 sejam cromovirus, sritaiicdo
gendmica verificada para os dois retroelementosbfstante diferente. Os
cromovirus sao caracterizados pela presenca derammodominio, que é um
dominio envolvido no remodelamento da cromatina eegulacéo da expresséo
génica nos eucariotos durante seu desenvolvimed@VIKOVA, 2009).
Embora ele esteja presente em todos os cromosgigsndoKordis (2005) os
componentes do clado CRM, ao qual pertence StF8sapam cromodominio
diferenciado, e acredita-se que é este sitio difémdo que garante a correta
ligacdo dos retroelementos a regido centromérith. [®rtencente ao clado
Tekay, que ndo possui tal sitio, apresenta porecuéscia distribuicdo mais
ampla e desempenha provavelmente funcéo estransalromossomos.

Stl, que apresentou localizacdo preferencial petiomérica, pode
também desempenhar uma relevante funcdo no gen@mhathta. De
acordo com diversos autores, retroelementos na8egericentroméricas
desempenham um importante papel no recrutamento edeimas
modificadoras de histonas e também na manutencabetlrocromatina
pericentromérica, fundamental para o controle decominacdes
envolvendo os centrémeros (BENDER, 2004; HALL et2802; LIPPMAN
et al. 2004; VOLPE et al. 2002; ZHONG et al. 200R2m Saccharomyces
pombe por exemplo, foi mostrado que repeticdes centraragé presentes
nos pericentrdbmeros sdo necessérias para a fornadweterocromatina
mediada por RNAIi (FOLCO et al., 2008; KAGANSKY dt,£009).
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Tratando-se, por fim, dos aspectos evolutivos, &t$t6, uma vez
encontrados até mesmo nas espécies mais distaritemeacionadas &.
tuberosum sédo retroelementos bem conservados e provavensemgiram
no género antes da divergéncia das espécies alais§tl aparentemente
enfrentou pressfes seletivas distintas entre aéciesy) uma vez que sua
abundancia e distribuicdo é bastante semelhante BM1-3,S. verrucosum
e S. chomatophilummas diferente do que se observa@&ntardioplyllum, S.
lycopersicume S. palustre St73, presente nas espécies com genoma A, P e
E, parece ter surgido mais recentemente na hisgradutiva do género.
Uma vez que esta repeticdo ndo foi encontradaSernardioplyllume S.
lycopersicumque sé@o espécies mais proximas das espécies@momg A e
P, é possivel que sua origem &n palustre(genoma E) tenha ocorrido
independentemente das demais espécies.

Nossos resultados sugerem a existéncia de sitiefergnciais e
mecanismos de controle para a insercao dos diéereatrotransposons e trazem
indicios de que Stl e principalmente St73 sejarneltmentos importantes para

os centrémeros de. tuberosure de outras espécies Selanum
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