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RESUMO

Sequéncias repetitivas sao responsaveis por grandes diferencas entre 0s genomas, pois variam
mais rapidamente que sequéncias uUnicas. Além disso, eventos de recombinagdo entre
sequéncias repetitivas similares podem levar a rearranjos cromossémicos. No género
Phaseolus, o grupo Leptostachyus, com trés espécies incluindo P. leptostachyus e P.
macvaughii, apresenta cariotipo disploide devido a uma insercdo céntrica, aléem de varias
translocacdes. O objetivo do trabalho foi investigar a fracdo de DNA repetitivo dessas duas
espécies e analisar sua possivel relacdo com a ocorréncia de rearranjos. Para isso, suas sequéncias
repetitivas foram comparadas com as de outras 11 espécies, trés delas cariotipicamente estaveis.
As sequéncias foram agrupadas por similaridade no RepeatExplorer e a ferramenta Tarean foi
usada para identificacdo de DNAs satélites. As principais sequéncias foram localizadas in situ.
Os elementos Ty3/gypsy, mais especificamente a linhagem Chromovirus, foram o0s mais
abundantes em Phaseolus e tiveram uma distribuicdo cromossomica preferencialmente
pericentromérica. A variacdo na abundancia das principais linhagens de elementos
transponiveis entre espécies de Leptostachyus foi similar a variagdo entre as mesmas e as
demais espécies do género, sugerindo rapido turnover no grupo. Os DNAs satélites
compartilhados revelaram padrées de distribuicdo cromossémica diferentes entre as espécies,
confirmando sua rapida evolucdo no genoma. A distribuicdo atipica de um dos satélites se
mostrou compativel com uma possivel associacdo desse com 0s rearranjos cromossdmicos

frequentes no grupo.

Palavras-chaves: Chromovirus; DNA satélite; rearranjos cromossémicos; retrotransposons.



ABSTRACT

Repetitive sequences are responsible for large differences between the genomes because they
diverge faster than unique sequences. In addition, recombination events between similar
repetitive sequences may lead to chromosomal rearrangements. In the Phaseolus genus, the
Leptostachyus group, with three species including P. leptostachyus and P. macvaughii, presents
disploid karyotype due to a centric insertion, in addition to many translocations. The aim of this
work was to investigate the repetitive DNA fraction of these two species and to analyze the
possible relation with the occurrence of rearrangements. For this, their repetitive sequences
were compared with 11 other species, three of which were karyotypically conserved. The
sequences were clustered by similarity in the RepeatExplorer pipeline and the TAREAN tool
was used to identify satellite repeats. The main sequences were located in situ. The Ty3/gypsy
elements, more specifically Chromovirus, were the most abundant in Phaseolus species and
had preferentially a pericentromeric chromosomal distribution. The variation in abundance of
the main transposable lineages between Leptostachyus species was similar to the variation
between them and the other species of the genus, suggesting rapid turnover in this groupShared
satellite DNAs revealed different patterns of chromosome distribution among species,
confirming their rapid evolution in the genome. The atypical distribution of one satellite family
was compatible with a possible association of this and the frequent chromosomal

rearrangements in the group.

Keywords: chromosomal rearrangements; chromovirus; retrotransposons; satellite DNA.
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1 INTRODUCAO

A especiacdo e a diversificagdo das plantas estdo relacionadas a mudangas no genoma
nuclear. O genoma é constituido por sequéncias de cdpia Unica e por até 90% de sequéncias
repetitivas, segmentos de DNA que estdo presentes em multiplas cépias. Essas sequéncias
repetitivas sdo consideradas geradoras de grandes diferencas entre 0s genomas, uma vez que
acumulam variacbes na sequéncia e niamero de cdpias mais rapidamente que as sequéncias
Unicas durante a evolucéo, inclusive entre espécies proximas (Mehrotra e Goyal 2014).

As alteragdes no genoma também podem afetar desde um segmento cromossémico a
um conjunto cromossémico inteiro, sendo tanto numéricas (poliploidia e disploidia) quanto
estruturais (rearranjos cromossdémicos) (Guerra 2008; Stormea e Masonb 2014). Geralmente,
essas mudancas na configuracdo do cariotipo resultam principalmente de eventos de
recombinacdo entre sequéncias repetitivas similares que podem levar a fusdes, fissdes,
translocagdes e inversdes cromossomicas (Schubert e Lysak 2011).

Mais recentemente, os avancgos nas tecnologia de sequenciamento gendmico de nova
geracdo (NGS) tém permitido explorar genomas de um nimero cada vez maior de espécies,
permitindo caracterizar inclusive a fracdo repetitiva do genoma (Novak et al. 2013; Veeckman
et al. 2016). O DNA repetitivo pode estar distribuido de forma dispersa, como elementos
transponiveis, ou restrito a locais especificos em uma configuracdo em tandem (Mehrotra e
Goyal, 2014). Em muitas espécies 0s elementos transponiveis sdo o principal representante da
fracdo repetitiva do genoma, chegando a representar cerca de 75% do genoma do milho, 40%
do genoma humano e 20% do genoma de Arabidopsis thaliana (Slotkin e Martienssen, 2007).

N&o se sabe ao certo porque alguns grupos apresentam taxas de evolugdo cariotipica
maiores que outros. Em Arabidopsis, uma forte reducdo no numero de cromossomos foi
promovida por uma taxa acelerada de rearranjos, principalmente inversdes e translocactes
(Mandakova et al. 2010). Como as espécies de Brassicaceae passaram por varios ciclos de
poliplodizacdo e diploidizacdo do genoma, € possivel que as altas taxas de rearranjos
cromossdmicos possam estar associadas a sua origem poliploide.

No género Phaseolus, pertencente a familia Fabaceae, exclusivamente diploide e
relativamente estavel com 2n = 22 (Fonséca e Pedrosa-Harand 2013; Bonifacio et al. 2012),
um pequeno grupo monofilético de trés espécies com cerca de 1,7-3,4 milhdes de anos, o0 grupo
Leptostachyus, apresenta o cariotipo disploide (2n = 20) (Delgado-Salina et al. 2006). InUmeros
rearranjos estruturais, incluindo uma insercdo céntrica que levou a disploidia e diversas

translocagdes, algumas compartilhadas e outras ndo, foram observados no grupo, sugerindo
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uma taxa de evolugdo cariotipica aumentada recentemente (Ferraz et al. 2016; Fonséca et al.
2016).

O género Phaseolus apresenta algumas espécies de grande importancia socioecondmica,
como o feijdo comum (P. vulgaris) e a fava (P. lunatus) (Broughton et al. 2003). Devido a isso,
varias ferramentas gendmicas estdo disponiveis, desde bibliotecas BACs a sequéncias
completas de genomas. Além disso, apresenta desde espécies com poucos rearranjos
cromossOmicos até espécies, como no grupo Leptostachyus, que apresentam uma alta taxa de
rearranjos cromossomicos. Uma vez que a poliploidia ndo pode ser a causa dessa maior taxa de
rearranjos no grupo Leptostachyus, as perguntas que motivaram este trabalho foram: 1) Ha
diferencas na composicéo da fracdo repetitiva entre os genomas do grupo Leptostachyus e dos
demais grupos, cariotipicamente mais estaveis? 2) Uma ou mais familias de sequéncias
repetitivas estdo associadas aos rearranjos presentes no grupo? Nossa hipoOtese é que ha
associacdo entre a taxa de evolucdo de sequéncias repetitivas e de rearranjos estruturais no
grupo, por isso nossa predicdo é que haveria uma maior divergéncia na abundancia de algumas
familias de DNA repetitivo e uma possivel associacdo espacial entre essas familias mais
divergentes e 0s rearranjos previamente mapeados.

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi investigar, por meio de anélises bioinformatica e
citogenética, o conjunto de sequéncias repetitivas de duas espécies do Clado Leptostachyus, P.
leptostachyus e P. macvaughii, e da espécie do clado irmao P. lunatus, relativamente estavel
estruturalmente, e a possivel associacdo dessas sequéncias com eventos de rearranjos
cromossémicos no grupo. Adicionalmente, foi feito uma analise comparativa da fracéo repetitiva
incluindo as trés espécies sequenciadas nesse trabalho e mais 12 espécies do género, cujos

genomas ja se encontravam disponiveis (Rendon-Anaya et al. 2017).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 SEQUENCIAS REPETITIVAS DO GENOMA EUCARIOTO

As sequéncias repetitivas de DNA estdo presentes em todas as plantas superiores e
podem representar até 90% do tamanho do genoma em algumas espécies. Consistem em
segmentos de DNA que estdo presentes em mdltiplas copias no genoma e podem estar
distribuidas de forma dispersa, como elementos transponiveis, ou restritos a locais especificos
numa configuracdo em tandem, ou seja com as varias cOpias adjacentes uma ap0s a outra
(Mehrotra e Goyal, 2014).

As sequéncias repetidas em tandem podem ser classificadas de acordo com o tamanho
do mondmero em trés grupos: microssatélites, minissatélites e DNA satélites (Mehrotra e
Goyal, 2014). As quantidades de repeticdes em tandem variam significativamente em diferentes
espécies de plantas. Apesar de geralmente estar em menor proporcdo que 0s elementos
transponiveis, no rabanete (Raphanus sativus L.), por exemplo, sequéncias satélites sdo os
elementos mais abundantes, correspondendo a cerca de 13% do genoma (He et al. 2015).

O DNA satélite (DNAsat) € um componente principal das regides heterocromaticas de
genomas eucariotos, sendo encontrado principalmente em regides centromericas e
subteloméricas dos cromossomos e geralmente apresenta uma elevada dindmica evolutiva
(Biscotti et al. 2015). Uma sequéncia particular de DNAsat pode ser especifica de uma espécie
ou estar presente em muitas espécies indicando que algumas sequéncias repetitivas evoluem
rapidamente, enquanto outras podem ser conservadas. O DNA centromérico é geralmente a
repeticdo em tandem mais abundante encontrada em plantas e animais (Melters et al. 2013).
Em Rhynchospora pubera, espécie com cromossomos holocéntricos, foi identificado o DNA
satélite Tyba presente ao longo de todo o holocentrdmero e associado a CENH-3 (Marques et
al. 2015). Ja as familias de sequéncias repetitivas subteloméricas geralmente sdo género ou
espécie especificas, como é o caso da familia TRI no cromossomo Y de Silene latifolia (Cermak
et al. 2008).

Os elementos transponiveis sdo elementos mdveis capazes de se inserir no genoma e se
replicar de forma autbnoma. Podem ser classificados de acordo com a composicao e forma de
replicacdo em: retrotransposons (Classe 1), os quais se replicam através de intermediarios de
RNA e cDNA, ou transposons de DNA (Classe Il), com excisdo e reintegracdo do proprio

elemento de DNA (Lambowitz et al. 2015). Esses elementos variam em abundancia entre os
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genomas de eucariotos, representando cerca de 75% do genoma do milho, 40% do genoma
humano e 20% do genoma Arabidopsis thaliana (Slotkin e Martienssen, 2007).

Os elementos da classe | sdo divididos em retrotransposons LTR (Long Terminal
Repeats; Longas Repeticdes Terminais) e retrotransposons ndo LTR, baseado na estrutura do
elemento e no mecanismo de transposicdo. Os retrotransposons ndo LTR sdo frequentes nos
genomas de mamiferos e correspondem aos elementos LINE (Long Interspersed Nuclear
Element, Elementos Nucleares Interdispersos Longos), que sdo os elementos longos
intercalados auténomos, e SINE (Short Interspersed Nuclear Element, Elementos Nucleares
Interdispersos Longos) que séo os elementos curtos intercalados ndo autbnomos, uma vez que
dependem dos LINEs para amplificagéo (Wessler, 2006).

Por sua vez, os retrotransposons LTR sdo classificados em Ty3-gypsy, Tyl-copia,
retrovirus, BEL e DIRS1 (Goodwin e Poulter, 2002), caracterizados por apresentarem uma
sequéncia terminal LTR e conter ao menos dois genes, gag e pol, responsaveis por codificar o
capsideo, a protease, a transcriptase reversa e a integrase (Wessler, 2006). Esses elementos sdo
0s principais responsaveis pela variagdo do tamanho do genoma em diversos grupos de plantas,
como foi visto na tribo Fabeae, onde uma Unica linhagem de retrotransposons LTR Ty3-gypsy,
0s elementos Ogre, representa a maior parte dessa variacdo (Macas et al. 2015), e em Panax,
onde a subfamilia PgDel1, tambem Ty3-gypsy, foi responsavel por grande parte da variacdo do
tamanho do genoma das espécies analisadas (Lee et al. 2017).

Evidéncias recentes sugerem que a fracéo repetitiva pode ter grandes efeitos na funcéo
e evolucdo dos genomas e cromossomos de plantas e animais e que diferencas nessa fracéo
podem refletir as distancias evolutivas entre as espécies (Mehrotra e Goyal 2014; Zhu et al.
2016; Ayres-Alves et al. 2017). Eventos de transposi¢ao também podem introduzir mutacdes
e controlar a expressao génica (Lambowitz et al. 2015), além de levar a rearranjos estruturais,
como observado na espécie modelo Arabidopis thaliana (Fransz et al. 2016). Tudo isso torna

0 estudo dessa fracdo do genoma um atrativo para pesquisadores interessados no assunto.

2.1.1 Caracterizacdo das sequéncias repetitivas do genoma

As sequéncias repetitivas podem ser caracterizadas através de diferentes técnicas.
Inicialmente, as analises se baseavam no principio da cinética de reassocia¢do do DNA (andlise
de Cot), uma vez que quanto mais repetida € uma sequéncia no genoma, mais rapida sua

renaturacdo (Peterson et al. 2002). Utilizando-se da fracdo Cot em Arachis hypogaea L. foi
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possivel identificar novos repeats que permitiram distinguir citogeneticamente 0s
Cromossomos correspondentes aos genomas A e B do amendoim tetraploide (Zhang et al.
2012).

Com o avanco da tecnologia, novas técnicas de sequenciamento além de novas
metodologias de caracterizagdo surgiram para otimizar esse processo, permitindo que mais
sequéncias pudessem ser analisadas e de forma mais detalhada. No sequenciamento de nova
geracdo (NGS) milhdes de sequéncias sdo geradas simultaneamente e com grande qualidade e
robustez, além de baixo ruido (Buermans e Dunnen 2014). Além disso, o preco do
sequenciamento tem se apresentado mais acessivel, o que torna a metodologia mais atrativa
para o estudo dos genomas de um nimero cada vez maior de espécies.

O sequenciamento de genomas inteiro em baixas coberturas (por exemplo, 0,1x do
genoma) permite a obtencdo da fracdo repetitiva. Essas sequéncias podem ser analisadas
utilizando ferramentas como a plataforma Galaxy/RepeatExplorer (https://repeatexplorer-
elixir.cerit-sc.cz/galaxy/), que tem como principio 0 agrupamento de sequéncias por
similaridade (clustering) ao comparar par-a-par todos os reads gerados no sequenciamento.
Com isso, permite caracterizar a composicdo e abundancia dessas sequéncias no genoma
(Novék et al. 2010, 2013). Outra ferramenta computacional mais especifica para analise dos
elementos dispostos em tandem é 0 TAREAN, que permite deteccdo de DNAs satélite de alta
confianca (Novak et al. 2017). Os dados obtidos podem ser analisados individualmente ou ainda
em abordagens gendmicas comparativas. Na tribo Fabeae, por exemplo, o acumulo diferencial
de DNA repetitivo justificou 85% da variacdo de tamanho do genoma encontrada entre as 23
espécies analisadas, e a maior parte dessa diferenca foi resultado de uma dnica linhagem de
retrotransposons LTR (Macas et al. 2015).

As sequéncias repetitivas encontradas podem ser amplificadas por PCR com os primers
especificos e visualizadas citogeneticamente atraves da técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), que consiste no pareamento de determinado segmento marcado de DNA
ou RNA com uma sequéncia de nucleotideos complementar situada dentro do nucleo ou
citoplasma (Guerra, 2004). Em Paphiopedilum, o DNA satélite SatA foi identificado e
caracterizado nas regifes centroméricas, pericentroméricas e subteloméricas dos cromossomos
de todas as sete espécies do subgénero Parvisepalum, com padréo especifico para cada espécie,

0 que revela a rapida evolugdo dessa sequéncia (Lee et al. 2018).
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2.1.2 Evolugao das sequéncias repetitivas e rearranjos cromossomicos

Sequéncias repetitivas sdo consideradas geradoras de grandes diferencas entre o0s
genomas, uma vez que durante a evolu¢do acumulam variagfes na sequéncia e no numero de
copias mais rapidamente que as sequéncias Unicas, inclusive entre espécies proximamente
relacionadas (Mehrotra e Goyal, 2014). As mudanc¢as no genoma também podem afetar desde
um segmento cromossémico a um conjunto cromossdémico inteiro, sendo tanto numeéricas
(poliploidia e disploidia) quanto estruturais (alteragdes cromossdmicas) (Guerra, 2008; Stormea
e Masonb, 2014).

N&o se sabe ao certo porque alguns grupos apresentam taxas de evolugdo cariotipica
maiores que outros. Em Arabidopsis, uma forte reducdo no numero de cromossomos foi
promovida por uma taxa acelerada de rearranjos, principalmente inversdes e translocacoes
(Mandakova et al. 2010). Geralmente, essas mudancas na configuracdo do cariotipo resultam
principalmente de eventos de recombinacéo entre sequéncias repetitivas similares que podem
levar a fusGes, fissdes, translocacdes e inversdes cromossdmicas (Schubert e Lysak, 2011). Na
espécie modelo A. thaliana, a inversao paracéntrica encontrada no cromossomo 4 foi resultado
da atividade do transposon Vandal que realocou um segmento de heterocromatina pericéntrica
e mostrou forte associagdo a uma maior tolerancia a seca (Fransz et al. 2016). Uma vez que a
disploidia descendente (com reducao no nimero cromossémico) € acompanhada pela perda de
centrémeros e telémeros, a reducdo do nimero de cromossomos contribui para o encolhimento
rapido e diploidizacdo de um genoma poliploide (Schubert et al. 2016). Como as espécies de
Brassicaceae passaram por varios ciclos de poliplodizacdo e diploidizacdo do genoma, é
possivel que as altas taxas de rearranjos cromossdmicos possam estar associadas a sua origem
poliploide (Dodsworth et al. 2016).

Mudancas nas sequéncias de DNA repetitivo e alteracGes cromossdmicas Sao
frequentemente relacionadas a diversificacdo de espécies e especiacdo. No entanto, embora a
poliploidia seja frequentemente implicada na diversificacdo vegetal e relacionada a
reestruturacdo gendmica, ndo esta claro qual o papel das sequéncias repetitivas para a evolucao

cromossdmica ou quais os fatores mais relevantes em espécies diploides.
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2.2 O GENERO PHASEOLUS

2.2.1 Taxonomia e Filogenia

O género Phaseolus L. pertence a familia Fabaceae, terceira maior familia entre as
Angiospermas, esta incluida na ordem Fabales, classe Magnoliopsida. Apresenta cerca de 100
espécies, popularmente conhecidas como feijdes e distribuidas pelas Américas, que constitui
seu centro de origem (Broughton et al. 2003).

Pela sua grande importancia, tanto na nutricdo humana quanto como forragem para
gado, o género é foco de muitos estudos agrondmicos, sistematicos e genéticos. Uma analise a
partir de dados combinados de DNA ribossomal ITS/5,8S e de um loco plastidial trnK revelou
seu monofiletismo e a existéncia de dois clados principais (clados A e B), que se subdividem
em oito clados, além de quatro espécies independentes: Phaseolus glabellus, P. macrolepis, P.
microcarpus e P. oaxacanus (Delgado-Salinas et al. 2006).

As espécies do clado A sdo distribuidas principalmente no México e ndo ocorrem na
América do Sul nem em ilhas oceénicas. De forma geral, florescem apenas durante a estacao
chuvosa (exceto P. microcarpus), sdo sensiveis a perturbacdo do habitat e geralmente nédo
toleram um longo periodo de geada. Por outro lado, as espécies do clado B sdo mais amplamente
distribuidas pelas Américas e conseguem habitar ilhas. Florescem durante a estacédo seca ou
chuvosa, ndo sdo sensiveis a perturbaces e algumas toleram um longo periodo de geada
(Delgado-Salinas et al. 2006).

Delgado-Salinas e colaboradores (2006) estimaram a idade aproximada do género
Phaseolus entre 6-8 Ma. Entre os 8 clados, o grupo Vulgaris é o mais antigo com cerca de 1,8-
3,9 Ma, seguido de Leptostachyus com 1,7-3,4 Ma, enquanto que 0s mais novos incluem os

grupos Filiformis, Pedicellatus e Polystachios com apenas 0,6-1,4 Ma.

2.2.2 Caracteristicas morfoldgicas e importancia econémica

De forma geral, o género é composto por plantas eudicotiledéneas com flores perfeitas
que geralmente se autofecundam. Séo plantas herbaceas anuais, com um sistema radicular
composto por uma raiz principal pivotante e sistema caulinar composto por uma haste principal
ramificada ereta ou ndo. As folhas sdo compostas de trés foliolos, sendo um terminal e dois
laterais e opostos. As flores apresentam um célice verde gamossépalo e a corola composta por

cinco pétalas brancas, amareladas, rosadas ou violaceas, constituindo a maior o estandarte, as
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médias, as duas asas e as duas ultimas soldadas, a quilha. O gineceu é composto por um Unico
pistilo com o ovério stpero e o androceu é composto por 10 estames. O fruto silvestre é
deiscente do tipo legume, caracteristico da familia, onde as valvas se contorcem em espiral ap6s
deiscéncia e as sementes podem apresentar tamanho e coloracéo variada (Silva e Costa, 2003).

O género dos feijoes inclui no clado B pelo menos cinco espécies cultivadas em todos
os continentes do mundo, excetuando a Antértica, e utilizadas na alimentacdo humana: P.
vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. polyanthus Greenman e P. acutifolius A. Gray.
Entre elas, P. vulgaris, o feijdo comum, compreende a fonte de proteina mais importante para
diversas populac@es, principalmente na Africa e América Latina (Broughton et al. 2003),
complementando outros alimentos ricos em carboidratos. Além de fonte de proteina, essa
espécie também é fonte de vitaminas do complexo B, sais minerais, ferro, calcio e fosforo,
suprindo aproximadamente 20% do requerimento diario desses nutrientes em um adulto. Outra
espécie economicamente importante, P. lunatus (a fava), apesar de ser menos cultivada que o
feijdo comum, é uma importante alternativa de alimento e renda para populagdes locais em

regides do nordeste do Brasil (Oliveira et al. 2004).

2.2.3 Caracterizagao citogenética do género Phaseolus

Citogeneticamente, 0 género Phaseolus € caracterizado por ser exclusivamente diploide.
A maioria das espécies apresenta 2n = 22 e nimero basico x = 11 e um cariotipo simétrico
composto predominantemente de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos pequenos e
morfologicamente similares (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 2000).

A partir de dados convencionais, 0s principais fatores relatados para explicar a evolucéo
cariotipica em Phaseolus sdo rearranjos cromossdOmicos como inversdes pericéntricas ou
paracéntricas, translocacdes e perda ou ganho de cromatina (Sarbhoy, 1977, 1980; Sinha e Roy,
1979). Por meio da FISH com BACs e bacteriéfagos, Pedrosa-Harand e colaboradores (2009)
mapearam primeiramente trés cromossomos da espécie. Posteriormente, utilizando além de
BAC:s e bacteridfago, dois plasmideos contendo as sequéncias do DNAr 5S e 35S, Fonséca e
colaboradores (2010) mapearam os oito pares restantes do feijdo do gendtipo mesoamericano
‘BATO93’. Os resultados somados da comparagdo com os correspondentes mapas genéticos,
tornaram disponiveis 43 pontos de ancoragem entre 0s mapas genético e fisico citogenético.

O mapeamento comparativo realizado com a fava (P. lunatus) resultou no

estabelecimento das homeologias cromossémicas e 0s mecanismos evolutivos que moldaram
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seu cariétipo, quando comparado a P. vulgaris. Assim como o feijdo comum, a fava esta
incluida no clado B, o que as tornam filogeneticamente préximas. Todos os 11 pares de
cromossomos, com excecdo do par 5 que foi identificado pela auséncia de marcadores, foram
identificados a partir da FISH utilizando 16 clones de cOpia Unica. Os resultados revelam uma
significativa conservagdo da sintenia, pois todos os BACs hibridizaram nos mesmos pares
cromossdmicos em ambas as espécies. Apesar disso, foram detectadas pelo menos trés
inversdes pericéntricas (Bonifacio et al. 2012), com quebras de colinearidade das sequéncias.

A mesma conservacao de sintenia foi observada para P. microcarpus, uma espécie
selvagem do género pertencente ao clado A, e portanto mais distante filogeneticamente de P.
vulgaris. Nessa espécie, 24 BACs apresentaram sinais Unicos e foram utilizados para
identificacdo dos 11 pares cromossémicos. No entanto, quatro quebras na colinearidade,
provavelmente causadas por inversées cromossdmicas, foram detectadas pela comparacgéo dos
dois genomas (Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013).

A FISH revelou ainda, para ambas as espécies analisadas, a presenca de sitios de DNAr
5S e 35S nos cromossomos 10 e 6, respectivamente (Bonifacio et al. 2012; Fonséca e Pedrosa-
Harand, 2013), assim como observado em P. vulgaris (Fonséca et al. 2010). Isso mostra que
esses sitios se encontram conservados nesses cromossomos nas especies do género, apesar de
existirem alguns sitios adicionais ndo conservados em outros cromossomos em algumas

espécies.

2.2.3.1 O clado Leptostachyus

Apesar da grande estabilidade numérica e relativa estabilidade estrutural do género
(Bonifacio et al. 2012; Fonséca e Pedrosa-Harand, 2013), um pequeno clado de trés espécies,
gue constituem o grupo Leptostachyus (clado B), apresenta um cariotipo disploide com 2n =
20 e um par cromossdmico relativamente maior que os demais (Mercado-Ruaro e Delgado-
Salinas, 1998). O grupo inclui P. leptostachyus, P. micranthus e P. macvaughii, sendo a
primeira de diversificacdo mais recente e a Gltima mais basal na filogenia de Delgado-Salinas
e colaboradores (2006).

Para o grupo Leptostachyus, Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas (1998), a partir da
analise do numero e morfologia cromossémica, sugeriram que o evento de disploidia
descendente também esteve envolvido na evolucdo do caritipo dessas espécies, porém o
mecanismo envolvido ndo havia sido esclarecido. A analise citogenética comparativa foi

realizada até o momento em P. macvaughii e P. leptostachyus através da FISH com sequéncias
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de P. vulgaris e revelou um evento Unico que deu origem a disploidia do grupo a partir de uma
inser¢ao céntrica envolvendo os cromossomos 10 e 11. No entanto, rearranjos adicionais foram
observados associados a esse evento, dentre eles varias translocagdes e inversdes, algumas
exclusivas e outras compartilhadas (Fonséca et al. 2016; Ferraz et al. 2016).

Em P. leptostachyus foram observadas translocac¢des envolvendo os cromossomos 1, 2,
3,4,6,7, 8¢9, além de duas inversdes nos cromossomos 3 e 7, do tipo paracéntrica e
pericéntrica respectivamente (Fonséca et al. 2016). Por outro lado, P. macvaughii apresentou
apenas uma translocacdo de parte do cromossomo 2 para 0 cromossomo 1 e inversdes
pericéntricas envolvendo os cromossomos 3 e 9. A presenca de rearranjos exclusivos para as
duas espécies apos a insercdo céntrica, que levou a disploidia, sugere ndo um momento Unico
de grande reestruturacdo gendémica, mas uma taxa de evolugéo cariotipica elevada em um curto
intervalo de tempo, com rearranjos sucessivos e independentes desde o surgimento do grupo ha

cerca de 1,7-3,4 milhdes de anos (Ferraz et al. 2016).

2.2.4 Principais sequéncias repetitivas em Phaseolus

Além de uma detalhada caracterizacdo estrutural (Fonséca e Pedrosa-Harand 2013;
Bonifécio et al. 2012; Fonséca et al. 2016; Ferraz et al. 2016), varias sequéncias repetitivas
foram caracterizadas (David et al. 2009; Iwata et al. 2013; Richard et al. 2013; Gao et al. 2014;
Ribeiro et al. 2017) e o genoma completo do feijao comum (P. vulgaris) e de outras espécies
do género foram sequenciados (Schmutz et al. 2014; Renddn-Anaya et al. 2017) e estdo
disponiveis (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Assim, o grupo se apresenta como bom modelo
para estudar a evolucdo cariotipica em plantas diploides.

O genoma de P. vulgaris (feijdo comum), espécie de maior importancia econémica e
mais bem estudada do género, € constituido por aproximadamente 45% de sequéncias
repetitivas (Schmutz et al. 2014), com predominio de blocos heterocromaticos
pericentroméricos, subteloméricos e de DNAr (Fonséca et al. 2010). Mais de 5.000 elementos
transponiveis foram observados em P. vulgaris (Gao et al. 2014), como o pvCACTAL,
aparentemente restrito ao género (Gao et al. 2014, 2016). A maioria dos elementos repetitivos
do genoma sdo retrotransposons LTR, integrados nos ultimos 2 milhGes de anos, que cobrem
cerca de 37% do genoma e estdo classificados em 165 familias, incluindo 65 Tyl-copia, 78
Ty3-gypsy e 22 familias ndo classificadas. Cerca de 20% desses elementos foram inseridos no

genoma do feijdo comum a menos de 0,5 milh&o de anos, sugerindo que os retrotransposons
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LTR sofreram eventos de amplificagdo recentes nessa espécie, assim como em outras
leguminosas (Schmutz et al. 2014).

A andlise comparativa também revelou a predominancia de retrotransposons LTR em
outras espécies do género e em espécies do género relacionado Vigna, com excecao de P.
acutifolius que apresentou sequéncias de DNA satélite como os elementos repetitivos mais
abundantes do genoma. Dentre 0s retrotransposons, a superfamilia Ty3-gypsy, em particular os
elementos Ogre-Tat e Chromovirus, foi encontrada em maior proporcao em todas as espécies
estudadas, com excecdo novamente de P. acutifolius, que apresentou predominio da familia
Tyl-copia (Ribeiro et al. 2019).

Em eucariotos superiores, 0s centrdmeros contém tipicamente varias cépias de uma
familia de DNAsat. As sequéncias centromericas CentPvl e CentPv2, que evoluiram
independentemente, estdo localizadas em dois conjuntos distintos de cromossomos. O CentPv1
estd organizado em estruturas de repeticdo de ordem superior (HOR) referidas como Nazca e
sdo altamente abundantes nos centrdmeros de P. vulgaris e encontradas em menor nimero de
cdpias em outras espécies do grupo Vulgaris, sugerindo uma rapida evolucao das repeticoes
centroméricas no género. JA o DNAsat CentPv2 é constituido de monémeros organizados de
forma aleatoria (Iwata et al. 2013; Iwata-Otsubo et al. 2016).

Uma sequéncia satélite originada do 1GS do DNAr, denominada CC4, também foi
isolada do feijdo comum (Falquet et al. 1997). Essa sequéncia, exclusiva de Phaseolus, esta
presente na regido centromérica ou pericentromerica das espécies do género, co-localizada ou
ndo com o DNAr 35S (Almeida et al. 2012). Outras sequéncias centromeéricas foram
identificadas para P. coccineus e para P. acutifolius (Ribeiro et al. 2019).

Uma outra sequéncia repetitiva, denominada PvMeso, foi isolada e caracterizada sendo
restrita a regido terminal do cromossomo 7 nos acessos mesoamericanos de P. vulgaris. Os
dados indicaram que uma repeticdo do cromossomo 11 foi amplificada no cromossomo 7 apds
0 isolamento dos pools génicos andinos e mesoamericanos (Ribeiro et al. 2011).

Uma proporcdo menor da heterocromatina esta localizada em regides subteloméricas
contendo a sequéncia de satélites khipu, bem como o DNAr 35S. O DNA satélite khipu, ligado
ao grupo de genes de resisténcia B4 do feijao comum (Geffroy et al., 2009), é especifico para
0 género e apresenta uma grande variacao intragenérica no nimero de copias (David et al. 2009;
Richard et al. 2013; Ribeiro et al. 2017). A analise gendmica dessa sequéncia revelou uma
extensa recombinacao entre cromossomos ndo homologos nas regides subteloméricas e também

sugeriu a troca de sequéncias entre subtelomero e centromero (Richard et al. 2013).
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Inserido no espagador n&o transcrito (NTS) do DNAr 5S no genoma de P. vulgaris, foi
identificada a sequéncia jumper. Essa sequéncia esta presente em todas as espécies de
Phaseolus, mas é amplificada como DNAsat independente apenas em P. microcarpus, na qual
se mostra associada ou ndo a khipu em subteldmeros e centromeros (Ribeiro et al. 2017).

No geral, a distribuicdo das repeticBes de satélite centroméricos e subteloméricos é
estavel, ao passo que o numero de clpias das repeticbes varia, indicando uma répida
amplificacdo/reducdo das repeticGes em regides gendmicas especificas (Iwata-Otsubo et al.
2016). Para o grupo Leptostachyus, apenas khipu foi investigado até o momento, revelando
uma sequéncia abundante com sinais de hibridizagdo em 18 dos 20 cromossomos de P.
leptostachyus (Ribeiro et al. 2017) e ausente ou em baixa concentragdo em P. macvaughii
(Ferraz et al. 2016).
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Resumo

A especiacao e a diversificacdo das plantas estdo relacionadas a mudancas no genoma nuclear.
Mudangas estruturais no cariotipo resultam principalmente de eventos de recombinacao entre
sequéncias repetitivas. Em Phaseolus, cariotipicamente estavel, o grupo Leptostachyus (P.
leptostachyus, P. micranthus e P. macvaughii) apresenta alta taxa de rearranjos, incluindo uma
insercdo céntrica compartilnada que levou a disploidia do clado. Este trabalho teve como
objetivo analisar, de forma individual e comparada a outras espécies do género, a fracdo de
DNA repetitivo de P. leptostachyus e P. macvaughii e sua possivel relagdo com a ocorréncia de
rearranjos. Para isso, as sequéncias gendmicas de baixa cobertura foram agrupadas por
similaridade no RepeatExplorer e a ferramenta TAREAN foi usada para identificacdo de DNAS
satélites. As principais sequéncias foram localizadas in situ. Retrotransposons LTR, mais
precisamente Ty3/gypsy da linhagem Chromovirus, foram os elementos repetitivos mais
abundantes. Diferengas marcantes em abudancia das principais linhagens foram observadas
entre as espécies de Leptostachyus. A maior divergéncia foi observada na fracdo de DNA

satélite e trés novas familias foram caracterizadas. Os satélites revelaram padréo de hibridizacdo
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distintos nas espécies analisadas, confirmando a rapida evolucao dessas sequéncias no genoma.
A distribuicdo atipica de um dos satélites se mostrou compativel com uma possivel associa¢do

dessa familia e rearranjos cromossémicos frequentes no grupo.

Palavras-chaves: Chromovirus, DNA satélite, rearranjos cromossdmicos, retrotransposons
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Introducéo

Sequéncias repetitivas consistem em segmentos de DNA que estdo presentes em
multiplas cdpias no genoma de todas as espécies de plantas e podem chegar a até 90% do DNA
total em algumas espécies (Mehrotra e Goyal 2014). Apesar de serem, por muito tempo,
consideradas “DNA lixo”, evidéncias recentes sugerem que sequéncias repetitivas podem ter
grandes efeitos na funcdo e evolugcdo dos genomas e cromossomos de plantas e animais
(Mehrotra e Goyal 2014; Zhu et al. 2016; Ayres-Alves et al. 2017).

Essas sequéncias podem estar distribuidas de forma dispersa, como elementos
transponiveis, ou em uma configuracdo em tandem, como os DNA satélites. As sequéncias
repetidas em tandem sdo classificadas de acordo com o tamanho da unidade de repeticdo em
microssatelites, minissatélites e DNA satélites (Mehrotra e Goyal 2014) e geralmente se
apresentam em menor propor¢do no genoma que os elementos transponiveis. O DNA satélite
(DNAsat) € um componente principal das regides heterocromaticas, sendo encontrado
principalmente em regifes centroméricas e subteloméricas dos cromossomos e geralmente
apresenta uma rapida taxa de evolucdo, tanto em sequéncia como em nimero de copias (Biscotti
et al. 2015). Uma sequéncia particular de DNAsat pode ser especifica de um cromossomo ou
de uma espécie, ou estar presente em muitas espécies de um grupo, indicando que algumas
sequéncias repetitivas evoluem mais rapidamente que outras (Robledillo et al. 2018; Cermak
et al. 2008; Gong et al. 2012; Zhang et al. 2014).

Os elementos transponiveis sdo elementos mdveis capazes de se inserir no genoma e se
replicar e sdo classificados como retrotransposons (Classe 1) ou transposons de DNA (Classe
I1) (Lambowitz et al. 2015). Os elementos da classe | sdo divididos em retrotransposons LTR
(Long Terminal Repeats) e ndo LTR. Os retrotransposons ndo LTR séo frequentes nos genomas
de mamiferos e correspondem aos elementos LINE (Long Interspersed Nuclear Element) e
SINE (Short Interspersed Nuclear Element) (Wessler 2006). Ja os retrotransposons LTR, mais
abundantes em vegetais, sdo classificados em Ty3-gypsy, Tyl-copia, Bel-Pao, retrovirus e
retrovirus endogeno (ERV) (Wicker et al. 2007) caracterizados por apresentarem uma
sequéncia terminal LTR e conter ao menos dois genes, gag e pol (Wessler 2006). Esses
elementos sdo 0s principais responsaveis pela variacdo do tamanho do genoma em diversos
grupos de plantas, como foi visto na tribo Fabeae, onde uma Gnica linhagem de retrotransposons
LTR Ty3-gypsy, os elementos Ogre, representa a maior parte dessa variagdo (Macas et al.
2015).
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O sequenciamento de nova geracdo (NGS) de genomas inteiros em baixa cobertura
(genome skimming), associado a algoritmos especializados de bioinformética, tem permitido
a ampla caracterizacdo da fracdo repetitiva do genoma de um numero cada vez maior de
espécies (Novéak et al. 2013). Diferencas nas proporcdes de elementos repetitivos podem
refletir as distancias evolutivas entre as espécies (Zhu et al. 2016; Ayres-Alves et al. 2017;
Dodsworth et al. 2017). Além disso, eventos de transposicao de elementos transponiveis, por
exemplo, podem introduzir mutacgdes e controlar a expressao génica (Lambowitz et al. 2015),
assim como levar a rearranjos estruturais (Raskina et al. 2004, Fransz et al. 2016, Siljak-
Yakovlev et al. 2017).

N&o se sabe ao certo porque alguns grupos apresentam taxas de evolugdo cariotipica
maiores que outros. A poliploidia é frequentemente implicada na diversificagdo vegetal e
relacionada a reestruturacdo gendmica. Apos eventos de poliploidia, 0s genomas passam, de
forma mais ou menos rapida, por um fenémeno de diploidizacdo, processo complexo que inclui
muitas vezes varios rearranjos cromossomicos para reducdo numérica (Li et al. 2017). Em
Arabidopsis, uma forte reducdo no ndmero de cromossomos foi promovida por uma taxa
acelerada de rearranjos, principalmente inversdes e translocacfes (Mandakova et al. 2010). A
passagem por varios ciclos de poliplodizacéo e diploidizagdo do genoma pode estar relacionada
com as altas taxas de rearranjos cromossdmicos nas espécies poliploides (Dodsworth et al.
2016). Contudo, como existe na familia Brassicaceae poliploides estaveis (Mandakova et al.
2010b), outros fatores podem estar relacionados a ocorréncia de uma maior taxa de rearranjos
nesse grupo.

As mudancas estruturais do cariotipo resultam principalmente de eventos de
recombinacdo entre sequéncias repetitivas similares que podem levar a fusdes, fissdes,
translocacgdes e inversdes cromossdmicas (Schubert e Lysak 2011). Em A. thaliana, a inversdo
paracéntrica encontrada no cromossomo 4 foi resultado da atividade do transposon Vandal, que
realocou um segmento de heterocromatina pericéntrica e mostrou forte associacdo a uma maior
tolerancia a seca (Fransz et al. 2016). N&o estéa claro, no entanto, qual o papel das sequéncias
repetitivas para a evolucdo cromossémica de forma mais ampla ou quais os fatores mais
relevantes em espécies diploides.

O género Phaseolus, que apresenta algumas espécies de grande importancia
socioecondmica, como o feijdo comum (P. vulgaris) e a fava (P. lunatus) (Broughton et al.
2003), é caracterizado por ser exclusivamente diploide, com 2n = 22 na grande maioria das
espécies (Fonséca e Pedrosa-Harand 2017). Apesar de uma grande estabilidade numérica

(Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 2000) e relativa estabilidade estrutural (Fonséca e Pedrosa-
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Harand 2013; Bonifécio et al. 2012), um pequeno grupo monofilético de trés espécies com
cerca de 1,7-3,4 milhdes de anos, o grupo Leptostachyus, apresenta um cariétipo disploide (2n
=20) (Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 1998). Inimeros rearranjos estruturais, incluindo uma
insercdo céntrica que levou a disploidia, e diversas translocagdes, algumas compartilhadas e
outras ndo, foram observadas no grupo. Os rearranjos foram em menor nimero na espécie que
divergiu primeiro, P. macvaughii, e mais numerosos na espécie de diversificacdo mais recente,
P. leptostachyus, sugerindo uma taxa de evolucéo cariotipica aumentada recentemente (Ferraz
et al. 2016; Fonséca et al. 2016).

Além de uma detalhada caracterizacdo estrutural (Fonséca e Pedrosa-Harand 2017),
varias sequéncias repetitivas foram identificadas no género (David et al. 2009; Iwata et al.
2013; Richard et al. 2013; Gao et al. 2014; Ribeiro et al. 2017). Um DNA satélite abundante
no grupo Vulgaris, khipu, foi associado ao grande dinamismo da regi&o subtelomérica e a rapida
evolucao de genes de resisténcia a doencas (Chen et al. 2018). O genoma completo do feijao
comum (P. vulgaris) e de outras espécies do género foram sequenciados e estdo disponiveis
(Schmutz et al. 2014; Renddn-Anaya et al. 2017). Assim, 0 grupo se apresenta como bom
modelo para estudar a evolucgéo cariotipica em plantas diploides, particularmente investigando
se ha relacdo entre uma maior ocorréncia de rearranjos cromossdmicos com sequéncias
repetitivas recém amplificadas.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi investigar, por meio de analises bioinformaticas e
citogenéticas, o conjunto de sequéncias repetitivas de espécies do grupo Leptostachyus e a
possivel associacdo dessas sequéncias com eventos de rearranjos cromossdmicos no grupo. Para
isso, alem da caracterizacdo detalhada de trés espécies, duas do grupo Leptostachyus e uma do
grupo externo Lunatus, foi feita uma analise comparativa da fracdo repetitiva com mais 12

genomas do género Phaseolus (Rendon-Anaya et al. 2017; Ribeiro et al. 2019).

Material e Métodos

Material vegetal

Amostras de duas espécies do grupo Leptostachyus, Phaseolus leptostachyus (179671;
CENARGEN - Brasilia), P. macvaughii (G40656; CIAT-Colémbia), e uma do grupo Lunatus,
P. lunatus ‘Vermelhinha’ (GL0O135; EMBRAPA Arroz ¢ Feijao - Goias), foram mantidas e
multiplicadas no Jardim Experimental do Laboratorio de Citogenética e Evolucdo Vegetal do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Phaseolus lunatus

foi usada como uma espécie mais proxima ao grupo Leptostachyus e cariotipicamente estavel.
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Preparacao de laminas

Apds germinagdo das sementes, as raizes foram coletadas, pré-tratadas em 8-
hidroxiquinolina 2 mM por 20 h a 10 °C e fixadas em metanol:4cido acético (3:1, v/v). As raizes
foram submetidas a uma digestédo com 2% celulase (Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) por 1
h e 30 min a 37°C. O preparo de laminas foi realizado por secagem ao ar segundo o protocolo
modificado de Carvalho e Saraiva (1993). Resumidamente, as raizes digeridas foram
transferidas para Iaminas inclinadas, lavadas cerca de 5 vezes com varias gotas de fixador
gelado metanol:acido acético (3:1) a medida que o material foi macerado com agulhas e secas
com auxilio de uma bomba de ar. Por fim, as laminas foram mergulhadas em &cido acético 45%
por 5 min e incubadas para secar a 37 °C. As melhores laminas foram, entdo, selecionadas apos
analise com coloracdo em 0,1 pg/pl DAPI em 50% glicerol, descoradas em Carnoy (etanol:
acido acético, 3:1) por 30 min seguido de etanol absoluto por 1 h e armazenadas a —20 °C.

Sequenciamento de nova geracao e identificacdo de sequéncias repetitivas

A extracdo de DNA gendmico para as trés espécies sequenciadas no presente trabalho
foi realizada segundo protocolo de extragdo CTAB de Weising et al. (2005) utilizando material
fresco. Os DNAs extraidos foram sequenciados na plataforma Illumina HiSeq2500 (BGI, Hong
Kong) com a cobertura de 0,1x, considerando para P. leptostachyus 1C = 513 Mpb, P.
macvaughii 1C = 440 Mpb e P. lunatus 1C = 685 Mpb (Roya Botanic Gardens, Kew,
http://data.kew.org/cvalues/, Bennet e Leitch 2012). Os reads paired-end de 250 pb gerados

foram analisados, por espécie, em relacdo as suas sequéncias repetitivas atraves da plataforma
RepeatExplorer usando parametros padrdo (Ndvak et al. 2010, 2013; https://repeatexplorer-
elixir.cerit-sc.cz). Para auxiliar na anotacdo das sequéncias, um banco de dados personalizado,
incluindo sequéncias previamente caracterizadas (CentPvl/Nazca e CentPv2 - Iwata et al.
2013; Iwata-Otsubo et al. 2016; CC4 - Almeida et al. 2012, jumper - Ribeiro et al. 2017, khipu
- David et al. 2009 e satélites espécie-especificos - Ribeiro et al. 2019) foi incluido na analise.

As sequéncias obtidas foram filtradas por qualidade, os reads foram pareados e
agrupados por similaridade. A ferramenta TAREAN foi utilizada para identificar possiveis
DNA satélites de alta e baixa confianca (Novak et al. 2017) que foram confirmados com uma

andlise de Dotplot usando o programa DOTTER (Sonnhammer e Durbin 1995).

Analise comparativa da fracéo repetitiva em espécies de Phaseolus

Além das trés espécies sequenciadas nesse trabalho, outros 12 genomas de espécies de
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Phaseolus que incluiram P. vulgaris (G5886; SRX1182008), P. coccineus (G35346;
SRX1182014), P. acutifolius (G40001; SRX1182015) (também analisadas por Ribeiro et al.
2019), P. maculatus (PL-8841; SRS1938372), P. polystachios (G40782; SRS1938369), P.
hintonii (SRS1938370), P. leptostachyus (PL-8829; SRS1938371), P. microcarpus (PL-8844;
SRS1938373); P. lunatus (PL-8834; SRS1938374), P. filifromis (SRS1938376), P. dumosus
(G36043; SRS1938378), P. costaricensis (G40811A; SRS1938379) (Rendon-Anaya et al. 2017)
foram baixados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Esses genomas foram

incorporados em uma andalise comparativa dos principais elementos repetitivos desse grupo
utilizando a funcdo clustering do RepeatExplorer 2 (Novak et al. 2013). As espécies
previamente sequenciadas e disponiveis de P. leptostachyus e P. lunatus foram incluidas na
analise por se tratarem de acessos diferentes, permitindo uma comparacdo intraespecifica da
fracdo repetitiva.

Apos serem filtradas por qualidade e pareadas, um sampling foi feito para amostrar
aproximadamente 0,1x do genoma de cada espécie. Os reads de cada espécie foram
concatenados e entdo agrupados por similaridade. As sequéncias dos clusteres que ndo puderam
ser anotados automaticamente foram comparadas com BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) na base de dados do NCBI.

Desenho de primers, amplificacdo e marcacéo de sondas

Pares de primers foram desenhados (Tabela 1) para cada um dos satélites a partir da
sequéncia consenso e voltados para fora, garantindo que a sequéncia so seria amplificada se
disposta em tandem.

Os fragmentos foram amplificados por PCR a partir de rea¢des de 50 pl contendo 10-
20 ng de DNA gendmico, 0,2 mM dNTP, 1x tampdo de PCR, 0,4 uM de cada primer, 3 mM
MgCI2, 1x TBT (150 mM trehalose, 0,2 mg/mL BSA, 0,2% Tween-20, 1,7 mM Tris-HCI pH
8.0) e 0,3 pl de TagDNA polimerase caseira. As reacdes envolveram 30 ciclos de amplificacéo
(2 min a 94° C, 1 min a temperatura de anelamento e 1 min a 72° C). Quando compartilhados
entre espécies, os satélites foram amplificados a partir do DNA genémico de P. leptostachyus.

Os elementos Ogre-Tat e Chromovirus foram amplificados a partir do genoma de P.
vulgaris usando primers previamente desenvolvidos (Ribeiro et al. 2019) e a sonda para o
satélite khipu foi preparada a partir de uma mistura de unidades khipu de P. vulgaris (Pvkhipu
mix; Richard et al. 2013). As sequéncias amplificadas foram marcadas por Nick translation
com Cy3-dUTP (GE), com excecdo do elemento Ogre-Tat que foi marcado com 488-5-dUTP
(Alexa, Life Technologies).
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Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

As FISHs foram realizadas segundo Pedrosa et al. (2002). Resumidamente, as laminas
foram secas a 60°C por 30 min, pré-tratadas em RNAse (100 pg/ml) a 37°C por 1 h, em 10 pg
/ml de pepsina em 0,01 N HCI a 37°C por 20 min e fixadas em paraformaldeido 3,7% por 10
min. A mistura de hibridizacdo foi composta por 50% de formamida, 10% de sulfato de
dextrano, 2x SSC e 5-10 ng/ul de sonda. Apds desnatura¢do da mistura por 10 min a 75°C, as
laminas foram desnaturadas com a mistura de hibridizagcdo por 5 min na mesma temperatura e
entdo, incubadas em cdmara Umida a 37°C por até trés dias. Apés hibridizagdo, as laminas
foram lavadas em 2x SSC e 0,1x SSC a 42°C, sendo a estringéncia final 77%. Para a FISH de
baixa estringéncia (40%), a mistura de hibridizacdo foi composta de 10% de sulfato de
dextrano, 6x SSC e 5-10 ng/ul de sonda e as lavagens pods hibridiza¢ao foram realizadas em 6x
SSC a temperatura ambiente. Por fim, as laminas foram montadas em 2 pg/mL
DAPI/Vectashield (Vector).

Para um dos satélites, exclusivo do grupo Leptostachyus, laminas previamente
hibridizadas com marcadores cromossomo-especificos clonados em BACs (cromossomos
artificiais de bacterias) foram rehibridizadas para permitir a identificacdo dos cromossomos
com sitios de DNA satelite (Ferraz et al. 2016; Fonséca et al. 2016). As laminas foram
descoradas em 4x SSC/0,1% Tween 20 e as rehibridizaces das laminas foram realizadas de
acordo com Heslop-Harrison et al. (1992).

As metafases foram capturadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DM5500B
por meio do sistema de captura DFC345 FX (Leica). As melhores células fotografadas foram
selecionadas para sobreposicdo e ajuste de brilho e contraste no Adobe Photoshop CS6. Os
cromossomos foram identificados e numerados de acordo com a sintenia com P. vulgaris
(Fonséca et al. 2010; Fonséca et al. 2016).

Resultados

Andlise comparativa das sequéncias repetitivas

A analise comparativa de 15 acessos de 13 espécies de Phaseolus (incluindo um acesso
de P. macvaughii, dois de P. leptostachyus e dois de P. lunatus) gerou 149 clusters com
abundancia maior que 0,01% do genoma (Tabela 2). A proporcdo da fracdo repetitiva dos

genomas variou de 24,13% em P. macvaughii até 46,62% em P. polystachios, estando P.
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macvaughii e P. leptostachyus entre as espécies com menor proporcao de sequéncias repetitivas
e P. lunatus entre as especies com maior proporgao.

Em todas as espécies analisadas, os elementos repetitivos mais abundantes foram os
retrotransposons LTR, que variaram de cerca de 5% em P. microcarpus até cerca de 27% em
P. lunatus (Tabela 2). Com excecéo de P. filiformis, que apresentou a mesma propor¢édo de
Ty3/gypsy e Tyl/copia, os elementos Ty3/gypsy foram predominantes em todas as espécies,
variando de aproximadamente 3% em P. microcarpus até cerca de 21% em P. lunatus (Tabela
2; Fig. 1A, Ce D).

Dentre os Ty3/gypsy, a linhagem Chromovirus, representada por CRM e Tekay, foi a
mais abundante (Fig. 1C). O elemento CRM da linhagem Chromovirus variou de cerca de 2%
em P. microcarpus até cerca de 9% em P. hintonii e foi o elemento mais abundante em P.
microcarpus, P. hintonii, P. filiformis, P. acutifolius, P. vulgaris, P. coccineus, P. costaricensis,
P. dumosus e P. macvaughii. Ja a linhagem de Chromovirus Tekay variou de 0,26% do genoma
de P. microcarpus a aproximadamente 12% em P. lunatus e foi o principal elemento dos
genomas de P. lunatus, P. polystachios e P. maculatus. P. macvaughii apresentou uma
proporcao muito baixa de Tekay (apenas 0,52%) quando comparado aos dois acessos da espécie
do mesmo grupo, P. leptostachyus (4,66% e 6,82%, respectivamente). Ja P. leptostachyus
apresentou valores similares de CRM e Tekay (4,78% e 4,66%, respectivamente, para P.
leptostachyus e 5,08% e 6,82%, respectivamente, P. leptostachyus 2), revelando uma pequena
variacao entre os dois acessos dessa especie. Entre os elementos ndo-Chromovirus, o elemento
Tat foi predominante e variou de 0,37% em P. filiformis até cerca de 5% em P. dumosus (Tabela
2).

Elementos das linhagens Chromovirus e Ogre-Tat, previamente identificados pelo
RepeatExplorer (Ribeiro et al. 2019), foram amplificados a partir do feijdo comum (P. vulgaris)
e localizados in situ em P. leptostachyus, P. macvaughii e P. lunatus. O elemento Chromovirus
apresentou um padrdo de hibridizacdo pericentromérico semelhante entre as espécies (Fig. 2A,
C e E). O Ogre-Tat apresentou um padrdo mais disperso em todo o complemento, porém com
enriquecimento na regido pericentomérica (Fig. 2B, D e F). As regifes pericentroméricas com
sinais mais fortes de hibridizacdo geralmente apresentaram colocalizacdo dessas duas
sequéncias.

Os elementos Tyl/copia foram mais diversificados (seis linhagens), mas foram
encontrados em menor nimero de cédpias. O elemento SIRE foi o mais abundante em todas as
espécies analisadas e variou de 1,2% do genoma de P. microcarpus até pouco mais de 6% do

genoma de P. vulgaris. No entanto, pode-se observar que os acessos de P. leptostachyus 1 e 2
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apresentaram uma menor propor¢do dessa sequéncia quando comparado a P. macvaughii
(1,65%, 2,15% e 4,03%, respectivamente) e também quando comparados as demais espécies
analisadas (Fig. 1D e Tabela 2).

Outros grupos de elementos méveis detectados incluiram retrotransposons ndo LTR, 0s
LINEs, e também duas familias de transposons de DNA, CACTA e Mutator. A abundéncia de
CACTA variou de 0,2% no genoma de P. microcarpus até aproximadamente 1% em P.
polystachios, sendo o principal representante dos transposons de DNA (Tabela 2).

Por fim, o DNA repetitivo em tandem consistiu do DNAr 35S e 5S e DNAs satélite. Na
analise comparativa, a fracdo de satélites no genoma variou de 0,7% em P. macvaughii até mais
de 11% em P. microcarpus e P. acutifolius (Tabela 2). Os satélites PacuSAT363 (Ribeiro et al.
2019), CC4 (Almeida et al. 2012), jumper (Ribeiro et al. 2017), khipu (David et al. 2009),
PleSAT2514 e PIuUSAT991 (presente trabalho) foram identificados em representantes de todos
0S grupos, apesar de estarem em uma proporcao significativamente baixa em algumas espécies,
principalmente em P. macvaughii (Fig. 1B) Houve diferenca na abundancia de satélites entre
o0s dois acessos de P. lunatus (2,14% em P. lunatus 1 e 0,97 em P. lunatus 2), sugerindo uma

variacao intraespecifica na proporcéo de satelites nessa espécie (Tabela 2).

Analise in silico individual da fracao repetitiva de P. leptostachyus, P. macvaughii e P.
lunatus

Para a analise mais detalhada da fracao repetitiva de P. leptostachyus, P. macvaughii e
P. lunatus foram utilizados 205.200, 176.000 e 274.000 dos reads gerados para cada espécie,
respectivamente, correspondendo a 0,1x de cobertura do genoma. A analise individual gerou
203 clusters com abundancia maior que 0,01% do genoma para P. leptostachyus, 164 para P.
macvaughii e 194 para P. lunatus, indicando que a fracdo repetitiva corresponde a cerca de
37%, 32% e 45% do genoma dessas espécies, respectivamente.

A ferramenta TAREAN do Repeat Explorer foi utilizada para identificacdo de
sequéncias de DNA satélites. A analise revelou a existéncia de dois satélites de alta confianca
e um de baixa confianca para P. lunatus, trés de alta e trés de baixa confianca para P.
leptostachyus e dois satélites de baixa confianca para P. macvaughii (Tabela 3). Para confirmar
sua organizacdo em tandem, foi feita uma analise de dotplot com todos os satélites encontrados
pelo TAREAN, com excecdo de dois de baixa confianca de P. leptostachyus (2514 pb e 5117
pb) e um de baixa confianga de P. macvaughii (28 pb), devido ao tamanho da unidade de
repeticdo muito grande ou muito pequena (Fig. 3). O dotplot revelou alta similaridade entre as
sequéncias PleSAT752 e PIuSAT991, e entre PleSAT592 e PmaSAT648. O dotplot também
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revelou alta similaridade entre as sequéncias PleSAT558, PleSAT549, PIUSAT548 e khipu,
confirmando sua presenca nos genomas de P. leptostachyus e P. lunatus, mas ndo em P.
macvaughii, muito embora tenha sido encontrado em baixa proporcéo na analise comparativa
(apenas 0,04%). Apo6s amplificacdo por PCR, foram confirmados trés novos DNA satélites para
0 grupo de espécies analisadas (PIuSAT1149, PleSAT752/PIuSAT991 e
PleSAT592/PmaSAT648).

Localizagdo cromossdmica dos principais DNA satélites

A proporcdo extremamente baixa de khipu em P. macvaughii foi confirmada por FISH.
Diferente de P. leptostachyus, que mostrou sinais subteloméricos (Fig. 4A e B), a FISH em P.
macvaughii ndo revelou nenhum sinal evidente (Fig. 4C e D).

Os trés novos satélites identificados foram localizados por FISH. Em P. lunatus, a
hibridizacdo com seu satélite exclusivo PIuSAT1149 revelou um Gnico par de cromossomos
marcados fortemente na regido do centromero, colocalizado a uma das bandas heterocromaticas
DAPI*, presente em dois pares cromossdmicos (Fig. 5A). O PIeSAT752/PIuSAT991 revelou
também um Unico par de cromossomos marcados na regido centromérica em P. lunatus, e
colocalizado com a outra banda heterocromatica DAPI™ da espécie (Fig. 5A). Diferente do
encontrado em P. lunatus, em P. leptostachyus o PleSAT752/PIuSAT991 se mostrou
distribuido de forma dispersa em todos os cromossomos. Apesar de disperso, uma marcacao
mais forte foi detectada na regido pericentromérica do par cromossémico maior (Fig. 5B).
Apesar do TAREAN ndo ter detectado esse satélite entre os clusters mais abundantes de P.
macvaughii, a analise comparada revelou essa sequéncia numa proporcdo de 0,04% em P,
macvaughii. A hibridizacdo cruzada nessa espécie mostrou um padrdo semelhante ao
encontrado em P. lepostachyus, porém com sinais de intensidade muito menor devido a sua
baixa propor¢do (Fig. 5C e D). Com excecdo do sinal pouco evidente do
PleSAT752/PIuSAT991 em P. macvaughii, as demais hibridizacGes cruzadas com as sondas
dos demais satélites nao revelaram sinais de hibridizacdo (dados nao mostrados).

O PIeSAT592/PmaSAT648, exclusivo para o grupo Leptostachyus, mostrou um padréo
subtelomérico semelhante em ambas as espécies do grupo, porém com numero de sitios
variados. Em P. leptostachyus, a hibridizacdo revelou trés pares de cromossomos marcados na
regido subtelomeérica, com sinais apenas em um dos bracos cromossoémicos (Fig. 5E). Devido
a descondensagdo da RON no cromossomo Ple6, esse cromossomo foi identificado como
portador de um dos trés sitios desse satélite. O maior par cromossdémico ndo apresentou sinal
de hibridizacdo para PleSAT592/PmaSAT648.
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Em P. macvaughii, PleSAT592/PmaSAT648 apresentou sitios subteloméricos em
ambos os bracos de alguns cromossomos, outros com marcagdo em apenas um dos bragos, e
outros, ainda, sem nenhuma marcagdo (Fig. 5F). A identificacdo de cromossomos por BAC-
FISH permitiu detectar que o maior par cromossomico, o Pmal0/11, assim como oS
cromossomos Pma6 e Pma4 ndo apresentaram marcacdo com esse satélite (Fig. 6A e B). Os
cromossomos Pma3 e Pma9 apresentaram sinal em apenas um dos bragos cromossémicos,
respectivamente os bracos longo e curto (Fig. 6C e D). Ja os cromossomos Pmal/2 e Pma8
apresentam sinais de hibridizagcdo em ambos o0s bragos cromossémicos (Fig. 6E e F).

Discussao

Retrotransposons LTR Ty3/gypsy sdo 0s principais elementos repetitivos no genoma de
Phaseolus

A analise da fracdo repetitiva do genoma de duas das trés especies do grupo
Leptostachyus revelou uma propor¢cdo menor de repeats (em média 29%) em relacdo ao total
de espécies analisadas do género (37,46%), compativel com o menor tamanho do genoma
dessas espécies (1C = 476,5 Mpb para o grupo Leptostachyus versus 1C = 598,54 para
Phaseolus; Roya Botanic Gardens, Kew, http://data.kew.org/cvalues/, Bennet e Leitch, 2012).
Uma forte correlacdo positiva entre proporcdo de sequéncias repetitivas e tamanho do genoma
foi encontrada para 23 leguminosas da tribo Fabeae (Macas et al. 2015) e para 0s genomas
gigantes de Fritillaria (Liliaceae) (Kelly et al. 2015).

A analise comparativa com 0 RepeatExplorer 2 permitiu a caracterizacdo das
sublinhagens dos elementos Chromovirus, ndo obtida anteriormente. Além disso, a
classificacdo recente separa Ogre-Tat em dois grupos distintos, permitindo com isso, uma
melhor anotacdo da fracdo repetitiva. Apesar da nova classificacao, os resultados obtidos para
espécies de Phaseolus sdo condizentes com os obtidos anteriormente para P. acutifolius, P.
coccineus e P. vulgaris (Ribeiro et al. 2019). Para P. vulgaris, houve uma discrepancia na
proporcao de sequéncias repetitivas quando comparado ao genoma completo sequenciado (~
35% versus 45%; Schmutz et al. 2014), indicando que tenha havido uma subestimativa através
do método de clustering de uma subamostragem da fragdo repetitiva. No entanto, os principais
elementos encontrados foram 0s mesmos.

Todas as espécies analisadas apresentaram retrotransposons LTR, mais precisamente

Ty3/gypsy, como o0s elementos repetitivos mais abundante do genoma. P. microcarpus
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apresentou uma propor¢do muito pequena desses elementos, talvez devido a maior fragdo de
sequéncias (mais de 16%) que ndo puderam ser classificadas. Ty3/gypsy constituem o principal
componente da fracdo repetida do genoma na maioria das espécies de plantas (Macas et al.
2015; Puterova et al. 2018; Gaiero et al. 2019; Ribeiro et al. 2019). Dentre eles, a linhagem
Chromovirus, representada aqui pelas sublinhagens CRM e Tekay, foi a mais abundante para
todas as espécies analisadas. A diferenca do descrito previamente para espécies do género e
géneros relacionados, onde o elemento Ogre-Tat foi mais abundante (Ribeiro et al. 2019), deve-
se, provavelmente, a anotacdo mais detalhada dos repeats no RepeatExplorer 2.

A hibridizacdo com os elementos Chromovirus e Ogre-Tat revelou enriquecimento de
ambos na regido pericentromérica. Essa distribuicdo preferencial confirma dados prévios em P.
vulgaris e P. lunatus por BAC-FISH que revelaram sinais pericentroméricos correspondentes
a blocos de heterocromatina observados pela coloragdo CMA/DAPI (Fonséca et al. 2010;
Bonifécio et al. 2012). Assim, para as espécies de Phaseolus, a fracdo repetitiva esta localizada
preferencialmente na heterocromatina pericentromérica CMA/DAPI", onde os elementos
Chromovirus e Ogre-Tat sdo mais abundantes. Outras espécies de genomas pequenos tambem
mostraram o padrdo pericentromérico para esses elementos, como em Arabidopsis thaliana
(100 Mbp; Heslop-Harrison et al.1997) e espécies de Vigna e Cajanus, com genomas de
tamanho similar (Ribeiro et al. 2019). O mesmo foi observado para Brachiara, que apresenta
um tamanho de genoma médio (~600 até 2000 Mpb; Santos et al. 2015). Por outro lado, em
espécies de genoma grande esses elementos mostram uma distribuicdo mais dispersa, como foi
visto para o elemento Ogre em Lathyrus sativum (8215 Mbp; Ceccarelli et al. 2012) e em Vicia
pannonica (6601 Mbp; Neumann et al. 2006).

DNAsat compartilhados revelaram padrbes de distribuicdo cromossémica diferentes,
confirmando sua rapida evolucdo no genoma

A maior divergéncia entre as espécies de Phaseolus ndo esteve na composicdo de
distribuicdo dos elementos transponiveis, mas sim na fracdo de DNAsat. No género Phaseolus,
0 DNAsat subtelomérico khipu, o mais conservado no género por estar presente em
representantes de todos os grupos analisados, mostra significativa variacdo em nimero de
cdpias entre diferentes espécies (Ribeiro et al. 2017). Mesmo sob baixa estrigéncia (dados nao
mostrados), e diferente do observado para P. leptostachyus, a FISH ndo revelou nenhum sinal
subtelomérico de khipu em P. macvaughii, compativel com sua baixa abundancia. Pode-se
concluir que o satélite khipu apresenta uma rapida evolucdo ndo apenas no género, mas

particularmente no grupo Leptostachyus.
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Os satelites PIuSAT1449 e PleSAT752/PIuSAT991 hibridizaram cada um em um dos
dois pares cromossdmicos portadores de uma banda centromérica heterocromatica revelada
p6s-FISH em P. lunatus. Um desses pares provavelmente corresponde ao cromossomo Plu3,
previamente mapeado (Almeida e Pedrosa-Harand 2013). No entanto, a localizacéo
centromérica dessas sequéncias s podera ser confirmada apos colocalizacdo com a proteina
centromérica CENH3. Apesar do DNAsat ser encontrado principalmente em regides
centroméricas e subteloméricas dos cromossomos (Biscotti et al. 2015), nenhum satélite
centromérico foi encontrado pelo TAREAN para o grupo Leptostachyus. Os satélites
centroméricos descritos para P. vulgaris CentPvl e CentPv2 (lwata et al. 2013; Iwata-Otsubo
et al. 2016) nao foram detectados em Leptostachyus e P. lunatus na andlise comparativa, com
excecdo do CentPv2 em P. macvaughii que apresentou uma propor¢do muito baixa (0,02%). A
auséncia de repeats centromericos também foi observada em espécies do género proximo Vigna
(Iwata-Otsubo et al. 2016b; Ribeiro et al. 2019) e em espécies de Solanum (Zhang et al. 2014),
reforcando a ideia da rapida evolucdo dessas sequéncias, aparentemente maior do que as
sequéncias subteloméricas, como por exemplo khipu, aqui revelado conservado.

Diferente do observado para P. lunatus, o PleSAT752/PIuSAT991 apresentou sinal
fortemente disperso em P. leptostachyus, com uma banda mais forte na regido proximal do
maior par. Phaseolus macvaughii apresentou sinal de hibridizacdo muito fraco, porém também
disperso, revelando que essa sequéncia esta presente numa proporcao baixa do genoma, o que
explica ndo ter sido detectada pelo Tarean. Esse maior par cromossémico foi resultado de uma
disploidia descendente que levou a uma insercdo céntrica do cromossomo Pv10 no cromossomo
Pv11 no grupo Leptostachyus (Ferraz et al. 2016; Fonséca et al. 2016). O padrdo disperso desse
satélite revelado para as espécies do clado Lepotstachyus é diferente do Unico bloco
centromérico observado em um par cromossémico de P. lunatus. Esse padrdo de dispersdo
atipico no genoma do grupo Leptostachyus é principalmente evidente em P. leptostachyus, que
apresentou uma amplificacdo recente deste DNAsat.

Apesar de apresentar um mesmo padrdo subtelomérico em Leptostachyus, o
PleSAT592/PmaSAT648 mostrou uma varia¢do no numero de sitios e intensidade dos sinais
na FISH. Um maior numero de sitios encontrados em P. macvaughii esta de acordo com a
abundancia maior dessa sequéncia nessa espécie e permitiu caracterizar 0s cromossomos dessa
espécie devido ao mapeamento prévio com BACs. Essa foi a Unica sequéncia tipica do clado,
exclusiva de seus representantes ou abundante o suficiente para permitir deteccdo apenas nestas

espécies.
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A alta taxa de evolugdo cariotipica do Clado Leptostachyus pode estar relacionada ao rapido
turnover dos elementos Tekay e SIRE ou a amplificacdo recente de DNAsat no genoma

O grupo monofilético Leptostachyus, formado por P. leptostachyus, P. macvaughii e P.
micranthus, apresenta alta taxa de evolucdo cariotipica, a qual é evidenciada por diversos
rearranjos cromossdmicos que foram previamente mapeados por BAC-FISH. Além da insercdo
céntrica compartilhada que levou ao caridtipo disploide no grupo, inimeros rearranjos
ocorreram, em menor ndmero na espécie de divergéncia mais antiga, P. macvaughii (Ferraz et
al. 2016), e em maior nimero na espécie derivada mais recentemente, P. leptostachyus
(Fonséca et al. 2016). Rearranjos cromossomicos geralmente ocorrem por recombinagdo de
sequéncias repetitivas (Schubert e Lysak 2011). Acredita-se que sequéncias repetidas da
heterocromatina podem afetar a evolugdo cariotipica facilitando rearranjos que tenham um
impacto deletério minimo sobre o genoma (Li et al. 2017). No entanto, 0 que causaria uma
maior frequéncia de rearranjos em determinado grupo ou momento na evolugdo de um grupo e
0 mecanismo exato de como as sequéncias repetitivas estdo envolvidas na evolugéo
cromossdmica permanecem desconhecidos.

De forma geral, a composicéao e abundancia das diferentes classes de repeats nao diferiu
substancialmente entre o grupo Leptostachyus e os demais grupos analisados. por serem do
mMesmo grupo, esperava-se que o0s principais elementos em P. macvaughii e P. leptostachyus se
mostrassem mais semelhantes entre si. No entanto, os elementos mais abundantes das duas
espécies (Tekay, CRM, Tat e SIRE) tiveram abundancias tanto maiores quanto menores,
revelando amplificacdo ou reducéo recente no grupo. Os acessos de P. leptostachyus analisados
apresentaram proporcao de SIRE muito baixas quando comparado a P. macvaughii e as demais
espécies de outros grupos. Ja P. macvaughii apresentou uma propor¢do muito baixa de Tekay
quando comparado a P. leptostachyus. Essa varia¢do foi maior que a variacao observada entre
espécies do grupo Vulgaris, com mais representates amostrados e mais antigo (Delgado-Salinas
et al. 2006). Isso pode ser explicado por um rapido turnover dessas sequéncias que evoluiram
evidentemente mais rapido nas espécies desse clado do que nas espécies de outros grupos de
Phaseolus e poderia estar associado com a maior taxa de rearranjos cromossémicos no grupo.

A Unica familia de repeats aparentemente exclusiva do grupo Leptostachyus é o DNAsat
PleSAT592/PmaSAT648. Sua menor abundancia em P. leptostachyus que em P. macvaughii,
embora esta espécie possua mais rearranjos cromossomicos (Ferraz et al. 2016; Fonseca et al.
2016) e sua distribuicdo subtelomérica, como outros DNAsat no género (por exemplo, khipu e
jumper), ndo sugerem, no entanto, que sua amplificagdo possa ter propiciado um maior nimero

de rearranjos. A hibridizacdo deste DNAsat associado aos BACs para identificagdo
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cromossOmica, mostrou sua presenca e auséncia tanto em cromossomos que sofreram

rearranjos quanto em cromossomos nao rearranjados, indicando que ndo ha relacdo direta entre
a presenca de sinais desse satélite e a ocorréncia de rearranjos. O cromossomo resultante da

insercdo céntrica, Pmal0/11, por exemplo, ndo apresentou nenhuma marcacao, assim como o
Pma4 e o Pma6, ambos nédo rearranjados. Por outro lado, os cromossomos Pmal/2, Pma3 e
Pma9, todos rearranjados, apresentaram sinais assim como o Pma8, ndo rearranjado. Em P,
leptostachyus, foi possivel ver que, embora o cromossomo maior Ple10/11/6 (Fonséca et al.
2016) n&o tenha apresentado marcacgdo, o cromossomo Ple6 mostrou sinal de hibridizacao.
Além disso, ndo foi observada a presenca de sitios em outras posi¢fes que nao subteloméricas,
embora varias translocacdes e inversdes observadas possivelmente tenham envolvido regies
ndo terminais dos cromossomos. De todo modo, considerando que as regides subteloméricas
no feijdo comum sdo bastante dindmicas (Chen et al. 2018), rearranjos entre blocos
subteloméricos podem explicar a grande diferenca na distribuicdo de sitios entre P.
leptostachyus e P. macvaughii.

Ja o0 PIeSAT752/PIuSAT991, embora detectado na analise comparativa para todas as
espécies, revelou uma amplificacdo no grupo Leptostachyus, além de uma distribuicéo atipica
e dispersa. Sdo poucos 0s DNAsat que apresentam tal padrdo, mas isso foi observado para
Nicotiana (Lim et al. 2004; Koukalova et al. 2010) e em animais, para Locusta migratoria, o
gafanhoto-migratério (Ruiz-Ruano et al. 2016) e para o barbeiro (Pita et al. 2017). Essa
organizacdo dispersa pode ter propiciado rearranjos incomuns para 0 género, em especial em
P. leptostachyus, cujo satélite esteve em maior proporcéo e que apresenta ainda mais rearranjos
que P. macvaughii. DNAs satélites parecem estar associados a ocorréncia de rearranjos em
Drosophila (Khost et al. 2019) e em espécies de lagartos (Prakhongcheep et al. 2017). Em
Peromyscus, um grupo de roedores, uma Unica sequéncia de DNA satélite conservada, apesar
de variar no nimero de copias e localizacdo cromossémica entre as espécies, resulta em grandes
blocos de cromatina homdlogas, 0 que promove a ocorréncia de rearranjos cromossémicos e
variacOes polimérficas (Smalec et al. 2019). No grupo Leptostachyus, 0 mapeamento exato dos
pontos de quebra e a anotacdo das sequéncias flanqueadoras sera necessario para confirmar o
envolvimento de PleSAT752/PIuSAT991 ou alguma das outras sequéncias repetitivas descritas

neste trabalho nos rearranjos cromossémicos deste grupo de espécies.
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Tabela 1- Sequéncias dos primers selecionados para os DNA satélites identificados em P. leptostachyus, P. lunatus

e P. macvaughii, espécie utilizada para amplificacdo e temperatura de anelamento (Ta) das rea¢Ges de PCR

Nome Sequéncia dos primers Espécie amplificada Ta (°C)

5
g'eSATSW PMaSAT64 - cTACACAATGAAATAGACCG P. leptostachyus 50

T-3
5’-
TCCCGTGTACTAACATTTTCAG
-3
5’-
PIeSAT752/PIuSAT991 TCGACAAAACACAGTAGATAC P. leptostachyus 50
A-3
5’-
TTTCTTCCGATAGAAAAGTGG
A-3
5’-
GACGGTGAACCCTCCATTC-3’
5’-
AACTCAGACGTGTTGGCAGT-3

PIuSAT1149 P. lunatus 55




Tabela 2. Proporcéo do genoma (%) de sequéncias repetitivas identificadas na analise de 15 genomas de Phaseolus

P. microcarpus P. hintonii  P. filiformis P. acutifolius  P. vulgaris P. coccineus P. costaricensis P. dumosus

LTR

Gypsy

CRM 1,99 8,61 5,74 3,62 7,90 7,48 7,42 8,78

Tekay 0,26 3,00 0,34 1,22 1,51 2,05 2,15 2,30

Athila 0,03 0,03 0,06 0,02 0,03 0,02 0,03 0,06

Tat 0,56 2,60 0,37 3,17 4,23 3,56 3,91 5,31

Total

Gypsy 2,84 14,25 6,52 8,03 13,67 11,05 13,51 16,45

Copia

Ale 1,15 1,51 1,99 1,46 1,89 2,00 2,00 1,75

Ikeros 0,10 0,23 0,19 0,12 0,27 0,17 0,23 0,19

Ivana 0,01 0,03 0,01 0,04 0,11 0,03 0,10 0,08

SIRE 1,19 4,60 4,30 3,56 6,15 5,16 4,18 4,35

Tar 0,03 0,05 0,08 0,04 0,07 0,09 0,06 0,05

Tork 0,17 0,38 0,36 0,44 0,67 0,83 0,97 0,98

Total

Copia 2,65 6,79 6,94 5,65 9,17 8,29 7,54 7,41

Total LTR 5,50 21,03 13,46 13,68 22,85 21,41 21,05 23,85
NAO LTR

LINE 0,80 0,35 1,08 0,48 0,73 0,54 0,54 0,38
DNA
TRANSPOSON

CACTA 0,20 0,36 0,53 0,39 0,53 0,82 0,85 0,68

Mutator 1,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01
DNAr

35S 1,57 0,70 1,30 0,70 0,93 1,02 1,09 1,38

5S 0,19 0,12 0,40 0,02 0,06 0,09 0,10 0,25
SATELITES 11,53 5,16 7,16 11,40 4,37 5,97 3,93 6,25
Na&o classificados 16,29 10,91 7,01 6,74 5,99 6,68 17,30 11,32
Total 37,08 38,64 30,95 33,43 35,48 36,54 44,88 44,12
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Tabela 2. Continuagéo

P. macvaughii  P. leptostachyus 1 P. leptostachyus 2 P. lunatus 1 P. lunatus 2  P. polystachios P. maculatus

LTR
Gypsy
CRM 4,95 4,78 5,08 7,64 6,82 5,03 5,86
Tekay 0,52 4,66 6,82 11,67 11,82 11,60 7,73
Athila 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,04 0,03
Tat 3,51 4,00 4,77 1,99 2,76 3,42 2,65
Total Gypsy 9,00 13,46 16,69 21,32 21,42 20,09 16,26
Copia
Ale 1,89 1,25 1,39 1,82 1,76 1,29 1,18
Ikeros 0,26 0,25 0,22 0,23 0,23 0,25 0,24
Ivana 0,00 0,00 0,04 0,03 0,02 0,01 0,01
SIRE 4,03 1,65 2,15 3,21 3,46 3,92 3,91
Tar 0,08 0,02 0,03 0,07 0,02 0,06 0,06
Tork 0,26 0,57 0,60 0,80 0,85 0,81 0,56
Total Copia 6,52 3,74 4,41 6,17 6,33 6,35 5,97
Total LTR 15,52 17,20 21,11 27,49 27,76 26,44 22,23
NAO LTR
LINE 0,74 0,76 0,80 0,65 0,42 0,28 0,26
DNA
TRANSPOSON
CACTA 0,53 0,87 0,65 0,73 0,89 0,97 0,75
Mutator 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00 0,01
DNAr
35S 1,72 1,73 1,22 1,04 0,95 1,27 2,94
53 0,80 0,11 0,17 0,02 0,14 0,12 0,08
SATELITES 0,70 3,08 2,64 2,14 0,97 2,39 4,01
Nao classificados 4,12 8,23 8,18 12,62 9,85 15,15 8,36

Total 24,13 31,99 34,78 44,70 40,98 46,62 38,65
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Tabela 3 — Resumo das familias de DNA satélite identificadas no genoma de 3 espécies de Phaseolus usando o

TAREAN

Espécie Confianga Tamanho (pb) % genoma  Similaridade (%)
P. leptostachyus (Ple)
Alta 558 1,4 khipu (94,30)
549 0,33 khipu (91,67)
752 0,063 PIuSAT991 (98,01)
PmaSAT648
Baixa 592 0,016 (95,50)
2514 0,056
5017 0,51
P. lunatus (Plu)
Alta 991 0,12 PleSAT752 (98,01)
548 0,025 khipu (87,20)
Baixa 1149 0,15
P. macvaughii (Pma)
Baixa 28 0,38
648 0,028 PleSAT592 (95,50)
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Fig 1 Proporcéo dos principais elementos na fragao repetitiva dos 15 genomas de Phaseolus analisados. Relacdes

filogenéticas de acordo com Delgado-Salinas et al. (2006) separando o género em dois principais clados (A e B).

Seta vermelha indica o grupo Leptostachyus
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Ogre/Tat

Ogre/Tat

Ogre/Tat

Fig 2 Distribuicdo cromossémica das duas linhagens de Ty3/gypsy mais abundantes identificadas na andlise in
silico de Phaseolus hibridizadas em cromossémicos mit6ticos de P. lunatus (A e B), P. leptostachyus (C e D) e P.
macvaughii (E e F). Elemento Chromovirus (em vermelho, A, C e E) mapeado para a maioria das regides
pericentroméricas. Sinais para a sonda Ogre-Tat (em verde, B, D e F) também enriquecidos nessa regido. Em A,

C e E, os cromossomos foram contra-corados com DAPI e visualizados em cinza. Barraem F=5 pm
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Fig 3 Dotplot das repeticdes de satélite identificadas pelo TAREAN em P. macvaughii, P. leptostachyus e P.
lunatus revelando similaridade entre as sequéncias PleSAT592 e PmaSAT648, PleSAT752 e PIUSAT991, e entre
PIeSAT558, PIeSAT549, PIuUSAT548 e khipu (David et al. 2009)
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Fig 4 Hibridizac&o in situ fluorescente da sequéncia satélite khipu em cromossomos de P. leptostachyus (A e B) e
P. macvaughii (C e D). Em B, sinais indicam a presenca de khipu em P. leptostachyus. Em D, auséncia de sinal

de khipu em P. macvaughii. Barraem D =5 um
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PIluSAT1149

PleSAT592/PmaSAT648

Fig 5 Localizacdo cromossdémica dos trés DNA satélites revelados pelo TAREAN. Em A, PIuSAT1149 e
PleSAT752/PIuSAT991 hibridizaram em P. lunatus como blocos nos pares de cromossomos portadores de uma
banda heterocromérica p6s-FISH (inserto). Em P. leptostachyus (B) e P. macvaughii (C e D), o satélite
PleSAT752/PIuSAT991 mostrou sinal disperso, com sinal mais forte no cromossomo maior (10/11) de P.
leptostachyus. A sequéncia PleSAT592/PmaSAT648 mostrou um padrdo subtelomérico com trés pares marcados,
incluindo o cromossomo 6, em P. leptostachyus (E), e seis pares em P. macvaughii (F). Os cromossomos foram

contra-corados com DAPI e visualizados em cinza, com excecdo de D. Barraem F =5 pm
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Fig 6 Identificacdo cromossémica por BAC-FISH em P. macvaughii (Ferraz et al. 2016) e rehibridizagdo com

PleSAT592/PmaSAT648 (em vermelho, nos insertos). O Pmal0/11, maior par cromossdmico, e 0 Pma6 (A) assim

como o Pma4 (B) ndo revelaram nenhum sinal. Os cromossomos Pma3 (C) e Pma9 (D) apresentaram sinal de

hibridizacdo em apenas um dos bracos. J& os cromossomos Pmal/2 (E) e Pma8 (F) apresentam sitios em ambos

0s bragos cromossémicos. A representacdo esquematica ao lado de cada célula mostra 0 mapeamento citogenético

comparativo e seus rearranjos em relacéo a P. vulgaris (Fonséca et al. 2010), indicando que ndo hé relacdo entre

a presenca de sinais desse satélite e a ocorréncia de rearranjos. Barraem F =5 pum
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4 CONSIDERACOES FINAIS

e A analise comparativa da fracdo repetitiva de 15 genomas de Phaseolus revelou
retrotransposons LTR, mais precisamente Ty3/gypsy da linhagem Chromovirus, como 0s
elementos mais abundante do genoma.

e Os elementos Chromovirus e Ogre-Tat apresentaram enriquecimento na
heterocromatina pericentromérica.

e Os elementos Tekay e SIRE apresentaram proporcfes muito diferentes no grupo
Leptostachyus indicando um répido turnover dessas sequéncias que poderiam estar associadas
com a maior taxa de rearranjos cromossémicos.

e A maior divergéncia entre as espécies de Phaseolus esteve na fracdo de DNAsat. Trés
novos satélites foram revelados, sendo um exclusivo de P. lunatus, um compartilhado por P.
lunatus, P. leptostachyus e em muito baixa proporcéo, P. macvaughii, e outro compartilhado
apenas pelo grupo Leptostachyus.

e O satélite exclusivo de Leptostachyus apresentou distribuicdo subtelomérica.
Rearranjos entre esses blocos poderiam explicar a diferenca na distribui¢do de sitios entre P.
leptostachyus e P. macvaughii, mas ndo parecem relacionados as inversdes e translocacdes
presentes no grupo.

e PleSAT752/PIuSAT991, detectado na analise comparativa em todas as espécies,
revelou uma distribuicédo dispersa atipica no grupo Leptostachyus, o que pode ter propiciado
rearranjos incomuns, especialmente em P. leptostachyus, onde esta presente em maior

abundancia.
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