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REsSumMO

Um estudo gendmico comparativo foi realizado mediante localizacdo in situ de
oligonucleotideos com padrdo de microssatélites [(AG)s, (AAG)s, (ACC)s, (CTC)s e
(TGA)g] e dos dominios RT dos retrotransposons Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like, ao
longo dos cromossomos de Glycine max, Phaseolus vulgaris, P. lunatus, Vigna
unguiculata e V. radiata. Os oligonucleotideos apresentaram-se em grande propor¢do
nos genomas analisados, porém houve variacdo em quantidade, organizacdo e
distribuicdo ao longo dos cromossomos. Na analise genémica de soja, observou-se
numeros e tamanhos (30 a 454 pb) de sitios de repeticdes variaveis localizados,
principalmente, em regides de alta a moderada densidade génica, por vezes associados a
genes e elementos transponiveis. A associa¢do da FISH e andlise in silico ressaltou uma
distribuicdo diferencial ndo aleatéria dos oligonucleotideos, podendo estar
preferencialmente associados a heterocromatina ou a eucromatina. Os dominios RT de
Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like foram amplificados em V. unguiculata, sendo a
sequéncia de Tyl-copia-like menos homogénea. As analises filogenéticas enfatizaram a
origem monofilética dos referidos dominios RT. A FISH evidenciou a presenca de
sinais dispersos e pericentroméricos, utilizando ambos retroelementos, com algumas
divergéncias interespecificas. Em algumas espécies, tais marcagdes estavam associadas
a DNAr 5S e 45S, bem como localizadas em regides heterocromaticas, enfatizando uma
distribuicdo preferencial nos genomas estudados. Os microssatélites e retrotransposons
sdo apontados como importantes componentes dos genomas em espécies do clado
Phaseoloids (tribo Phaseoleae), propiciando uma discussdo sobre o potencial estrutural e

funcional dessas sequéncias repetitivas.

Palavras-chave: Leguminosas, FISH, microssatélites e retroelementos LTR.
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ABSTRACT

A comparative genomic study was developed by physical mapping of microsatellite
sequences [(AG)s, (AAG)s, (ACC)s, (CTC)s and (TGA)s] and reverse transcriptase (RT)
domains of the retrotransposons Tyl-copia-like and Ty3-gypsy-like, along the Glycine
max, Phaseolus vulgaris, P. lunatus, Vigna unguiculata and V. radiata genomes.
Microsatellite sequences were highly distributed within the genomes of the analyzed
species. However, there were variations in their quantities, and organization along the
genomes. In genomic of soybean investigation, the visualization of a variable number of
oligonucleotides repetitions sites with sizes ranging from 30 to 454 bp, located, mainly, in
regions of high to moderate gene density, sometimes associated to genes and transposable
elements. FISH and in silico analysis highlighted a differential and non-analogue
distribution of different classes of the analyzed SSRs, which may be preferentially
associated to heterochromatin or eurochromatin. Additionally, the conserved domain of RT
genes of Tyl-copia-like and Ty3-gypsy-like were amplified from the V. unguiculata
genome, exhibiting significant heterogeneity levels, and the Tyl-copia-like sequences were
less homogeneous in comparison to the former. Phylogenetic analysis of RT sequences
emphasized the monophyletic origin of retrotransposons sequences in plant genomes. FISH
analysis has shown the presence of dispersed and pericentromeric signals, using both
retroelements, with some interspecific divergences. Such markers were associated, in some
cases, to 5S and 45S rDNA loci, and located in heterochromatic regions, emphasizing a
preferential distribution in the analyzed genomes. The microsatellites and retrotransposons
were very important components for the phaseoloids (tribe Phaseoleae) clade evolution,
leading to a discussion about the structural and functioning potential of these repetitive

DNA sequences.

Key-words: Legume, FISH, Microsatellites and LTR Retroelements.
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1. INTRODUCAO

A familia Fabaceae é a terceira maior familia das Magnoliophyta, compreendendo
727 géneros e aproximadamente 19.000 espécies (Lewis et al., 2005). Apresenta grande
diversidade, sendo subdividida em trés subfamilias Papilionoideae, Mimosoideae e
Caesalpinoideae (Judd et al., 2002), distribuidas principalmente nas regibes tropicais e
subtropicais do planeta (Joly, 2002). Economicamente, a subfamilia Papilionoideae abrange
a maioria das leguminosas cultivadas, como alfafa, amendoim, ervilha, feijdio comum,
feijdo-caupi, gréo-de-bico e soja, representando cerca de 27% da produgdo de plantas
cultivadas no mundo (Graham e Vance, 2003).

Os géneros Glycine Willd., Phaseolus L. e Vigna Savi pertencem a tribo Phaseoleae,
estando agrupados em um clado monofilético (Phaseoloids) (Marechal et al., 1978).
Representantes desses géneros apresentam grande importancia econdmica, destacando-se as
espécies Glycine max (L.) Merr., Phaseolus lunatus (L.), Phaseolus vulgaris (L.) e Vigna
unguiculata (L.) Walp., conhecidas popularmente como soja, feijao-fava, feijdo comum e
feijdo-caupi, respectivamente.

Os gréos de feijdo representam uma importante fonte proteica na dieta humana nos
paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais. No Brasil, o feijdo é um dos
componentes basicos da dieta alimentar da populacao, destacando-se como importante fonte
de proteina para as classes economicamente menos favorecidas (Wander, 2005). Por sua
vez, a soja, além da importancia proteica, € uma das principais fontes de 6leo do mundo,
tendo 85% do seu genoma sequenciado (Schmutz et al., 2010).

As familias de sequéncias repetitivas tém sido apontadas como o principal
componente dos genomas eucarioticos, constituindo cerca de 70-90% em plantas superiores
(Schmidt e Heslop-Harrison, 1998; Dimitri et al., 2009), sendo citadas como fator
responsavel pela expansdo e evolucdo dos genomas vegetais. Consideradas como elemento
critico para o entendimento da estrutura cromossémica e organizacdo gendmica, suas
fungdes bioldgicas tém sido extensivamente discutidas. Por muito tempo, elas foram
remetidas como junk DNA (DNA lixo) devido a limitada densidade génica e baixo indice
de recombinacdo (Jong et al., 1999). Por outro lado, existem relatos afirmando que familias
de sequéncias repetitivas estdo envolvidas na organizacdo estrutural cromossdmica e
genbmica, na expressao e recombinacdo génica, assim como em diferentes aspectos do
funcionamento celular (Henikoff, 2000; Dimitri et al., 2009), tornando o conceito anterior
obsoleto.

Tais particularidades, principalmente sua composicdo altamente repetitiva, tornam-

nas um componente gendmico com capacidade versatil de ser modificado, acumulado ou
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eventualmente eliminado, em um intervalo de tempo evolucionario relativamente rapido,
em comparacdo as sequéncias de codpia Unica (Winterfeld e Roser, 2007).
Consequentemente, essas sequéncias podem apresentar uma distribuicdo genoma-
especifica, espécie-especifica, bem como cromossomo-especifica (Begum et al., 2009).

As caracteristicas peculiares das classes de DNA repetitivo, como DNAr (DNA
ribossomal), microssatélites e retrotransposons, tém facilitado a sua utilizacdo, mediante
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization; Hibridizac&o In Situ Fluorescente), em estudos de
relagdes evolutivas (Cuadrado e Jouve, 2007a; Moraes et al., 2007; Nielen et al., 2009),
identificacdo cromossdmica (Brasileiro-Vidal et al., 2005; Chang et al., 2008; Gaeta et al.,
2010), construcdo de mapas cromossdmicos (Pedrosa et al., 2002; Ohmido et al., 2007) e na
integracdo entre mapas genéticos e cromossdmicos permitindo a elucidacéo da organizacéo
gendmica entre espécies proximamente relacionadas.

Adicionalmente, o sequenciamento dos genomas tem permitido a investigacao sobre
a abundancia, tipo e frequéncia de elementos repetitivos, cujas localizagdes permanecem
como “lacunas”, devido a dificuldade em determinar sua correta posi¢ao, arranjo e numero
de cdpias no genoma (Schlueter et al., 2008; Schmutz et al., 2010). Mais recentemente, a
integracdo entre 0s mapas genéticos, cromossdmicos e de sequenciamento tem fornecido
um maior nimero de marcas e de informag6es sobre a organizacédo e evolucado dos genomas,
facilitando um melhor entendimento da homeologia e conservacdo da sintenia entre as
espécies (Findley et al., 2010).

Considerando a existéncia de poucos trabalhos que caracterizem a organizacao
cromossOmica de sequéncias repetitivas em leguminosas cultivadas e a extensiva
conservacdo genémica descrita para a subfamilia Papilionoideae (Choi et al., 2004; Mudge
et al., 2005; Zhu et al., 2005), o presente trabalho visou a andlise do padréo de bandeamento
com os fluorocromos CMA/DAPI e a distribuicdo cromossémica dos sitios de DNAr, de
oligonucleotideos com padrdo de microssatélites e de retroelementos em algumas
leguminosas mediante FISH, auxiliando a compreensdo das propriedades evolutivas destes
elementos repetitivos, permitindo inferéncias sobre as possiveis fun¢Bes exercidas por tais

sequéncias na organizacdo e evolugcdo gendmica do grupo estudado.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo gendbmico comparativo entre os géneros Glycine, Phaseolus
e Vigna mediante a localizagdo cromossomica de sequéncias de DNA repetitivo, a
fim de construir mapas citogenéticos para G. max, P. vulgaris, P. lunatus, V.
unguiculata e V. radiata, colaborando para o entendimento da organizacdo e

evolucdo gendmica desses elementos repetitivos nas referidas espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Elucidar a frequéncia e distribuicdo de cinco sequéncias com padrdo de
microssatélites, bem como dos retroelementos Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like, em

especies dos géneros Glycine, Phaseolus e Vigna.

2. Comparar diferentes espécies dos géneros Glycine, Phaseolus e Vigna, com
base no padrdo de sinais obtidos através da técnica de FISH, utilizando

oligonucleotideos com padrdo de microssatélites e retrotransposons como sondas.

3. Associar, aos sinais de hibridizacdo dos microssatélites e retrotransposons, a
localizag&o in situ de sondas de DNAr 5S e 45S e o padrdo de bandas CMA3/DAPI,
como marcas cromossdmicas, a fim de auxiliar na identificacdo dos diferentes tipos

cromossOmicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CITOGENETICA MOLECULAR

Estudos citogenéticos tém revelado polimorfismos genéticos importantes na
caracterizacdo de espécies vegetais, através de marcadores citologicos que auxiliem na
construcdo de mapas cromossémicos. Tais estudos tém contribuido para a
caracterizagdo de germoplasma, programas de melhoramento genético, entendimento
das relacdes filogenéticas e identificacdo da origem de vérias espécies (Benko-Iseppon,
2001; Pedrosa-Harand et al., 2006; Moraes et al., 2007; Vasconcelos et al., 2010).

Métodos citomoleculares fornecem um grupo poderoso de ferramentas para
andlises da estrutura, organizacdo e evolucdo gendmica. A técnica de FISH tem
permitido a localizacdo de regides cromossémicas especificas nas mais variadas
especies silvestres e cultivadas. O processo consiste basicamente na desnaturagdo e
hibridizacdo do é&cido nucleico alvo com uma sonda adequada (DNA ou RNA
conhecido e previamente marcado), possibilitando a localizagdo in situ de sequéncias de
acidos nucleicos (DNA ou RNA) nos cromossomos, citoplasma, organelas ou tecidos
(Guerra, 2004). Na hibridizacdo in situ de sequéncias de DNA, muitos tipos de
sequéncias tém sido visualizados através da FISH, incluindo copias Unicas ou com
baixo nimero de repeticGes, até aquelas altamente repetitivas (Guerra, 2004).

Nos ultimos anos, a FISH tem ampliado consideravelmente o nivel de analise e 0
campo de atuacdo da citogenética vegetal. Esta técnica permite que varias sondas
possam ser simultaneamente detectadas em diferentes cromossomos, possibilitando que
seja determinada a ordem fisica de sequéncias e, por consequéncia, a construcdo de
mapas cromossémicos. Em cromossomos mitoticos vegetais, calcula-se que duas
sequéncias tenham que estar separadas por pelo menos 2 a 5 Mb para serem
visualizadas como sinais distintos (Pedrosa-Harand e Guerra, 2004). Por outro lado,
poucos resultados reprodutiveis tém sido relatados em plantas para alvos menores de 10
Kb (Jong et al., 1999).

A construcdo de mapas cromossémicos tem sido importante para compreender a
organizagdo cromossdmica e a evolucdo cariotipica, auxiliando na deteccdo de
alteracdes cromossdmicas estruturais, na identificagcdo da posicdo linear de sequéncias,
bem como no isolamento de genes mapeados (Pedrosa-Harand e Guerra, 2004).

Adicionalmente, analises comparativas de mapas cromossdmicos tém sido usadas para
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estudar o nivel de conservacdo da ordem dos genes em diferentes grupos taxonémicos
(Mandakova e Lysak, 2008; Fonséca et al., 2010).

3.2 SEQUENCIAS DE DNA REPETITIVO

Os elementos de DNA repetitivo consistem em sequéncias motivos com um
tamanho variavel de 2 a 10.000 pb, cujo nimero de cOpias pode alternar de centenas a
milhares de centenas, enfatizando sua grande representatividade gendmica. Tais
sequéncias tém sido apontadas como o principal componente dos genomas eucariéticos,
constituindo cerca de 70-90% em plantas superiores (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998;
Dimitri et al., 2009), sendo amplamente responsavel pela variacdo no tamanho dos
genomas (Jiang et al., 2003).

As sequéncias repetitivas sdo diferenciadas pelo seu nivel de homologia,
distribuicdo entre as espécies e/ou organizacdo fisica e gendmica. Classicamente, suas
unidades de repeticdes podem estar distribuidas em tandem ou dispersas ao longo do
genoma. As sequéncias em tandem ocorrem em blocos de centenas a milhares de
copias, localizadas em um ou mais sitios de um dado genoma. Essa categoria inclui
DNA codificante, como genes para RNAr (RNA ribossomal) e ndo codificante, como
classes de DNA satélite (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998). Por sua vez, o DNA
repetitivo disperso € constituido por elementos de DNA localizados interdispersamente
com outras sequéncias no genoma, como 0s elementos transponiveis, estando
distribuidos ao longo dos cromossomos, embora regiGes de delecdo e amplificacdo
possam ser encontradas (Kubis et al., 1998).

As diferentes classes de DNA repetitivo refletem a grande importéncia evolutiva
que estes elementos desempenham na organizacdo genémica, cujas fungdes bioldgicas
exercidas tém sido extensivamente discutidas. Por muito tempo, eles foram referidos
como DNA lixo devido ao baixo indice de recombinacdo e a menor densidade génica
dessas regides (Jong et al., 1999). Por outro lado, Kubis et al. (1998) afirmaram que
familias de sequéncias repetitivas estdo envolvidas na estabilizagdo dos cromossomos,
enquanto Winterfeld e Roser (2007) ressaltam a sua importancia na expressdo e
recombinagdo génica, assim como na organizacdo estrutural do genoma.
Conjuntamente, existem varias evidéncias que sugerem a influéncia desempenhada
pelas sequéncias repetitivas em diferentes aspectos do funcionamento celular (Dimitri et

al., 2009; Gartenberg, 2009), levando o conceito anterior ao desuso.
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3.3 CLASSES DE DNA REPETITIVO

3.3.1 SEQUENCIAS REPETITIVAS EM TANDEM

As sequéncias repetidas em tandem referem-se a curtas unidades de repeticOes
arranjadas em  série, sendo distribuidas preferencialmente em  posicdes
pericentroméricas, subteloméricas, telomeéricas e, mais raramente, nas regides
intercalares (Kubis et al., 1998).

Geralmente, o DNA satélite encontra-se localizado em associagdo com a
heterocromatina, sugerindo-se que estas sequéncias exercam funcbes importantes na
organizagdo cromossomica em telémeros e centrdmeros, onde auxilia na coesao entre as
cromatides-irmas e desempenha papel acessorio na formacdo e/ou estabilidade do
cinetdcoro, atuando também na remodelagem da cromatina e na regulacdo da expressao
génica (Dimitri et al., 2009; Gartenberg, 2009), conjuntamente, com outras sequéncias
de DNA repetitivo constituintes desta forma de cromatina.

A heterocromatina apresenta caracteristicas bem peculiares, como elevado nivel
de condensacdo, baixa densidade génica e recombinacdo meidtica reduzida, replicacéo
tardia durante a fase S, inativacdo transcricional, composicdo de DNA satélites
altamente repetitivos e remanescentes de elementos transponiveis (Dimitri et al., 2009;
Gartenberg, 2009). Adicionalmente, encontra-se distribuida em blocos, devido a
modifica¢fes pos-transcricionais nos nucleossomos, como metilacdo de Hs e acetilagdo
de Hsz e Hy (Henikoff, 2000; Elgin e Grewal, 2005).

As particularidades supracitadas, principalmente sua composicdo altamente
repetitiva, tornam-na um componente gendmico com capacidade versatil de ser
modificado, acumulado ou eventualmente eliminado, em um intervalo de tempo
evolutivo relativamente rapido, em comparacdo com a eucromatina (Winterfeld e Roser,
2007). Consequentemente, as sequéncias de DNA ndo codificantes mostram niveis
varidveis de abundancia e de padrdo de distribuicdo entre espécies proximamente
relacionadas. Elas podem ser espécie-especificas, genoma-especificas e cromossomo-
especificas, sendo consideradas Uteis para estudos de questionamento taxonémico e
relacOes filogenéticas entre espécies vegetais (Kubis et al., 1998; T6th et al., 2000).

3.3.1.1 DNA RIBOSSOMICO

Os genes de RNAr 5S e 45S apresentam-se altamente repetitivos e arranjados
em tandem em sitios (loci) no genoma de diferentes espécies. Tal distribuicdo e o

9



Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

namero de sitios discretos propiciam sua extensa utilizacdo na FISH (Pedrosa-Harand e
Guerra, 2004), tornando os loci de DNAr marcadores valiosos para investigacdo da
organizacéo e evolugdo cromossémica.

O loco do DNAr 45S consiste de unidades de repeticdo com cerca de 9,2 kb,
contendo os genes para DNAr 18S, 5,8S e 26S, espacadores do tipo ETS (External
Transcribed Spacer; Espacador Transcrito Externo) e ITS (Internal Transcribed Spacer;
Espacador Transcrito Interno), bem como as regides IGS (Internal Gene Spacer;
Espacador Génico Interno) entre as unidades transcritas (Weider et al., 2005). Por outro
lado, o loco do DNAr 5S compreende uma sequéncia menor e relativamente menos
conservada (Heslop-Harrison, 2000).

Os sitios de DNAr 45S correspondem as RONs (Regides Organizadoras de
Nucléolo), visiveis em mitose como constricbes secundarias (Guerra, 2004).
Frequentemente, estes loci encontram-se colocalizados com blocos de HC
(heterocromatina constitutiva) CMA3*, como relatado para Crotalaria juncea L.
(Mondin et al., 2007), P. vulgaris e P. lunatus (Almeida, 2006), Ricinus communis L.
(Vasconcelos et al., 2010), entre outras. Possivelmente, essa constituicdo preferencial
esta relacionada a composi¢do dos genes ribossomais, bem como de seus espacadores
intercalares (Winterfeld e Roser, 2007). Segundo Eickbush e Eickbush (2007), os genes
de RNAr sdo altamente conservados, explicando a uniformidade das sequéncias que
compdem os arranjos de DNAr em cada organismo pela evolucdo em concerto,
propiciando uma distribuico diferenciada em nivel intra e interespecifico.

Variagbes no ndmero e tamanho dos sitios de DNAr 5S e 45S tém sido
frequentemente reportadas entre espécies de plantas pertencentes a0 mesmo género
(Marcon et al., 2005; Hasterok et al., 2006), assim como entre acessos de uma mesma
espéecie (Pedrosa-Harand et al., 2006). Nesse sentido, o evento de crossing-over
desigual, principalmente entre cromatides-irméas, tem sido apontado como a principal
forca propulsora no processo evolutivo dos genes de RNAr. Tal recombinacao aleatoria
facilitaria a formacdo de cromossomos, com diferentes numeros de unidades de
repeticdes de DNAr (Eickbush e Eickbush, 2007).

3.3.1.2 MICROSSATELITES

As SSRs (Simple Sequence Repeats; Repeticdes de Sequéncias Unicas), também
conhecidas por microssatélites, consistem em pequenas unidades de repeticdes (1 a 6

pb) distribuidas em tandem, abundantes ao longo dos genomas procariéticos e
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eucarioticos, sendo encontradas entre regides codificantes de genes estruturais ou outras
sequéncias repetitivas (Bhargava e Fuentes, 2009).

Os microssatelites podem ser caracterizados com base em parametros inerentes a
sua estrutura e localizacdo. Com relacéo a estrutura, essas sequéncias séo classificadas
em perfeitas, imperfeitas e compostas. Os microssatélites perfeitos sdo constituidos por
extensdes ininterruptas de um motivo particular. Por outro lado, as SSRs imperfeitas
consistem em repeticdes interrompidas, ao longo de sua extensdo, por nucleotideos
diferentes do motivo original. Por Gltimo, os microssatélites compostos possuem dois
grupos de motivos diferentes adjacentes (Figura 1) (Weising et al., 2005; Oliveira et al.,
2006).

Microssatélite perfeito
GCGCGCGCGLCGLGLGLGLGL
Microssatélite imperfeito
GCGCGCGCGCGCGACGCGCGC

Microssatélite composto

GCGCGCGCGCATATATATAT
Figura 1. Classificacdo dos microssatélites de acordo com a

estrutura das unidades de repeticdes.

Considerando a sua localizagdo no genoma, as SSRs séo classificadas em
gendmicas ou génicas. Nos microssatélites gendmicos, a frequéncia e distribui¢do das
sequéncias refletem a taxa de mutacdo basica do organismo ou da regido genémica, na
qual esta localizada. Por outro lado, as SSRs génicas tém sua disposi¢do e assiduidade
resultante da taxa de mutacdo dessas regides codificantes associada a forgas seletivas
(Ellegren, 2004).

Apesar de pouco esclarecidas, as taxas mutacionais dessas repeticdes ndo séo
uniformes, variando entre os tipos e composicao das repeticdes, o tipo de SSRs, assim
como entre grupos taxondmicos (Primmer et al., 1996). Além disso, sdo diretamente
afetadas pelos motivos repetidos e por fatores como loco génico, posigdo
cromossomica, divisdo celular, estrutura da cromatina, conteiddo GC (Guanina/Citosina)

das sequéncias flanqueadoras e taxa local de mutacdo. Contudo, afirma-se que o
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principal fator influenciador da mutabilidade estd associado a extensdo das repeticdes
(Ellegren, 2004; Weising et al., 2005).

O mecanismo de replicacdo slippage tem sido sugerido como o principal
responsavel pela formagdo e expansdao dos arranjos de microssatélites, atuando
juntamente com a funcionalidade de um grupo de enzimas e proteinas envolvidas no
processamento do DNA e com a remodelagem da cromatina (Cuadrado e Schwarzacher,
1998; Bhargava e Fuentes, 2009). Segundo Bhargava e Fuentes (2009), os
microssatélites também podem se originar via transposi¢édo de elementos madveis ou por
microssatélites de novo. Neste ultimo caso, 0s microssatélites surgem provavelmente de
modo espontaneo, a partir ou internamente em sequéncias unicas dispostas em regides
eucromaticas. Estas regides sdo caracterizadas pela alta proporcdo de genes expressos,
bem como pela ocorréncia de recombinacdo meidtica. Por consequéncia, as SSRs
desempenhariam um papel fundamental na manutencdo dos codons genéticos e da
integridade proteica (Li et al., 2004).

Os elementos transponiveis, por sua vez, sdo sequéncias que desempenham um
papel fundamental na evolucdo genémica. Esses elementos moveis podem apresentar
um ou mais sitios com predisposi¢do para a formacdo de microssatélites, favorecendo
sua dispersdo e amplificagdo em diferentes regides gendmicas (Bhargava e Fuentes,
2009), inclusive na heterocromatina, uma vez que esses retroelementos podem estar
direta ou distantemente associados a blocos heterocromaticos (Gartenberg, 2009).
Todavia, 0 envolvimento dos retrotransposons na génese dos microssatélites é bastante
guestionavel, pois nem sempre uma alta densidade de elementos transponiveis esta
associada a uma elevada densidade de SSRs (Bhargava e Fuentes, 2009).

As informacdes contidas em bancos de dados, bem como o sequenciamento dos
genomas em diferentes eucariotos tém permitido a acessibilidade a investigacdo da
abundancia, tipo e frequéncia dos motivos de repetices dos microssatélites em
diferentes organismos. Analises destes genomas revelaram que a frequéncia dos
microssatélites varia amplamente entre 0os genomas, ressaltando-se uma distribuicdo nao
aleatéria destas sequéncias, as quais mostram propriedades Unicas nas regides
genbmicas com diferente funcionalidade (T6th et al., 2000). Dessa forma, observa-se
uma selecdo diferencial, em termos de numero absoluto de loci de microssatélites e
repeticdes preferenciais, por diferentes grupos taxondmicos.

Segundo Morgante et al. (2002) existe uma relacdo positiva linear entre a

frequéncia de SSRs e a porcentagem de DNA copia Unica em plantas, sugerindo que 0s
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microssatélites seriam mais abundantes nestas regides. Entretanto, isso contradiz o fato
gue os SSRs seriam elementos derivados de sequéncias repetitivas, estando o aumento
da sua densidade associado ao tamanho do genoma das espeécies.

Toth et al. (2000) observaram que a abundéncia de vérios tipos de
microssatélites, assim como suas frequéncias em regides intergénicas, éxons e introns
eram divergentes entre os primatas, roedores, artropodos, plantas, leveduras e outros
fungos. Em plantas, observaram a predominancia de mono (A e/ou T) e dinucleotideos
(AT) nas regibes intronicas e intergénicas, enquanto que os trinucleotideos (AAG)
foram mais abundantes nos éxons. Mais especificamente, Kangfu et al. (1999)
ressaltaram a predominéncia de repeticdes AT nos géneros Phaseolus e Vigna, apds
analisarem 326 sequéncias de DNA depositadas no GenBank.

A frequéncia e distribuicdo de diferentes motivos SSRs tém sido alvo de estudos,
principalmente em alguns genomas parcial ou completamente sequenciados, como em
P. vulgaris (Schlueter et al., 2008) e G. max (Hyten et al., 2010a), auxiliando no
entendimento da organizacdo genémica de diferentes espécies. Concomitantemente,
alguns estudos tém visado a distribuicdo e a organizacdo cromossémica das SSRs
mediante a FISH, sendo Gteis na investigacdo de relacdes evolutivas (Cuadrado e Jouve,
2007a), identificacdo cromossomica (Chang et al., 2008) e construcdo de mapas
cromossémicos (Ohmido et al., 2007).

Em termos gerais, a FISH tem revelado divergéncias em termos de quantidade e
distribuicdo dos microssatelites entre os taxa, indicando uma distribuigdo gendmica nédo
aleatdria e motivo dependente, como relatado em grdo-de-bico (Gortner et al., 1998),
cevada (Cuadrado e Jouve, 2007a,b; Cuadrado et al., 2008), trigo e centeio (Cuadrado et
al., 2008), entre outros. Em tomate, por exemplo, a heterocromatina pericentromérica é
constituida por clusters de repeticdes GATA e AAC (Yang et al., 2005).

Os oligonucleotideos com padrdo de microssatélites tém sido revelados como
marcadores citologicos para a identificagdo cromossémica, sendo utilizados
simultaneamente ou associadamente com outros tipos de DNA repetitivo (como o0s
DNAr), permitindo a construcdo de mapas cromossdmicos. Chang et al. (2008)
descreveram o par cromossdmico 2 da espécie Solanum lycopersicum L. pela presenca
de (GACA); e DNAr 45S. Em leguminosas, Fuchs et al. (1998) estabeleceram
marcadores fisicos para cada um dos sete pares cromossdmicos de ervilha através da
disposicdo dos oligonucleotideos (AG)12, (AC)12, (GAA)1 e (GATA); associados as

sequéncias de DNAr 5S e 45S. Prontamente, estes estudos suportam a base da
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identificacdo de segmentos e/ou cromossomos inteiros, auxiliando no entendimento da
organizagdo gendmica, assim como da evolucdo, diversidade e relacdo cariotipica
(Cuadrado et al., 2008).

3.3.2 SEQUENCIAS REPETITIVAS DISPERSAS — ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Os elementos transponiveis consistem em sequéncias de DNA moderadamente
repetidas que, ao contrario do DNA satélite, ndo estdo arranjadas em tandem, mas sim
dispersas no genoma (Kubis et al., 1998). Tais elementos possuem a capacidade de
movimentacdo ao longo dos genomas por transposicao, de forma ndo aleatoria, podendo
causar mutacdes benéficas, neutras e/ou deletérias, alteracdes da estrutura e fungdo dos
genes, rearranjos cromossdémicos e modificacfes na regulacdo génica, impulsionando
assim, a expansdo e evolucdo da estrutura genémica em vegetais, seja em estado ativo
e/ou inativo (Alix e Heslop-Harrison, 2004; Rajput e Upadhyaya, 2009).

O mecanismo de transposicao requer a interacdo de proteinas codificadas pelos
proprios elementos mdveis. Os elementos autdnomos possuem uma ORF (Open
Reading Frame; Quadro Aberto de Leitura) que codifica os produtos necessarios a
transposicdo, como as enzimas transcriptase reversa ou transposase. Por sua vez, 0S
elementos ndo autdbnomos ndo codificam proteinas, mas retém sequéncias cis-
regulatérias imprescindiveis para a transposi¢cdo, bem como utilizam as enzimas
codificadas pelos elementos autbnomos (Wessler, 2006).

De acordo com sua organizacéo estrutural e mecanismo de transposi¢éo, os TES
(Transposable Elements; Elementos transponiveis) sdo distribuidos em duas principais
classes (I e Il). Os elementos de classe | ou retrotransposons transpdem-se por um
intermediario de RNA, via mecanismo do tipo copy and paste, o qual sofre transcricao
reversa para sua reinser¢do no genoma. Os elementos de classe Il ou transposons, por
sua vez, codificam uma transposase, movimentando-se pelo genoma mediante um DNA
intermediario, via mecanismo do tipo cut and paste (Todorovska, 2007; Du et al.,
2010).

Além desta classificacdo, 0s elementos transponiveis sd@o agrupados em
subclasses, superfamilias, familias e subfamilias, com base na presenca e/ou auséncia de
dominios especificos, similaridade nucleotidica e de aminoacidos, assim como pelo
tamanho do TSD (Target Site Duplication; Duplicagcdo do Sitio Alvo), curta sequéncia

gendmica duplicada no sitio de insercéo dos TEs (Capy et al., 1998).
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Os retrotransposons sdo divididos em duas subclasses, as quais diferem em sua
estrutura e ciclo de transposicgéo, retroelementos ndo LTRs (Long Terminal Repeats;
Longas Repeti¢bes Terminais) e LTRs (Friesen et al., 2001; Hill et al., 2005; Park et al.,
2007).

Os elementos ndo LTRs sdo divididos em duas superfamilias denominadas
SINEs (Short Interspersed Nucleotide Elements; Elementos Nucleares Interdispersos
Curtos) e LINEs (Long Interspersed Nucleotide Elements; Elementos Nucleares
Interdispersos Longos). Os retroelementos LINES sdo autbnomos, possuindo uma regiao
gag (Group-specific antigen; antigeno grupo-especifico) e parte da regido pol (RT e
RNase H), bem como caudas poli-A; enquanto que os SINEs ndo apresentam nenhuma
sequéncia codificadora, sendo elementos ndo autdnomos, mas contém um promotor
interno para RNA polimerase e terminais ricos em adenina (Wessler, 2006).

Por sua vez, os retrotransposons LTR sdo flanqueados por duas LTRs (posi¢des
5’ e 3”) e uma ORF internamente, a qual ¢ normalmente constituida pelo gene gag,
codificador de uma poliproteina, a qual compreende trés proteinas correspondentes aos
subcomponentes da VLP (Virus-like Particle; particula similar a virus), envolvida na
maturagdo e empacotamento do RNA; e gene pol (Polyprotein; Poliproteina),
responsével pela codificagdo de vérias proteinas, como proteases, integrase,
transcriptase reversa e RNase H, as quais sdo necessarias para a sintese e integracdo do
DNAc (Complementary DNA; DNA complementar) em cromossomos hospedeiros
(Chavanne et al., 1998; Cheng et al., 2009).

Considerando o ciclo de vida dos retroelementos, o RNA é inteiramente
transcrito por uma RNA polimerase 1l codificada pelo hospedeiro sendo transportado
para o citoplasma, onde é traduzido. Diferentes proteinas sdo resultantes do processo de
traducdo, entre elas a integrase e a transcriptase reversa. Esta ultima, utiliza o0 RNA
transcrito como molde para a produgdo de uma molécula de DNACc, a qual é direcionada
para o nucleo. Finalmente, 0 DNAC é integrado aos cromossomos dispersamente, pela
acao da integrase, originando uma ou mais novas copias do retrotransposon no genoma
hospedeiro. Consequentemente, em seu processo de mobilizacdo, os retroelementos nao
sofrem excisdo e reinsercdo, permitindo que a sequéncia original permanega no genoma
hospedeiro, havendo um aumento exponencial do nimero de copias do retroelemento
(Kumar e Bennetzen, 1999).

Tal mecanismo replicativo parece estar relacionado a grande abundancia dos

retrotransposons, bem como as diferencas de tamanhos genémicos entre diferentes
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espécies vegetais, onde sao caracterizados como componentes majoritarios, perfazendo
50-90% dos genomas vegetais. Essa porcentagem enfatiza o papel central que 0s
retroelementos desempenham na reestruturacdo evolutiva, sendo plausivel a existéncia
de mecanismos que controlem a atividade destes elementos na expansdo dos genomas.

A inativacdo dos elementos moveis é decorrente de mecanismos de regulagdo
controlados pelo hospedeiro, assim como pelo préprio elemento (Bennetzen, 2000).
Considerando os elementos transponiveis autbnomos, a regulacdo transcricional e pos-
transcricional tem sido considerada como a forma mais efetiva de silenciamento dos
elementos mdveis, como por exemplo, a metilacdo. Este mecanismo controla a
transcricdo excessiva e mudancgas estruturais ocasionadas por recombinacdo ectdpica,
principalmente em plantas, consistindo em um mecanismo de defesa genémica
(Hirochika et al., 2000).

Entre os retrotransposons LTRs, as superfamilias Tyl-copia e Ty3-gypsy sao
consideradas as mais abundantes e relatadas nos genomas de diferentes angiospermas,
representando, por exemplo 25% e 75% dos genomas de arroz e milho, respectivamente
(Du et al., 2010).

Essas duas superfamilias de retrotransposons diferenciam-se pelo dominio
conservado dos genes RT (Reverse Transcriptase; Transcriptase Reversa),
caracteristicos de cada retroelemento (Friesen et al., 2001), bem como pela ordem
génica dos dominios RT e integrase na regido pol. O Tyl-copia apresenta o dominio da
integrase anterior (posi¢do 5’) ao da RT e RNase H, enquanto que, no Ty3-gypsy, tal
dominio situa-se posterior (posicdo 3’) a0 RT e RNAse H (Figura 2). Além dessa
caracteristica, os elementos Ty3-gypsy-like apresentam uma maior similaridade com os
retrovirus (Kumar e Bennetzen, 1999; Hansen e Heslop-Harrison, 2004), pela presenca
de dominio env (Envelope), coincidente com a posicdo ocupada pelo gene codificante
do envelope viral em retrovirus (Vershinin et al., 2002), sendo estes classificados como
Gypsy-like (Capy et al., 1998).

Outra classificacdo foi proposta para o0s retrotransposons pelo ICTV
(Internacional Committee on Taxonomy of Viruses; Comité Internacional em
Taxonomia de Virus), sendo baseada nas similaridades da sua organizacdo genémica
com os retrovirus, bem como nas relagcfes filogenéticas entre as transcriptases reversas.
De acordo com esta classificacao, os retrotransposons sao subdivididos em duas ordens
Retrales e Retrovirales, estando classificados nesta ultima, os retroelementos LTRs em

duas familias Pseudoviridae (Tyl-copia) e Metaviridae (Ty3-Gypsy) (Capy, 2005).
16



Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

Tyl-copia
T e— 2 | o | RT
Ty3-gypsy

PBES | GAG PPT
LTR AP I RT IN ﬁ LTR I

Figura 2. Organizacdo dos dominios génicos das principais
classes de retrotransposons LTRs (Tyl-copia e Ty3-gypsy)
(adaptado de Todorovska, 2007).

Varios estudos tém focado a caracterizacdo do conteldo, heterogeneidade,
atividade e distribuicdo genémica geral dos retrotransposons em diferentes espécies
vegetais, visando a uma melhor compreensédo sobre a organizacdo gendmica. Os
retroelementos Tyl-copia e Ty3-gypsy tém prevalecido em todos os principais grupos
vegetais, como em Helianthus L. (Natali et al., 2006), Malus domestica Borkh (Sun et
al., 2008) e Pisum sativum L. (Macas et al., 2007). Entretanto, Dixit et al. (2006)
relataram que a ocorréncia de Ty3-gypsy tem sido pouco explorada, estando limitada a
alguns grupos taxonémicos (Natali et al., 2006; Park et al., 2007).

Xiao et al. (2007) isolaram as sequéncias completas de dois elementos Tyl-
copia-like (RTvr-1 e RTvr-2) presentes no genoma de V. radiata. Os retroelementos
RTvr-1 e RTvr-2 apresentaram um dominio interno de 3991 e 6484 pb,
respectivamente, com terminais LTR contendo, aproximadamente, 680 pb. O
alinhamento destes retroelementos revelou a presen¢a de uma sequéncia com 2500 pb,
localizada entre a regido 3’ do dominio da integrase e 5’ da transcriptase reversa, em
RTvr-2. Com excecdo deste dominio, a similaridade entre os dois retrotransposons foi
igual a 92%, sugerindo que estes pertenciam a mesma familia.

Conjuntamente, uma analise filogenética foi realizada visando investigar uma
relacdo evolutiva entre 0os RTvrs isolados e outros retrotransposons do tipo LTR
conhecidos, utilizando o dominio da transcriptase reversa. Os RTvrs agruparam-se com
retrotransposons Tyl-copia-like identificados em diferentes espécies vegetais, contudo,

estariam mais proximamente relacionados ao Tnt1-94, retrotransposon copia-like
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proveniente de Nicotiana tabacum, do que a outras classes destes elementos observadas
em outras leguminosas (Xiao et al., 2007).

Diferentes estudos tém isolado e caracterizado o dominio RT de familias de
retrotransposons, observando a distribuicdo destes elementos no genoma, mediante
FISH. Geralmente, os retroelementos apresentam uma distribuicdo dispersa, a qual
reflete 0 seu mecanismo de transposicdo, sendo encontrados entre outras sequéncias
repetitivas ou associados a regides genémicas particulares (Kubis et al., 1998; Heslop-
Harrison, 2000).

Natali et al. (2006) analisaram a localizagéo in situ das sequéncias repetitivas,
pHaS13 e pHaS211, com similaridade aos genes int (retroelemento Ty3-gyspsy) e
RNAse H (retrotransposon Tyl-copia), respectivamente, em espéecies do género
Helianthus. Apesar da distribuicdo dispersa ressaltada em todo o complemento
cromossdmico para ambos 0s elementos moveis, a sequéncia Ty3-gypsy-like apresentou
uma localizacdo preferencialmente centromérica em todas as espécies analisadas;
enquanto que, em Helianthus annuus L., o fragmento Tyl-copia-like distribuiu-se nas
regibes terminais dos cromossomos. Em Copaifera langsdorffii Desf., Gaeta et al.
(2010) observaram dots e blocos de Ty3-gypsy em posic¢des intercalares e terminais, por
vezes associados a regides ricas em GC.

Por sua vez, Nielen et al. (2009) isolaram e caracterizaram 0 retrotransposon
Athila-like (Familia Ty3-gypsy), o qual apresenta alta similaridade com Arabidopsis
thaliana, do genoma do amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) e de seus parentais
diploides A. duranensis Krapov. & W.C.Greg. (genoma AA) e A. ipaénsis Krapov. &
W.C.Greg. (genoma BB). A analise com FISH mostrou que o elemento encontrava-se
distribuido dispersamente em regides eucromaticas dos cromossomos, possuindo maior

intensidade nos cromossomos do genoma AA, em comparacado aos do genoma BB.

3.4 CARACTERISTICAS TAXONOMICAS E IMPORTANCIA ECONOMICA DA FAMILIA
FABACEAE LINDLEY
A familia Fabaceae compreende um grupo taxondémico de distribuicdo
cosmopolita, com espécies nativas em todos os continentes, exceto na Antartida. E
considerada como uma das maiores familias das Magnoliophyta, constando de 727
géneros e aproximadamente 19.000 especies (Lewis et al., 2005). Ocupa o terceiro lugar
em diversidade, estando seus representantes distribuidos, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais (Souza e Benko-Iseppon, 2004).
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E constituida por trés subfamilias Mimosoideae, Caesalpinioideae e
Papilionoideae (ou Faboideae), as quais reinem cerca de 2.500, 2.700 e 12.615
espeécies, respectivamente (Judd et al., 2002; Biondo et al., 2005). Sdo plantas de habito
variado, existindo arvores, ervas anuais ou perenes, arbustos e lianas, entre outros;
apresentam nddulos radiculares contendo bactérias fixadoras de nitrogénio propiciando
um eficiente metabolismo de nitrogénio (Barroso et al., 1991; Joly, 2002; Souza e
Lorenzi, 2005).

As folhas sdo compostas, com filotaxia alterna e estipulas e estipelas as quais, as
vezes, transformam-se em espinhos. Apresentam inflorescéncia racemosa, cujas flores
podem ser vistosas ou ndo, bissexuadas, actinomorfas ou zigomorfas, diclamideas ou
raramente monoclamideas, usualmente com hipanto. Geralmente, o célice e a corola sdo
pentameros, dialissepalos ou gamossépalos; pétalas semelhantes entre si ou
diferenciadas em carenas ou quilhas (inferiores), alas ou asas (medianas) e vexilo ou
estandarte (a superior diferente de todas as outras). O androceu é representado por
quatro a 10 estames, livres ou unidos entre si, anteras rimosas ou raramente poricidas. O
gineceu € unicarpelar, apresentando ovario sUpero com placentacdo marginal e
uniloculado, por vezes divididos por falsos septos, com muitos Ovulos. O fruto
caracteristico desta familia é do tipo legume, definido como seco e deiscente por duas
valvas; contudo, outros tipos sdo encontrados como drupa, samara, foliculo, craspodio
ou lomento (Barroso et al., 1991; Joly, 2002; Souza e Lorenzi, 2005).

Esta familia é classificada como a segunda maior familia vegetal de importancia
econdmica, perdendo apenas para a Poaceae, devido a sua grande utilizacdo para 0s
mais diversos fins (Singh et al., 2007). Na dieta alimentar, destacam-se 0s géneros
Glycine, Phaseolus e Vigna, os quais pertencem a subfamilia Papilionoideae, tribo
Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, estando agrupados em um clado monofilético
(Phaseoloids) (Marechal et al., 1978). Os referidos géneros apresentam como espécies
mais importantes, G. max, P. vulgaris, P. lunatus e V. unguiculata, conhecidas
popularmente como soja, feijdo comum, feijdo-fava e feijdo-caupi, respectivamente
(Barroso et al., 1991; Souza e Lorenzi, 2005).

Os graos de feijao representam uma importante fonte proteica na dieta humana
nos paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais. No Brasil, o feijdo é
um dos componentes basicos da dieta alimentar da populacdo, destacando-se como
importante fonte de proteina para as classes economicamente menos favorecidas

(Wander, 2005). Além da importancia proteica, a soja € uma das principais fontes de
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6leo vegetal do mundo e a primeira leguminosa a ser completamente sequenciada.
Estima-se que seu genoma servira como referéncia para mais de 20.000 espécies de
leguminosas e para o entendimento do mecanismo de fixacéo do nitrogénio atmosférico
por simbiose (Schmutz et al., 2010).

Na regido Nordeste do Brasil, dentre as plantas cultivadas e usadas pela
populacdo, nenhuma tem tantas caracteristicas vantajosas como o feijdo-caupi
(Freire-Filho et al., 1999; 2005). Constitui-se em importante fonte de proteinas para os
agricultores de baixo poder aquisitivo, contribuindo com 31% da proteina consumida no
nordeste, encerrando 24% de proteinas e 340 calorias para cada 100 g de sementes.
Adicionalmente, esta cultura apresenta aminoacidos essenciais ausentes nos demais,
elevados niveis de acido folico, baixos niveis de fatores antinutricionais e flatuléncia,
além de ter digestibilidade muito melhor que os demais feijées (Ehlers e Hall, 1997;
Silva e Freire-Filho, 1999). Trata-se de uma das plantas mais versateis que existem,
sendo muito valiosa como forrageira, com uma capacidade impar de fertilizar solos
pobres, mesmo em condicdes de calor, seca e salinidade (Ehlers e Hall, 1997).

Algumas espécies sdo bastante usadas para fins ornamentais, sendo a principal
familia utilizada na arborizagdo urbana no Brasil, destacando-se a tipuana [Tipuana tipu
(Benth.) Kuntze], o pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart.), o flamboyant [Delonix regia
(Bojer ex Hook) Raf.] e a pata de vaca (Bauhinia variegata L.) (Souza e Lorenzi, 2005).

Por outro lado, inUmeras sdo as Fabaceae que produzem madeira de excelente
qualidade, incluindo a cerejeira [Amburana cearensis (Arr. Cam.) A.C. Smith], o jatoba
(Hymenaea spp.), o angelin (Andira spp.), o angico (Anadenanthera spp.) e o pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam.), espécie nativa da Mata Atlantica responsavel pelo
primeiro ciclo econémico do Brasil. Outra importante aplicacdo é o uso na adubacéo
verde, principalmente considerando a associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio
(Rhizobium) que produzem pequenos nddulos nas raizes, como feijdo-guandu [Cajanus
cajan (L.) Millsp.], crotalaria (Crotalaria spp.) e alfafa (Medicago sativa L.), sendo esta

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

3.5 CARACTERISTICAS TAXONOMICAS E CITOGENETICAS DO GENERO Glycine
WILLD.

A soja cultivada (G. max) apresenta uma provavel origem monofilética a partir

da soja selvagem, G. soja Sieb. & Zucc. E proveniente do sul da China, dispersando em

seguida para outros paises do leste da Asia (Guo et al., 2010). Atualmente, os Estados
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Unidos possuem a maior &rea plantada e a maior producdo, seguidos do Brasil,
Argentina, China e India. De acordo com a estatistica da FAO (Food and Agriculture
Organization; Organizacdo para Agricultura e Alimentacdo) (http://faostat.fao.org/),
estes cinco paises possuiram juntos em 2008, aproximadamente, 89% da area plantada e
91% da producdo mundial.

O género Glycine é constituido por dois subgéneros: Glycine Willd., que inclui
26 espeécies perenes selvagens; e Soja (Moench.) F.J. Herm., o qual é representado por
G. soja e G. max. Ambas as espécies do subgénero Soja sdo anuais com 2n = 40
cromossomos, sao reprodutivamente compativeis, produzindo hibridos viaveis,
vigorosos e férteis, capazes de trocar genes entre si (Singh e Hymowitz, 1999). Os
genomas de G. soja e G. max sdo similares e tém sido designados por G e Gy,
respectivamente (Chung e Singh, 2008). Algumas linhagens diferem por apresentarem
translocacOes reciprocas (Singh e Hymowitz, 1999) ou inversfes paracéntricas (Palmer
et al., 2000).

O sequenciamento do genoma da soja foi do tipo shotgun, compreendendo 950
Mb. A maior parte das sequéncias do genoma esta montada em 20 pseudomoléculas
cromossomicas contendo 397 sequéncias scaffolds com posi¢des ordenadas dentro dos
20 grupos de ligacdo da soja. Um contetido adicional de 17,7 Mb esta presente em 1.148
sequéncias scaffolds ndo ancoradas, que sdo constituidas principalmente por DNA
repetitivo e contém menos dos 450 genes previstos (Schmutz et al., 2010). As posic¢oes
dos scaffolds foram determinadas com extensos mapas genéticos, incluindo 4.991 SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism; Polimorfismos de um Unico Nucleotideo) e 874
SSRs (Song et al., 2004; Choi et al., 2007; Hyten et al., 20103, b).

De acordo com Schmutz et al. (2010), cerca de 57% das sequéncias gendmicas
da soja estdo localizadas em regides heterocromaticas com baixo indice de
recombinacdo, as quais estdo distribuidas proximas ao centrébmero. Lin et al. (2005)
sugerem que as sequéncias repetitivas de soja estejam restritas a grandes blocos de
heterocromatina pericentromérica, constituida por DNA satélites com retroelementos
interdispersos, sendo estes ultimos caracterizados como pertencentes as classes copia-
like e gypsy-like (Numberg et al., 2006; Swaminathan et al., 2007).

Por sua vez, Gill et al. (2009) caracterizaram e hibridizaram as sequéncias
satélites CentGm-1 e CentGm-2, visualizando 14 e oito sitios centroméricos,
respectivamente, afirmando serem constituintes das regides centroméricas dos

cromossomos de soja. Estas sequéncias repetitivas, contendo 91-92 bp por unidade,
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representam uma fracdo dos scaffolds organizados em 19 das 20 pseudomoléculas
cromossémicas, durante a construcdo do mapa fisico de soja. Contudo, quatro
cromossomos continham varios clusters de CentGm-1 e/ou CentGm-2 em diferentes
posicdes cromossémicas, refletindo sua posicdo fisica correta ou a dificuldade de
orientar essas regides altamente repetitivas (Schmutz et al., 2010).

A alopoloploidizagdo parece ter desempenhado um papel muito importante na
especiacdo dentro do género Glycine. Embora seus cromossomos se comportem
citogeneticamente como diploides, as espécies com 2n = 40 apresentam provavel
origem alopoliploide (Chung e Singh, 2008; Gill et al., 2009). Em soja, observou-se
que, devido a varias rodadas de duplicacdo e diploidizagdo no genoma, assim como
rearranjos cromossdmicos, multiplas copias de sequéncias de DNA (ou blocos) podem
estar presentes em mais de dois cromossomos. Em média, 61,4% dos genes homdlogos
sdo encontrados em blocos envolvendo apenas dois cromossomos, apenas 5,63% ao
longo de trés cromossomos, e 21,53%, em quatro cromossomos.

A soja ndo é considerada uma planta modelo para estudos citogenéticos por
apresentar cromossomos numerosos (2n = 40), pequenos e de tamanhos similares (1,26—
1,99 um, para cromossomos metafasicos) (Clarindo et al., 2007). S&o seis pares de
cromossomos metacéntricos e 14 submetacéntricos (Clarindo et al., 2007), destacando-
se apenas um par de cromossomos organizadores de nucléolo, o que também é
observado para a maioria das espécies de Glycine com 2n = 40 (Singh et al., 2001;
Ohmido et al., 2007).

A primeira descricdo citologica para soja foi desenvolvida utilizando
cromossomos paquiténicos, os quais foram numerados de 1 a 20, com base no
comprimento cromossdmico total, relagdo entre bracos e proporgdes relativas de
eucromatina e heterocromatina (Singh and Hymowitz, 1999). O uso de trissdmicos
primérios de soja permitiu associar 11 dos 20 grupos de ligacdo moleculares (MLGs) a
cromossomos especificos (1 = Dla+g, 3=N,5=A1,8=A2,9=K,13=F, 14 =C1,
17=D2,18 =G, 19 =L and 20 = I) (Zou et al., 2003).

Contudo, apesar da conclusdo do sequenciamento do genoma da soja (Schmutz
et al., 2010), ndo foi possivel a associacdo dos nove MLGs restantes a seus respectivos
cromossomos em uma célula, utilizando trissdmicos primarios (Zou et al., 2003). Para
esses cromossomos, 0s numeros foram fornecidos em ordem decrescente com base no
comprimento da distancia genética estimada, disponivel no banco de dados SoyBase
(http://soybase.org/LG2Xsome.php). Recentemente, um coquetel de sondas [BAC
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(Bacterial Artificial Chromosome; Cromossomo Artificial de Bactéria)] geneticamente
ancorados foi utilizado na FISH de soja e G. soja, permitindo a identificagdo simultanea
dos 20 pares cromossémicos em preparacdes mitdticas de soja e o estabelecimento da
relagdo com suas respectivas pseudomoléculas sequenciadas. Além disso, esse estudo
possibilitou a identificacdo de translocacdo reciproca entre 0s cromossomos 11 e 13 em
dois acessos da soja selvagem (Findley et al., 2010).

3.6 CARACTERISTICAS TAXONOMICAS E CITOGENETICAS DO GENERO Phaseolus L.

O género Phaseolus é constituido por aproximadamente 75 espécies (Mercado-
Ruaro et al., 2009). Entre estas, destacam-se apenas cinco espécies cultivadas: P.
vulgaris, P. lunatus, P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greman
(Vieira et al., 1999; Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 2000).

Delgado-Salinas et al. (2006) analisaram a filogenia deste género, por meio de
dados morfologicos, bioquimicos e moleculares (sequéncias DNArn ITS/5,8S e loci
plastidiais trnK), confirmando sua origem monofilética. Estes autores observaram que
as espécies do referido taxon podem ser divididas em dois clados principais. O clado A
seria constituido pelos grupos Tuerckheimii, Pauciflorus e Pedicellatus. Por sua vez, o
clado B era formado pelos grupos Filiformis, Leptostachyus, Lunatus, Polystachios e
Vulgaris, este Gltimo agrupando as espécies P. vulgaris, P. coccineus, P. acutifolius e P.
polyanthus. O taxon P. lunatus foi classificado no grupo Lunatus, sugerindo que, entre
as espécies cultivadas, pode ser considerada a mais distante filogeneticamente.

O feijoeiro comum (P. vulgaris) é a espécie mais conhecida do género, existindo
certa controvérsia quanto a sua origem. De Candolle (1883) apud Vieira et al. (1999)
afirmou, em seu tratado sobre a origem das plantas cultivadas, que o feijoeiro
apresentava origem desconhecida. Contudo, Gepts (1998) sugeriu que P. vulgaris tenha
se originado na fronteira entre o Equador e o Nordeste do Peru, havendo dois centros de
origem denominados como regido Mesoamericana, estendendo-se do México ao norte
da Ameérica do Sul, bem como a regido Andina, compreendendo a regido central e o sul
da América do Sul.

Os primeiros estudos citogenéticos em Phaseolus foram restritos a contagens
cromossoémicas, devido ao pequeno tamanho dos cromossomos e a morfologia uniforme
(Zheng et al., 1991; Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas, 2000), sendo determinado o

namero cromossdmico 2n = 22 para as espécies P. acutifolius, P. coccineus, P. lunatus
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e P. vulgaris (Karpetschenko, 1925; Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 2000).0 feijéo
comum apresenta cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, relativamente
pequenos (1,5 a 3 um) (Zheng et al., 1991; Moscone et al., 1999), incorporando um
genoma estimado em 637 Mb ou 0,66 pg/1C (Aramuganathan e Earle, 1991).

A heterocromatina constitutiva, analisada através de bandeamento C, localiza-se
preferencialmente nas regides pericentroméricas da maioria dos cromossomos de P.
vulgaris, ressaltando uma distribuicdo caracteristica do género (Moscone et al., 1999;
Almeida, 2006). Contudo, existem relatos de blocos C* nas regides teloméricas dos
cromossomos de P. lunatus (Moscone et al., 1999). Zheng et al. (1994) enfatizaram a
presenca de bandas CMA;"/DAPI™ proximais no feijdio comum, colocalizadas com as
bandas C*, sugerindo uma composicdo de heterocromatina rica em GC. Tal dado foi
corroborado pelos resultados obtidos por Almeida (2006) ao investigar,
comparativamente, a distribuicdo da heterocromatina em P. lunatus e P. vulgaris. O
complemento cromossémico de P. lunatus apresentou bandas CMA3/DAPI
localizadas nas RONSs e regides centroméricas. Em P. vulgaris, uma distribuicdo similar
foi visualizada, entretanto, as bandas foram classificadas como CMA;"/DAPI°
(Almeida, 2006).

Com relacdo a distribuicdo do DNAr, Pedrosa-Harand et al. (2006) avaliaram a
variacao de sitios de DNAr 5S e 45S em 37 acessos selvagens e domesticados do feijao
comum, representantes do pool génico Mesoamericano e Andino. Os dois sitios de
DNAr 5S mostraram-se bastante conservados dentro da espécie, enquanto houve uma
grande variacdo no numero de locos de DNAr 45S, tanto na sua posi¢do quanto no
numero de repeticbes por loco. Observou-se 3-4 e 6-9 sitios, para 0s representantes
Mesoamericano e Andino, respectivamente, sugerindo que mecanismos de
recombinacéo ectopica entre regides cromossdmicas terminais seriam responsaveis pela
génese da variacdo observada. Em outras espécies cultivadas do género Phaseolus (P.
coccineus, P. acutifolius e P. lunatus), Moscone et al. (1999) observaram uma variagédo
tanto na distribuicdo dos sitios de DNAr 5S (1-3 sitios) quanto de DNAr 45S (1-3
sitios).

Os mapas genéticos tém sido correlacionados com 0s mapas cromossémicos
mediante FISH de BACs, possibilitando identificar possiveis distor¢fes das distancias
fisicas encontradas nos mapas genéticos. Em Phaseolus, por exemplo, um mapa
cromossomico foi recentemente concluido com sucesso para P. vulgaris
(Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010).
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Esses BACs foram utilizados como sondas em FISH na comparagéo entre 0s
mapas de P. vulgaris e P. lunatus, revelando uma total conservacao de sintenia e apenas
trés quebras de colinearidade (Almeida, 2006; Bonifacio, 2009). Por sua vez, entre P.
vulgaris e Phaseolus microcarpus Mart., uma espécie selvagem e filogeneticamente
distante, houve uma forte conservacao de sintenia entre os cromossomos homeologos e
apenas quatro quebras de colinearidade, apesar da distancia filogenética entre as duas
especies. Esses resultados demonstraram que em Phaseolus a evolugdo cromossémica
parece estar relacionada a eventos raros e de pouca complexidade, como inversdes, por
exemplo, confirmando sua aparente estabilidade cariotipica postulada em estudos
convencionais (Fonséca, 2010).

3.7 CARACTERISTICAS TAXONOMICAS E CITOGENETICAS DO GENERO Vigna
SAVI.

O género Vigna compreende cerca de 170 espécies (Freire-Filho et al., 2005).
Nas primeiras classificacfes taxondmicas descritas para o género Vigna, algumas
espeécies foram originalmente agrupadas em outros géneros, como Phaseolus e Dolichos
L. (Freire-Filho, 1988), sendo posteriormente alocadas no género Vigna a partir de
andlises morfoldgicas e taxondmicas (Marechal et al., 1978).

Marechal et al. (1978), usando taxonomia numérica, realizaram um amplo
estudo neste género dividindo-o em sete subgéneros: Vigna, Plectotropis, Cestotropis,
Lasiocarpa, Sigmoidotropis, Haydonia e Macrorhyca. O subgénero Vigna foi
considerado endémico da Africa e dividido em seis secOes: Comosae, Liebrehtsia,
Macrodontae, Reticulatae, Vigna e Catiang, sendo a Ultima formada por duas espécies
botéanicas reconhecidas, V. unguiculata e Vigna nervosa Markotter.

A espécie V. unguiculata foi diferenciada em quatro subespécies: trés
subespécies selvagens, dekindtiana (Harms) Verd., tenuis (E. Mey.) M. M. & S. e
stenophylla (Harvey) M. M. & S., bem como uma subespécie cultivada, unguiculata, a
qual reune todo o feijdo-caupi cultivado. A introducdo das categorias cultigrupo e
variedade, para distinguir unidades dentro das subespécies cultivada e selvagem,
respectivamente, possibilitou a colocacdo de varias formas em uma mesma subespécie.
Desse modo, Westphal (1974) apud Marechal et al. (1978) e Ng e Marechal (1985)
dividiram a subespécie unguiculata em quatro cultigrupos: Unguiculata, Sesquipedalis,
Biflora e Textilis. Dentre esses cultigrupos, apenas Unguiculata e Sesquipedalis sdo

cultivados no Brasil, compreendendo a quase totalidade das cultivares locais e
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melhoradas e ao feijdo-de-metro, respectivamente (Freire-Filho et al., 2005).

O feijao-caupi (V. unguiculata) tem varios nomes vulgares, sendo conhecido
como feijao-de-macécar ou de macaca, feijio-de-corda e feijao fradinho, entre outros. E
uma planta herbacea, com ciclo de vida curto (entre 60 e 90 dias). Apresenta variagcdo
de porte, desde ereto até prostrado, e habito de crescimento determinado a
indeterminado (Freire-Filho et al., 2005).

Em termos de origem e distribuicdo geografica, o género Vigna possui
distribuicio pantropical, apresentando espécies na Africa, india, sudeste da Asia,
Américas Central e do Sul e na Australia (Ghafoo et al., 2001), com maior nimero de
espécies endémicas na Africa, sugerindo-se que a evolugdo e a dispersdo deste género
tenham ocorrido a partir deste continente (Freire-Filho, 1988).

O feijdo-caupi (V. unguiculata) apresenta, como centro primario de diversidade,
0 oeste da Africa, mais precisamente, a Nigéria (Ng e Marechal, 1985). Todavia,
Padulosi et al. (1997) afirmam que provavelmente a regido do Transvaal, na Republica
da Africa do Sul, seja a regido de especiacio desta cultura.

Considera-se que a dispersdo do feijao-caupi tenha ocorrido por volta de 2.300
a.C (Ng e Marechal, 1985). No continente americano, acredita-se que a introducdo do
caupi tenha ocorrido a partir da Europa e do oeste da Africa, estando relacionada com a
colonizacao espanhola e com o trafico de escravos no século XVI (Steele, 1976).

Freire-Filno (1988) apresenta vérias evidéncias de que o feijdo-caupi foi
introduzido na América Latina, no século XVI, pelos colonizadores espanhois e
portugueses. Contudo, Simon et al. (2007) analisando a diversidade genética e relacdes
filogenéticas entre diferentes taxa de feijdo-caupi por DAF (DNA Amplification
Fingerprinting; Impressdo Digital da Amplificacdo do DNA) contraria esta ideia. No
Brasil, sua introducdo provavelmente ocorreu pelo estado da Bahia, sendo levado pelos
colonizadores para outras areas da regido Nordeste, assim como, do pais. Tais
afirmacGes levaram alguns autores a sugerir que o feijdo-caupi teria uma base genética
estreita no Brasil, em vista de seu melhoramento local ter ocorrido inicialmente com
base em poucos genotipos introduzidos (Freire-Filho et al., 1999; Freire-Filho et al.,
2005).

Atualmente, estudos citogenéticos encontram-se descritos para a caracterizacdo
cromossOmica de espécies pertencentes ao género Vigna, no que se refere a utilizagéo

de técnicas de coloracdo convencional, bandeamento cromossémico, bem como FISH
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com sondas de DNAr (Galasso et al., 1995; Guerra et al., 1996), DNA satélite (Galasso
etal., 1995) e retroelementos (Galasso et al., 1997).

Diversos trabalhos envolvendo acessos de Vigna, pertencentes a diferentes
especies, enfatizaram o0 numero basico x = 11 e uma alta homogeneidade
cariomorfoldgica para o citado género (Venora e Saccardo, 1993; Venora e Padulosi,
1997; Venora et al., 1999). O primeiro relato de contagem cromossomica foi reportado
por Karpechenko (1925), descrevendo o0 nimero cromossémico 2n = 22 para a especie
V. unguiculata.

O feijdo-caupi apresenta um dos menores genomas entre as leguminosas
(450-500 Mb), apresentando o nivel diploide com 2n = 22 cromossomos
(Arumuganathan e Earle, 1991), predominantemente submetacéntricos e metacéntricos,
de dificil identificacdo devido ao tamanho e grau de condensagdo cromossémica.

O bandeamento C evidenciou um padrdo pericentromérico em todo
complemento cromossdmico de V. unguiculata (Galasso et al., 1992; Pignone et al.,
1995). Por sua vez, a analise com os fluorocromos CMA3/DAPI revelou a presenca de
bandas CMA;"/DAPI" nos pares cromossdmicos 2, 3, 4 e 5, enquanto nenhuma banda
DAPI" foi observada (Galasso et al., 1993; 1995).

A FISH revelou a presenca de quatro sitios maiores de DNAr 45S nas regides
subterminais dos cromossomos 2, 3, 4 e 5, assim como um sitio menor proximal no par
cromossémico 10 ou 11 (Galasso et al., 1995; Guerra et al., 1996). Os sitios maiores
estavam colocalizados com as bandas CMA;" observadas por Galasso et al. (1993),
indicando a presenca de heterocromatina associada a RON. Os sitios de DNAr 5S foram
localizados no braco longo do par cromossémico 4, portador de DNAr 45S, bem como
no brago curto de um outro cromossomo nao identificado.

Adicionalmente, Galasso et al. (1995) isolaram e caracterizaram uma sequéncia
de DNA repetitivo (Dral) do genoma de V. unguiculata com 488 nucleotideos, rica em
AT (Adenina/Timina), a qual hibridizou nas regides pericentroméricas de todos 0s
cromossomos do feijdo-caupi, colocalizando com as bandas C, destacadas por Galasso
et al. (1993). A referida sequéncia foi espécie-especifica, ndo sendo detectada por
Southern Blot em outras espécies de Vigna [V. luteola (Jacq.) Benth., V. oblongifolia A.
Rich., V. ambacensis Welw. ex Baker e V. vexillata (L.) A. Rich.] e de leguminosas (G.
max, P. coccineus L., Vicia faba L., P. sativum e Lupinus luteus L.).

Galasso et al. (1997) amplificaram os fragmentos do dominios RT de

retrotransposons Tyl-copia-like a partir dos genomas de V. unguiculata, V. unguiculata
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subsp. dekindtiana, V. luteola e V. vexillata, visualizando suas respectivas localizagdes
in situ. Tal estudo revelou que estes retroelementos representavam uma grande fragdo
do genoma das citadas espécies, estando dispersos uniformemente em todos o0s

Cromossomos, com excecao das regides centroméricas, subteloméricas e das RONs.
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RESUMO

* Introducéo e Objetivos Os microssatélites consistem em unidades de repeticdo (1 a 6
pb) distribuidas em tandem, organizadas de modo disperso ao longo dos genomas e/ou
associadas a regifes heterocromaticas. O presente trabalho caracterizou a distribuicéo
cromossémica e genémica de oligonucleotideos com padrdo de microssatélites
juntamente com DNAr 5S/45S e coloragdo com CMA3/DAPI, em alguns representantes
de fabaceas visando elucidar a estrutura cromossdmica e a organizacdo genémica dos
microssatélites nesse grupo taxondmico.

» Métodos Os oligonucleotideos (AG)s, (AAG)s, (ACC)s, (CTC)s e (TGA)¢ foram
localizados ao longo dos cromossomos de Glycine max, Phaseolus vulgaris, P. lunatus,
Vigna unguiculata e V. radiata mediante o uso de FISH. Em soja, esta analise estendeu-
se a uma investigacdo gendmica, a partir de sequéncias disponibilizadas no banco de
dados SoyBase (http://www.soybase.org/) usando ferramentas de bioinformatica.

» Resultados-chave Analises de FISH com os oligonucleotideos evidenciaram uma
grande proporc¢do dos microssatélites analisados nos genomas de fabaceas. No entanto,
foram observadas variagdes em suas quantidades, organizacdo (em tandem ou dispersa)
e distribuicdo ao longo dos cromossomos e/ou genomas. Na analise genémica de soja,
observou-se um numero varidvel de sitios de repeticbes para os oligonucleotideos, de
tamanhos variaveis entre 30 a 454 pb, localizados, principalmente, em regides de alta a
moderada densidade génica, por vezes associados a genes e elementos transponiveis. A
associagdo de FISH e andlise in silico ressaltou uma distribuigdo diferencial
aparentemente ndo aleatoria das diferentes classes de SSRs analisadas, podendo estar
preferencialmente associadas a heterocromatina ou a eucromatina, com uma densidade
de repeticOes variavel.

 Conclusdes O conhecimento do padrdo de distribuicdo aparentemente ndo aleatoria
dos microssatélites analisados, principalmente de G. max, aponta-os como importantes
componentes estruturais dos genomas em espécies do clado Phaseoloids (tribo
Phaseoleae), bem como ressalta o poder de complementacgéo resultante da integracéo da
analise in situ e in silico, facilitando uma melhor compreensdo da estrutura fisica e

organizagdo genomica, principalmente de regides ricas em DNA repetitivo.

Palavras-chave: Glycine max, Phaseolus vulgaris, Phaseolus Ilunatus, Vigna

unguiculata, Vigna radiata, Microssatélites, FISH.
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ABSTRACT

» Background and Aims Microsatellites consist of tandemly repeated units (1-6 bp),
highly dispersed, distributed within the genomes and/or associated with heterochromatic
regions. The present study analyzed the chromosomal and genomic distribution of
oligonucleotides, together with rDNA 5S/45S and CMAG/DAPI staining in some
representatives of Fabaceae to elucidate the chromosomal structure and genomic
organization of microsatellites in this taxonomic group.

* Methods The microsatellites sequences (AG)s, (AAG)s, (ACC)s, (CTC)s and (TGA)g
were distributed along the Glycine max, Phaseolus vulgaris, P. lunatus, Vigna
unguiculata and V. radiata chromosomes by using FISH. In soybean, this analysis was
extended bya genomic investigation for sequences available in the SoyBase database
(http://www.soybase.org), using bioinformatic tools.

» Key Results Microsatellites sequences were highly distributed within the genomes of
the Fabaceae. However, there were variations in their quantities, and organization (in
tandem or dispersed) along the genomes. Genomic investigation in soybean allowed the
visualization of a variable number of oligonucleotide repetitions sites with sizes ranging
from 30 to 454 bp located, mainly, in regions of high to moderate gene density,
sometimes associated to genes and transposable elements. FISH and in silico analysis
highlighted a differential and apparently non-random distribution of different classes of
the analyzed SSRs, which may be preferentially associated to heterochromatin or
eurochromatin, with a variable density of repetitions.

* Conclusions The patterns of microsatellite non-random distribution, mainly G. max,
showed that these types of sequences were very important structural components for the
phaseoloids (tribe Phaseoleae) clade evolution and emphasizes the power of
complementation which may result from the combination of in situ and in silico
analysis, facilitating a better understanding of the physical structure and genomic

organization, mainly regarding repetitive DNA rich regions.

Keywords: Glycine max, Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus, Vigna unguiculata,

Vigna radiata, Microsatellite, FISH.
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INTRODUCAO

A familia Fabaceae compreende um grupo taxondémico de distribuicdo
cosmopolita, sendo a terceira maior familia das Magnoliophyta. Apresenta-se
subdividida em trés subfamilias Papilionoideae, Mimosoideae e Caesalpinioideae
(Biondo et al., 2005), abrangendo 727 géneros e aproximadamente 19.000 espécies
(Lewis et al., 2005). Economicamente, a subfamilia Papilionoideae abrange a maioria
das leguminosas cultivadas, como alfafa, amendoim, ervilha, feijdfo comum, feijao-
caupi, grdo-de-bico e soja, representando cerca de 27% da producdo de plantas
cultivadas mundialmente (Graham e Vance, 2003).

Os géneros Glycine Willd., Phaseolus L. e Vigna Savi pertencem a tribo
Phaseoleage, sendo agrupados em um clado monofilético (Phaseoloids) (Marechal et al.,
1978). Alguns representantes destes géneros apresentam grande importancia econdmica,
destacando-se as espécies Glycine max (L.) Merr., Phaseolus lunatus (L.), Phaseolus
vulgaris (L.) e Vigna unguiculata (L.) Walp, conhecidas popularmente como soja,
feijao-fava, feijdo comum e feijdo-caupi, respectivamente. Os grédos de feijao
representam uma importante fonte proteica na dieta humana nos paises em
desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais (Wander, 2005). Por sua vez, a
soja, além da importancia proteica, € uma das principais fontes de Oleo vegetal do
mundo e a primeira leguminosa a ser completamente sequenciada (Schmultz et al.,
2010).

Cerca de 85% do genoma de G. max, estimado em 1,1 Gb, foi sequenciado por
shotgun, sendo as sequéncias gendmicas arranjadas em 20 pseudomoléculas
cromossoémicas, contendo 397 scaffolds com posi¢cdes bem ordenadas. No entanto, o
conteudo restante corresponde as sequéncias scaffolds ndo ancoradas, as quais séo
constituidas por DNA repetitivo (Schmultz et al., 2010), cuja posicdo tem sido
determinada por mapas genéticos de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism;
Polimorfismos de um Unico Nucleotideo) e SSRs (Simple Sequence Repeats;
Repeticdes de Sequéncias Unicas) (Song et al., 2004; Choi et al., 2007; Hyten et al.,
2010a, b).

As familias de sequéncias repetitivas consistem no principal componente dos
genomas vegetais (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998; Heslop-Harrison, 2000), podendo
constituir cerca de 70-90% em algumas espécies (Dimitri et al., 2009), o que ressalta

uma relacdo entre o contetdo de DNA repetitivo e o tamanho do genoma (T6th et al.,
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2000). A funcdo biologica exercida pelas citadas sequéncias tem sido extensivamente
discutida. Por muito tempo, elas foram remetidas como junk DNA (DNA lixo) devido a
limitada densidade génica e baixo indice de recombinacdo (Jong et al., 1999).
Entretanto, existem vérias evidéncias que sugerem a influéncia desempenhada pelas
sequéncias repetitivas em diferentes mecanismos do funcionamento celular (Dimitri et
al., 2009; Gartenberg, 2009), tornando o conceito anterior obsoleto.

As SSRs, também conhecidas como microssatélites, consistem de pequenas
unidades de repeticdes (1 a 6 pb) distribuidas em tandem, onipresentes ao longo dos
genomas, sendo encontradas entre regides codificantes de genes estruturais, entre
outras sequéncias repetitivas, ou associadas a regifes heterocromaticas (Heslop-
Harrison, 2000; Cuadrado e Jouve, 2010). Varios autores relatam os altos niveis de
polimorfismos de sequéncias e numero de copias dos microssatélites presentes em
diferentes espécies, citando a replicacdo por slippage e a recombinagdo desigual como
fatores responsaveis pela origem e instabilidade dessas sequéncias (Kubis et al., 1998;
Bhargava e Fuentes, 2009).

Consequentemente, a rapida evolucdo das SSRs pode resultar em uma
distribuicdo genoma-especifica, espécie-especifica, bem como cromossomo-especifica
(Begum et al., 2009). A frequéncia e distribuicdo de diferentes motivos SSRs tém sido
alvo de estudos, principalmente em alguns genomas parcial ou completamente
sequenciados, como em P. vulgaris (Schlueter et al., 2008) e G. max (Hyten et al.,
2010a), auxiliando no entendimento da organizacdo genémica de diferentes espécies.
Concomitantemente, alguns estudos tém visado ao entendimento da distribuicdo e
organizacdo cromossdmica de SSRs mediante FISH (Fluorescent In Situ Hybridization;
Hibridizacdo In Situ Fluorescente), sendo Uteis na investigacdo de relacGes evolutivas
(Cuadrado e Jouve, 2007a), identificacdo cromossomica (Chang et al., 2008) e
construcdo de mapas cromossdmicos (Ohmido et al., 2007).

O presente trabalho caracterizou a distribuicdo cromossdmica de bandas CMA;",
DNAr e oligonucleotideos com padrdo de SSRs em alguns representantes de
Phaseoleae, visando a elucidacdo da estrutura e organizagdo cromossomica dessas
sequéncias nesse grupo taxondmico. Em G. max, esta analise estendeu-se a uma
investigacdo gendmica a partir de sequéncias disponibilizadas no banco de dados
SoyBase (http://www.soybase.org/), no intuito de compreender a evolucdo genémica
dos microssateélites. Os resultados obtidos auxiliaram em um melhor entendimento das

propriedades estruturais e funcionais das SSRs como importante constituinte genémico.
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MATERIAL E METODOS

Anélise citogenética

Material vegetal

Sementes das espécies Glycine max cv. Conquista, P. vulgaris cv. BRS
Esplendor, P. lunatus cv. Vermelhinha, V. unguiculata cv. BR14-Mulato e Vigna
radiata foram obtidas do banco de germoplasma da Embrapa Soja (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria, Soja, Londrina), Embrapa-CNPAF (Embrapa Arroz e Feijao,
Goias) para feijdo comum e feijdo-fava, LGBV/UFPE (Laboratorio de Genetica e
Biotecnologia Vegetal, Universidade Federal de Pernambuco, Recife) e Embrapa-
CPATSA (Embrapa, Centro de Pesquisas do Tropico Semiarido, Petrolina),

respectivamente.

Pré-tratamento e fixacéo
Para analise mitdtica, pontas de raizes foram pré-tratadas com uma solucéo de 8-
hidroxiquinoleina (8HQ) por 18 h, 1 h a temperatura ambiente e 17 h a 8 °C
sendoposteriormente, fixadas em etanol absoluto:acido acético (3:1, v/v) ou
metanol:acido acético (3:1, v/v) por 2 a 24 h a temperatura ambiente e estocadas a
- 20°C.

Preparacao cromossdmica

Para a preparacdo das laminas, os meristemas foram lavados duas vezes em agua
destilada, por 5 min, digeridos em solucdo enzimatica contendo 2% (p/v) celulase
‘Onozuka R-10" (Serva) e 20% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich) em tampéo citrato 10
mM por 180 min a 37 °C. Em seguida, o material digerido foi lavado em agua destilada
e incubado em acido acético 45% por 30 min a 37 °C. Uma ponta de raiz foi utilizada
por lamina, a qual foi macerada em &cido acético 45%, sendo posteriormente, submetida
a nitrogénio liquido e secagem ao ar.

Outra metodologia utilizada seguiu o procedimento descrito por Carvalho e
Saraiva (1993), com algumas modificaces. Apds digestdo enzimatica, as raizes foram
lavadas em agua destilada e colocadas em uma lamina ligeiramente inclinada
verticalmente. Algumas gotas de fixador (metanol: acido acético, 3:1) gelado foram
pingadas com uma pipeta Pasteur em cima das raizes para a total remocao da agua. Em

seguida, procedeu-se a maceracdo mecanica das raizes para posterior gotejamento de
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fixador gelado sobre o material. Posteriormente, as laminas foram ventiladas com um
auxilio de bombas de ar para possibilitar a secagem das mesmas, mergulhadas em acido
acetico 45% por 12 s e colocadas em uma superficie plana pré-aquecida (37 °C) por
aproximadamente 3 min.

Em ambos os casos, as laminas foram selecionadas mediante coloragdo com uma
solugcdo de 2 pg/mL de DAPI (4"-6"-diamidino-2-fenilindole)/glicerol (1:1, v/v). As
preparacOes selecionadas foram descoradas em etanol absoluto:4cido acético (3:1, v/v) e
etanol absoluto por 30 min e 1 h, respectivamente. Ap6s secagem ao ar, as laminas
foram devidamente estocadas a -20 °C, até 0 momento do procedimento da coloracao

com os fluorocromos CMA; (Cromomicina Az)/DAPI e/ou FISH.

Coloracédo CMA3/DAPI
A coloragdo com os fluorocromos foi realizada de acordo com Schweizer e
Ambros (1994), sendo as melhores laminas armazenadas por trés dias, coradas com
CMA; (0,5 mg/mL) por 1 h e DAPI (2 pg/mL) por 30 min, montadas em tampé&o
Mcllvaine-glicerol (1:1) e estocadas em camara escura, por trés dias. Apos analise e
captura das melhores células, as laminas foram descoradas em etanol absoluto:acido
acetico (3:1, v/v) e etanol absoluto por 30 min e 1 h, respectivamente, sendo estocadas a

-20 °C para serem utilizadas na FISH.

Obtencéo de sondas

Oligonucleotideos com padrao SSR

Sequéncias completas de nucleotideos pertencentes as espécies P. lunatus, P.
vulgaris, V. unguiculata e V. radiata foram obtidas em formato FASTA a partir do
NCBI (National Center for Biotechnology Information; Centro National para
Informacéo Biotecnoldgica) (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Posteriormente a anotacdo, os dados foram submetidos ao software SSRIT
(Simple Sequence Repeat Identification Tool; Ferramenta de Identificagdo de RepeticGes
de Sequéncias Unicas) disponivel em www.gramene.org/db/searches/ssrtool para
identificacdo de sequéncias de oligonucleotideos com padrbes frequentes em
microssateélites.

Cinco oligonucleotideos (AG)s, (ACC)s, (AAG)s, (CTC)s e (TGA)s foram
selecionados, sintetizados e marcados indiretamente com digoxigenina-11-dUTP, pela
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metodologia de end labeling (DIG Oligonucleotide 3'-End Lab. Kit, 2nd generation,
Roche), conforme as instrugdes do fabricante.

Sondas de DNAr 5S e 45S

As sondas R2, um fragmento de 6,5 Kb, contendo a unidade de repeticdo de
DNAr 18S-5,8S-25S, oriunda de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Wanzenbdck et al.,
1997), e D2, um fragmento de 400 pb contendo duas unidades de repeticdo de DNAr
5S, proveniente de Lotus japonicus (Regel) K. Larsen (Pedrosa et al., 2002), foram
utilizadas com o intuito de gerar sinais associados a marcagdo com 0s
oligonucleotideos, auxiliando na identificacdo cromossdémica. As sondas de DNAr 5S e
45S foram marcadas com biotina-11-dUTP (Sigma) e digoxigenina-11-dUTP (Roche),

respectivamente, por nick translation (Invitrogen).

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

As laminas, estocadas a -20 °C, foram pré-tratadas como descrito por Pedrosa et
al. (2001). A desnaturacdo das sondas, os banhos pos-hibridizacdo e a detecgdo foram
efetuados de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), exceto pela lavagem de
estringéncia a qual foi realizada em 0,1xSSC a 42 °C. As misturas de hibridizacdo
consistiram de formamida 50% (v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 2x SSC e 2-5 ng/uL de
sonda. As laminas foram desnaturadas por 7 min a 78 °C, bem como hibridizadas por 18
a 48 h a 37 °C. Para soja, os cromossomos foram desnaturados com formamida 70% em
2xSSC a 70 °C por 7 min, sendo posteriormente, desidratados por 5 min em uma série
alcoolica (70% e 100%) a -20 °C. As sondas marcadas com biotina foram detectadas
com antibiotina obtida em camundongo (DAKO) em combinacdo com anticamundongo
conjugado com TRITC (DAKO) em BSA 1% (p/v). Enquanto as sondas marcadas com
digoxigenina foram detectadas usando antidigoxigenina de ovelha conjugado com
fluoresceina isotiocianato (FITC; Boehringer Mannheim) e amplificadas com antiovelha
conjugado com FITC (Serotec) também em BSA 1% (p/v). Todas as preparacdes foram

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

Anélise dos dados
As células foram analisadas com um microscopio de epifluorescéncia Leica
DMLB e imagens das melhores células foram capturadas com uma camera Leica DFC
340FX, utilizando o programa CW 4000 da Leica. As imagens foram otimizadas para

melhor brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated).
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Para as imagens sobrepostas DAPI-DNAr 45S, a imagem do DAPI foi transformada
para tons de cinza; em alguns casos, 0 DNAr foi pseudocolorido com amarelo e ambas
as imagens foram sobrepostas, usando a ferramenta lighten.

O tamanho cromossdmico relativo e a relagdo entre bracos cromossémicos de
cinco metéafases, coradas com DAPI, foram medidos por meio do programa UTHSCSA
ImageTool, para elaboragdo do idiograma de V. unguiculata e V. radiata, usando o
programa Adobe Illustrator CS3 (Adobe Systems Incorporated). Os cromossomos

foram pareados e ordenados em tamanho decrescente, sendo identificados por letras.

Analise in silico

Mapeamento de repeticdes de oligonucleotideos em Glycine max

As sequéncias genOmicas de G. max da versdo Glymal foram utilizadas
diretamente do servidor web SoyBase (http://www.soybase.org/). O genoma da soja
completo sem mascara foi investigado usando o programa BLASTNn com 0s seguintes
parametros: formato de saida de alinhamentos sem lacunas, matriz de comparagéo
blossum62, valor W padréo, e-value 0,1 ou menor e filtro de baixa complexidade
desligado. Os oligonucleotideos [(AAG)s]io, [(ACC)slio, [(AG)slis, [(CTC)slio €
[(TGA)s]10 foram usados como sondas, adotando como ponto de corte valores de
identidade de pareamento inferior a 77%. Em seguida, foram anotadas as informacdes
sobre 0 tamanho e posi¢éo de cada repeticdo nos cromossomos, incluindo a informagéo
sobre genes e elementos transponiveis associados contendo as repeticbes de
oligonucleotideos. Devido a caracteristica repetitiva das sondas utilizadas, o programa
de alinhamento BLASTN criou o artificio de janelas deslizantes em regides continuas,
sendo o tamanho da regido em pb (pares de bases) calculado subtraindo a posigéo inicial
da final do alinhamento para cada regido. Coeficientes de correlagédo entre os
microssatélites e elementos transponiveis (Glyma transposable element models) bem
como entre microssatélites e genes foram calculados para cada cromossomo de soja

usando a funcgéo estatistica de correlacdo de Pearson.

Representacdo da distribuicdo de repeticGes de oligonucleotideos nas
pseudomoléculas cromossdmicas de Glycine max

Uma representacdo das pseudomoléculas cromossémicas foi construida para G. max

mediante o programa Adobe Illustrator CS3 (Adobe Systems Incorporated), sendo

utilizadas como parametro as medigdes dos tamanhos disponiveis no servidor web SoyBase
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(http://lwww.soybase.org/), as quais variam entre 37,4 a 62,31 Mb. Considerando a rela¢do 1
Mb igual a 1 mm, as repeti¢cbes dos oligonucleotideos foram posicionadas individual e
longitudinalmente nos cromossomos ou pseudomoléculas cromossdmicas, de acordo com as

cores da legenda.

RESULTADOS

Distribuicao da heterocromatina e dos sitios de DNAr 5S e 45S

O padréo de distribuicdo das bandas CMA3/DAPI e dos sitios de DNAr 5S e 45S
foram mostrados apenas para G. max, V. unguiculata e V. radiata (Figura 1), uma vez
que, os caridtipos de P. lunatus e P. vulgaris encontram-se bem descritos na literatura
(Almeida, 2006; Pedrosa-Harand et al., 2006; Fonséca et al., 2010). Os cromossomos
de V. unguiculata e V. radiata foram identificados por letras (A — K) em ordem
decrescente de tamanho (Figura 1J), ndo havendo relagdo com seus respectivos grupos
de ligacéo.

Em G. max (2n = 40), a coloracdo com os fluorocromos base-especificos
CMAG3/DAPI revelou um padrdo de bandas CMA;" (positiva)/DAPI™ (negativo) nas
regides pericentroméricas de todos cromossomos. Entretanto, o par cromossémico 13
apresentou uma banda CMA;'/DAPI™ em toda extensdo do brago curto, correspondente
a marcacdo DNAr 45S. Adicionalmente, um par de DNAr 5S foi visualizado na regido
intersticial do cromossomo 19, adjacente & marcagdo pericentromérica CMA3*/DAPI”
deste par (Figura 1A-C).

Na espécie V. unguiculata (2n = 22), foi observada uma elevada quantidade de
heterocromatina rica em GC (guanina/citosina), mediante a presenca de bandas CMA;",
a qual foi classificada em trés tipos CMA;'/DAPI® (neutro), CMA;'/DAPI™ e
CMA;™/DAPI™ (Figura 1D-E, J). As bandas CMA;*/DAPI° foram encontradas com
maior frequéncia, estando distribuidas nas regiGes pericentromeéricas de todo o
complemento cromossémico do feijdo-caupi. Além das regides pericentroméricas, 0s
pares cromossdmicos B e G apresentaram fortes bandas subteloméricas CMA; " /DAPI”
colocalizadas com sitios de DNAr 45S observados na FISH (Figura 1F, J). Por outro
lado, os cromossomos D, F e J apresentaram sitios de DNAr 45S menores colocalizados
com bandas CMA;'/DAPI™, distribuidas nas regides subteloméricas em D e J, e

proximal, no cromossomo F. Os sitios de DNAr 5S (CMA3Y/DAPI®) foram observados
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nas regides subterminais do braco curto dos cromossomos D (portador de DNAr 45S no
braco longo) e | (Figura 1F, J).

No complemento cromossémico de V. radiata (2n = 22) foram observadas
bandas heterocrométicas CMA;Y/DAPI* e CMA; ™" /DAPI™, evidenciando regides ricas
em AT (adenina/timina) e GC, respectivamente (Figura 1G-H, J). O primeiro tipo de
bandas foi localizado na regido pericentromérica dos cromossomos B, C e F, enquanto
que o segundo, em posicdo subtelomérica do braco curto dos pares F e K. Estes dois
pares de bandas CMA;""/DAPI™ colocalizaram com os sitios de DNAr 45S encontrados
para a espécie. Vigna radiata apresentou trés pares de sitios DNAr 5S, localizados na
regido proximal do brago longo do cromossomo E, bem como a presenca de bandas
puntiformes (dots) na regido proximal e subtelomérica do braco longo do cromossomo J
(Figura 11, J).

Localizacéo de oligonucleotideos com padréo SSR por FISH

A FISH evidenciou distribuicdo dos microssatélites no complemento
cromossémico de todas as espécies analisadas. Em termos gerais, sinais de hibridizacédo
foram notados nas regides pericentroméricas, entretanto, uma marcacdo dispersa
prevaleceu ao longo da maioria dos cromossomos de G. max, P. vulgaris, P. lunatus, V.
unguiculata e V. radiata. De acordo com a composi¢cdo dos oligonucleotideos,
diferencas foram observadas na abundéancia e na intensidade dos sitios, inter e
intraespecificamente.

Uma ampla distribuicio de marcacbes in situ foi observada para
oligonucleotideo  (AG)s, apresentando sinais com diferentes intensidades
predominantemente nas regides proximais de ambos os bragos dos cromossomos de G.
max, P. vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata e V. radiata (Figura 2B, D, F, H, J).
Entretanto, alguns cromossomos dessas espécies apresentaram sinais dispersos, em
menor nimero e intensidade.

O oligonucleotideo (AAG)s revelou marcagdes bem evidentes e predominantes
nas regides proximais dos cromossomos de G. max, V. unguiculata e V. radiata (Figuras
3B, H, J). Contudo, sinais dispersos em todos os cromossomos de P. vulgaris, V.
unguiculata e V. radiata foram notados (Figuras 3D, H, J). Em P. lunatus, marcagéo
intensa foi restrita a regido da constricdo primaria, sendo um possivel constituinte do

centrémero ou de regides adjacentes (Figura 3F).
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Vigna unguiculata Vigna radiata

TULTIRTTHT

A B C D E J A B C K
CMA;"/DAPI" . DNAr 55 . DNAr 45S — CMA;'/DAPI’
J CMA;'IDAPI" DNAr 45S — CMA; "IDAPI

Figura 1. Padrdo CMA; (A, D, G)/ DAPI (B, E, H) e distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S
(C, F, I) em Glycine max (A-C), Vigna unguiculata (D-F, J) e V. radiata (G-I, J). Os nUmeros e
letras indicam os cromossomos identificados pela distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S
(vermelho e verde, respectivamente) em C, F e | Idiogramas mostrando as marcas
cromossémicas para V. unguiculata e V. radiata (J), em ordem decrescente de tamanho.

Insercdo indica o cromossomo J, portador de DNAr 5S, de V. radiata (1). Barraem | =5 pm.
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A sonda (ACC)s produziu sinais dispersos de diferentes intensidades nos
cromossomos das cinco espécies estudadas (Figura 4). Phaseolus vulgaris apresentou
uma menor distribuicdo de sitios (Figura 4D), em relacdo a P. lunatus, que apresentou
um par cromossdmico com marcagcfes em quase sua extensao total (Figura 4F). Em V.
unguiculata, ao menos, trés pares com sitios de maior intensidade foram notados.
Dentre estes, destaca-se o par J, portador de DNAr 45S, com sinais (ACC)s na regido
proximal (Figura 4G-H). Além dos sinais dispersos, sitios mais fortes distribuiram-se de
modo proximal ou terminal em alguns cromossomos de G. max e V. radiata (Figuras
4B, J).

As repeticdes (CTC)s mostraram uma maior concentragao nas regides proximais
de quase todos os cromossomos de P. vulgaris (Figura 5D), de modo semelhante ao
evidenciado pelo (AG)s. Por sua vez, P. lunatus apresentou marcacOes dispersas em
todos os cromossomos, também com sinais mais fortes pericentroméricos (Figura 5F).
Em G. max, V. unguiculata e V. radiata, marca¢des proximais em cinco a seis pares
cromossémicos destacaram-se em relacdo aos sitios dispersos (Figura 5B, H, J).

Em G. max, as repeticbes (TGA)s mostraram sinais de hibridizacdo dispersos
com diferentes intensidades, especialmente nas regifes subterminais de ambos os bracos
cromossémicos (Figura 6B). Phaseolus vulgaris revelou sitios de hibridizacéo
distribuidos pericentromericamente em alguns cromossomos, embora sinais dispersos
com menor intensidade tenham prevalecido (Figura 6D). Similarmente, P. lunatus
apresentou marcacOes dispersas discretas em todo complemento cromossémico,
contudo, alguns sinais ligeiramente mais fortes foram evidenciados nas regides
proximais (Figura 6F). Um padrdo amplamente disperso e de intensidade mais forte foi
caracteristico das espécies V. unguiculata e V. radiata, as quais apresentaram sinais

pericentroméricos mais destacados na maioria dos seus cromossomos (Figura 6H, J).
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Figura 2. Células metafasicas de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P. lunatus

(E-F), Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicdo dos sitios do
oligonucleotideo com padrdo SSR (AG)s (em verde) e DNAr 45S (pseudocoloridos em
amarelo). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e pseudocoloridos em cinza (A, C,
E, G e I). Setas em G indicam sitios proximais de DNAr 45S em V. unguiculata. Barraem J =

5 pm.

56



Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

F

Figura 3. Células metafasicas de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P.

lunatus (E-F), Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicdo dos
sitios do oligonucleotideo com padrdo SSR (AAG)s (em verde) e DNAr 45S
(pseudocoloridos em amarelo). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e
pseudocoloridos em cinza (A, C, E, G e I). Setas em G indicam sitios proximais de DNAr

45S em V. unguiculata. Barraem J =5 pm.
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G
-
Figura 4. Metéfases de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P. lunatus (E-F),

Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicdo dos sitios do

oligonucleotideo com padrdo SSR (ACC)s (em verde) e DNAr 45S (pseudocoloridos em

amarelo). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e pseudocoloridos em cinza (A,
C, E, G e I). Setas e cabecas de setas em G apontam sitios proximais de DNAr 45S e

cromossomo J em V. unguiculata, respectivamente. Barraem J =5 um.
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J

Figura 5. Células metafésicas de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P.
lunatus (E-F), Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicdo dos
sitios do oligonucleotideo com padrdo SSR (CTC)s (em verde) e DNAr 45S
(pseudocoloridos em amarelo). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e
pseudocoloridos em cinza (A, C, E, G e I). Setas em G indicam sitios proximais de
DNAr 45S. Barraem J =5 pum.
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Organizacdo gendmica de microssatélites em Glycine max

O mapeamento in silico de repeti¢bes dos oligonucleotideos com padrdo SSR em
G. max revelou a presenca de 92, 136, 83, 144 e 103 sitios de repeticdes para 0s
oligonucleotideos [(AG)glis, [(AAG)s]lwo, [(ACC)slio, [(CTC)slio e [(TGA)g]wo,
respectivamente, com tamanhos variaveis de 30 a 454 pb, localizados, principalmente,
em regibes de alta a moderada densidade génica, por vezes associados a genes e
elementos transponiveis (Tabela 1). Para cada sitio, uma a 96 unidades de repeticédo
foram observadas, estando parcial ou totalmente sobrepostas. Contudo, a presenca de
repeticdes sobrepostas ndo estava diretamente relacionada a regides com diferentes
densidades génicas.

Tabela 1. Mapeamento in silico de oligonucleotideos com padrédo de SSR no genoma de
Glycine max, indicando o nimero de sitios observados, o tamanho minimo e maximo da
sequéncia (em pb), bem como a densidade génica da regido e o nimero de genes e/ou
elementos transponiveis associados.

Localizacdo in silico

. Tamanhos - >
NUumero . Densidade . Numero de
Oligos  de sitios/ mInimo € génica® Ntmero de elementos
genoma maxmlm genes transponiveis

(pb) A M B N associados ;

associados
[(AG)s]1s 92 56-329 46 46 - - 11 1
[(AAG)slio 136 44-454 44 78 8 6 29 5
[(ACC)s]10 83 30-173 54 28 1 - 52 4
[(CTC)slwo 144 37-407 38 92 4 10 15 4
[(TGA)lio 103 40-386 55 47 1 - 42 1

regido.

2 A (Alta); M (Moderada); B (Baixa); N (auséncia de genes), de acordo com o site www.soybase.org,
pesquisado em 02/04/2010.
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Figura 6. Células metafésicas de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P.
lunatus (E-F), Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicéo
dos sitios do oligonucleotideo com padrdo SSR (TGA)s (em verde) e DNAr 45S
(pseudocoloridos em amarelo). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e
pseudocoloridos em cinza (A, C, E, G e I). Setas em G indicam sitios proximais de

DNAr 45S em V. unguiculata. Barraem J =5 pm.
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Os 92 sitios de repeticdes de [(AG)s]1s apresentaram tamanho entre 56 a 329 pb,
com 46 marcacdes distribuidas em regides de alta densidade génica, enquanto a outra
metade esteve localizada em regides de moderada densidade génica. Tais sitios estavam
associados a 11 genes e a uma sequéncia identificada como elemento transponivel.

As repeticdes [(AAG)s]1o variaram quanto a seu tamanho (entre 44 a 454 pb),
estando 44, 78 e oito sitios localizados em regides de alta, moderada e baixa densidade
génica, respectivamente, estando o0s Ultimos dispostos nas pseudomoléculas
cromossémicas 2, 4, 7, 9 e 11 (Tabela 2). Entretanto, o pseudocromossomo 4
apresentou dois sitios distribuidos em uma distancia de 11.004.576 pb, enquanto que o
cromossomo 7 mostrou trés sitios localizados em uma distancia de 2.104.151 e
9.921.026 pb. Os seis sitios restantes estavam dispostos em locais com auséncia de
genes, nos cromossomos 3, 8, 11, 12 e 14, sendo observados dois sitios distantes por
8.178.930 pb, no par cromossdmico 12. Cinco sequéncias tipicas de elementos
transponiveis e 29 genes foram observados em associa¢do com os sitios de [(AAG)s]10.

Entre os sitios de [(ACC)s]10, cujo tamanho observado variou entre 30 a 173 bp,
54, 28 e um sitio de repeticdo foram encontrados em regides de alta, moderada e baixa
densidade génica, respectivamente, estando o ultimo localizado no cromossomo 7.
Associados a esses sitios, foram anotados 52 genes e quatro elementos transponiveis.

O oligonucleotideo [(CTC)s]1o foi 0 mais frequente com 144 sitios de repeticéo,
com tamanho entre 37 a 407 pb. Dez sitios foram observados em locais onde ndo havia
a presenca de genes, nos cromossomos 4, 6, 8, 11, 13, 14 e 16. Todavia, nos pares
cromossémicos 8, 11 e 16, dois sitios de repeticdes foram anotados encontrando-se em
uma distancia de 3.914.815, 9.461.734, 8.317.511 pb, respectivamente. Por outro lado,
quatro repeticGes apresentavam-se distribuidas em regies de baixa densidade génica,
estando as ultimas dispostas nos cromossomos 3, 15, 16 e 17. Entre essas repeticoes,
notou-se a presenca de 15 genes e quatro sequéncias de elementos transponiveis
associados.

Com relagdo a distribuicdo de [(TGA)e]io, 103 sitios foram observados com
tamanho variavel entre 40 a 386 pb, estando 55 e 47 sitios localizados em regides de
alta e moderada densidade génica, enquanto que, apenas um foi anotado em locais de
baixa densidade génica no cromossomo 19. Associados a esta distribuicdo, foram
encontrados 42 genes e um elemento transponivel.

Pressupondo a existéncia de uma correlagdo entre a presenca de microssatélites

encontrados na analise in silico egenes e/ou elementos transponiveis em soja, 0
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coeficiente de Pearson (r) foi calculado (Figura 7). Os cromossomos ou
pseudomoléculas cromossdémicas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 18 apresentaram uma
correlagdo positiva entre a presenca de microssatélites e genes, indicando que a
abundancia destas sequéncias repetitivas estaria diretamente relacionada com a
ocorréncia de genes. Por outro lado, uma correlacdo negativa foi observada para os
cromossomos 1, 3, 7, 9, 11, 13, 15, 16, 17, 19 e 20, sugerindo que a presenca dos
microssatélites ndo estaria associada a genes. O coeficiente de Pearson foi nulo para o
cromossomo 5, enfatizando a inexisténcia de uma correlacdo entre a ocorréncia de
oligonucleotideos e sequéncias génicas (Figura 7).

Em relacdo a associacdo de microssatélites e elementos transponiveis, uma
correlacdo positiva foi notada para os cromossomos ou pseudomoléculas 4, 13, 15 e 20;
enquanto que os de nimero 2, 6, 11 e 19 apresentaram correlacdo negativa. Por sua vez,
para as pseudomoléculas 1, 3,5, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 17 e 18, nenhuma correlacédo foi
visualizada (Figura 7).

Disposicédo dos sitios de oligonucleotideos em pseudomoléculas cromossdmicas de

Glycine max

O numero de sitios de repeticdes dos microssatélites mapeados para os 20
cromossomos ou pseudomoléculas cromossémicas de soja estd mostrado na Tabela 2.
As sequéncias de oligonucleotideos foram posicionadas em cada tipo cromossémico, de
acordo com a sua localizagdo genébmica com base em dados do SoyBase
(http://soybase.org/), resultando na construcdo de um padrdo representativo da
distribuicao de [(AG)sis, [(AAG)s]10, [(ACC)s]o, [(CTC)s]10 € [(TGA)e]10 para G. max
(Figura 8). Para cada cluster de SSR identificado, as informacfes individuais
envolvendo a posicdo exata no genoma, tamanho da repeticdo em pb, bem como os
genes e elementos transponiveis associados, encontram-se disponivel em anexo

(Tabelas suplementares 1 - 5).

Algumas diferencas foram notadas na densidade das repeticbes entre o0s
cromossomos. O oligonucleotideo [(ACC)s]io mostrou o menor nimero de repetigoes
para 0s pseudocromossomos 9 (uma repeticdo), 12 e 15 (duas repeticdes, cada), em
relacdo as demais distribuicOes. Por sua vez, os microssatélites [(AAG)s]10 € [(CTC)s)1o

apresentaram um maior nimero de unidades de repeticdo por cromossomo (Tabela 2).
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Uma analise mais detalhada foi realizada para o cromossomo 13, mediante a

comparacdo dos mapas fisico e cromossdmico, visando confrontar a localizagdo dos

sitios dos microssatélites visualizada pela FISH e andlise in silico. O referido

cromossomo apresentou um tamanho relativo igual a 2,5 pum, equivalente ao valor

aproximado de 44,41 Mb citado no mapa fisico, com a extensdo total do brago curto

constituida pelo DNAr 45S colocalizado com uma banda CMA;", o qual se encontrou

localizado na posicdo Gm13: 48186..1590000 (http://www.soybase.org/), envolvendo a

regido proximal. O mapa fisico do cromossomo 13 permitiu a identificacdo de quatro
sitios de oligonucleotideos [(ACC)s — 13.2; (CTC)s - 13.1; (CTC)s — 13.2; (TGA)s —
13.1] localizados em alta e moderada densidade génica e com tamanhos de 82 a 90 pb,

na regido pericentromérica (Gm:8550000..2417000). Comparativamente, esta regido

apresenta um tamanho proximo a 6 Mb, valor correspondente a heterocromatina

pericentromérica CMA;" visualizada no mapa cromossdémico (Figura 9), na qual foram

observados diferentes sitios da FISH com os oligonucleotideos.

Coeficiente de correlacéo (r)

0,2 17

04 1

06

08

06

04

02

B Genes

08 . Elementos transponiveis

Cromossomo ou pseudomolécula cromossémica

Figura 7. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre a presenca de microssatélites, genes e
elementos transponiveis em cromossomos ou pseudomoléculas cromossémicas em Glycine

max.
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Tabela 2. Distribuicdo de classes de repeti¢cdes dos oligonucleotideos com padrdo de microssatélites mapeados nos cromossomos ou
pseudomoléculas cromossdmicas de Glycine max.

Cromossomos ou pseudomoléculas cromossémicas (Gm)
2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

6 5 5 5 5 4 4 5 5 4 4 4 4 4

Oligos
[(AG)e]1s

(6]
(6]

[(AAG)slo 7 6 8 6 4 7 7 9 7 6 8 7 6 7 4 8 7 7 9 6
[(ACC)slo 4 3 5 6 6 4 5 4 1 5 3 2 5 4 2 5 5 5 4 5
[(CTC)lo 7 7 6 8 6 7 8 6 8 8 7 8 5 8 8 7 7 8 8 7
[(TGA)lo 6 5 6 5 5 5 6 6 5 4 6 6 4 5 6 5 5 4 5 4

> 29 25 30 30 25 28 32 30 26 28 29 27 24 29 25 29 28 28 30 26
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Figura 8. Representacdo da distribuicdo in silico de [(AG)slis, [(AAG)s]10,
[(ACC)slo, [(CTC)slio e [(TGA)slw em cada cromossomo ou
pseudomolécula cromossdémica de Glycine max, bem como da regido
centromérica e pericentromérica determinada pela disposicéo descrita no site

http://soybase.org/.
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| 1]
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Gm13

Regido pericentromética Il CMA:/DAPI°

CMAs IDAPI [ DNAr 45s

Figura 9. Comparacdo dos mapas fisico e cromossémico para 0
cromossomo 13 de Glycine max, evidenciando a localizacdo
pericentromérica da banda CMA;" e DNAr 45S, bem como a distribuigéo
dos sitios de oligonucleotideos associados a regifes eucromaticas e

heterocromaticas.
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DISCUSSAO

Os microssatélites constituem uma ampla fracdo do genoma de eucariotos,
organizados de modo disperso ou participando da composicdo heterogénea da
heterocromatina constitutiva (Cuadrado et al., 2000; Yang et al., 2005; Begum et al.,
2009). Uma grande proporc¢éo de sitios de (AG)s, (ACC)s, (AAG)s, (CTC)s e (TGA)s
foi revelada nos genomas das espécies de leguminosas analisadas mediante a FISH com
os oligonucleotideos. No entanto, foram observadas varia¢fes em suas quantidades, sua
organizacdo (em tandem e/ou dispersa) e em sua distribuicdo ao longo dos
Cromossomos/genomas.

Supostamente, as marcacfes em tandem revelam a organizacdo de SSRs em
regides de DNA repetitivo distribuidas nos cromossomos. Essas sequéncias
correspondem a cerca de 100 a 1000 unidades de repeticdes, as quais estdo associadas a
heterocromatina constitutiva. Com relacdo as marcagdes dispersas, os loci de
microssatélites, com extensdo de 20 a 100 pb, podem estar distribuidos proximos um
dos outros ao longo dos genomas, permitindo sua visualizagdo como marcacdes fracas,
entre sequéncias de cdpias Unicas e/ou outras sequéncias repetitivas (Cuadrado et al.,
2008).

Na FISH, um padrdo de distribuicdo disperso foi notado para todos o0s
microssatélites. Todavia, sinais com maiores intensidades foram visualizados nas
regides pericentroméricas, coincidindo com blocos de heterocromatina constitutiva para
G. max (bandas CMAz"), V. unguiculata (bandas CMA3") e V. radiata (bandas DAPI™),
bem como para P. vulgaris e P. lunatus, cujos padroes de bandas CMA;" foram
descritos por Almeida (2006). Entre os trinucleotideos, o motivo AAG tem sido
apontado como a repeticdo trimérica mais abundante em leguminosas (Morgante et al.,
2002; Mun et al., 2006), o que também foi notado pela distribuicdo dos sinais de
hibridizacdo nas especies analisadas, especialmente na regido pericentromérica de P.
lunatus, caracterizando-o como um marcador citologico para essa espécie.

Em soja, as regides heterocromaéticas pericentroméricas detém cerca de 57% das
sequéncias genémicas, constituidas principalmente por sequéncias repetitivas (Lin et
al., 2005; Schmutz et al., 2010), como sequéncias de DNA satélite com retroelementos
interdispersos (Nunberg et al., 2006; Swaminathan et al., 2007; Findley et al., 2010).
Todavia, grande parte das regides ricas em elementos repetitivos permanecem como

“lacunas” nos projetos de sequenciamento, devido a dificuldade em determinar a sua
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correta posicdo, arranjo e numero de coOpias no genoma, sendo uma fragdo dos
constituintes dos scaffolds, que compreendem cerca de 17,7 Mb em soja (Schmutz et
al., 2010).

Gill et al. (2009) caracterizaram e hibridizaram as sequéncias satélites CentGm-
1 e CentGm-2, visualizando 14 e oito sitios centroméricos, respectivamente, afirmando
serem constituintes das regides centroméricas dos cromossomos de soja. Estas
sequéncias repetitivas, contendo 91-92 bp por unidade, representam uma fracdo dos
scaffolds organizados em 19 das 20 pseudomoléculas cromossémicas, durante a
constru¢do do mapa fisico de soja. Contudo, quatro cromossomos continham varios
clusters de CentGm-1 e/ou CentGm-2 em diferentes posi¢des cromossomicas, refletindo
sua posicéo fisica correta ou a dificuldade de orientar essas regides altamente repetitivas
(Schmutz et al., 2010).

No mapa cromossémico, a regido pericentromérica dos cromossomos de soja foi
caracterizada pela presenca de bandas CMA;" bem como por sitios de FISH dos
microssatélites (AG)s, (ACC)s, (AAG)s, (CTC)s e (TGA)s, ressaltando a composicao
heterogénea da heterocromatina. Como a FISH evidencia apenas sequéncias com
comprimentos acima de 1-3 kb, fica evidente que as marcacgdes de SSRs in situ estejam
associadas as regides de heterocromatina, sendo possivelmente uma fragdo constituinte
dos 1.148 scaffolds existentes no sequenciamento da soja.

Considerando que as SSRs sd@o componentes notaveis da heterocromatina
constitutiva, sugere-se que estas sequéncias exercam funcbGes importantes na
organizagdo cromossémica, em nivel de telomeros e centrdbmeros, onde podem auxiliar
na coesdo entre as cromatides-irmas e desempenhar papel acessério na formacéo e/ou
estabilidade do cinetécoro bem como atuar na remodelagem da cromatina e regulagéo
da expressdo génica, conjuntamente com outras sequéncias de DNA repetitivo (Dimitri
et al., 2009; Gartenberg, 2009).

Uma comparacdo entre a analise in situ e in silico, bem como uma associagdo
entre a heterocromatina CMA3" e o padrdo de distribuicio dos oligonucleotideos
puderam ser melhor detalhadas para o cromossomo 13, portador do sitio de DNAr 45S.
O DNAr 45S ocupa a extenséo total do brago curto, correspondente a regido CMA;" e
pericentromérica revelada pela anélise in silico. Adicionalmente, observou-se uma
grande quantidade de marcacao dos oligonucleotideos (AG)s, (ACC)s, (CTC)s, (CTC)s
e (TGA)s na citada regido, mediante a FISH. Na analise in silico, por sua vez, foram

identificados quatro sitios dos referidos oligonucleotideos na regido pericentromérica,
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estando localizados em regides de alta e moderada densidade génica e com tamanhos de
82 a 90 pb.

Tendo em vista as grandes regides pericentroméricas marcadas por diferentes
oligonucleotideos ap6s a FISH, tais sitios parecem estar associados a regides de
heterocromatina. Dessa forma, o tamanho dos sitios nas regiGes pericentroméricas
observado na andlise in silico estaria subestimado em relagdo ao seu tamanho real, uma
vez que a maioria das unidades de repeticdo em um sitio SSR alinhou de modo
sobreposto e ndo adjacente. Outra possibilidade € que esses sitios de repeticdes
corresponderiam aos grupos de microssatélites associados aos 21,6% dos genes
localizados em regides heterocromaticas do genoma da referida espécie, conforme
descrito por Schmutz et al. (2010).

Por outro lado, oligonucleotideos com padrdo SSR também podem estar
associados a regides eucromaticas (Cuadrado e Jouve, 2002; Cuadrado e Jouve, 2007b).
Em G. max, a presenca de marcacoes (AG)sg in silico corrobora com sua predominéncia
em banco de ESTs (Expressed Sequence Tags; Etiquetas de Sequéncias Expressas) de
soja (Shultz et al., 2007; Shoemaker et al., 2008), reforcando a hipdtese que elas
também estariam presentes entre sequéncias de cOpia Unica. Por sua vez, 0s sinais
presentes em P. vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata e V. radiata condizem com a
predominancia deste dinucleotideo em leguminosas (Morgante et al., 2002; Mun et al.,
2006).

No presente trabalho, a distribui¢cdo eucromatica dos oligonucleotideos pode ser
observada nas pseudomoléculas cromossdmicas de G. max mediante a andlise in silico,
a qual enfatizou a disposicédo dos microssatelites em regiGes de consideravel densidade
génica, fato anteriormente relatado por Song et al. (2004) e Choi et al. (2007). Segundo
Morgante et al. (2002), existe uma relacdo positiva linear entre a frequéncia de SSRs e a
porcentagem de DNA cédpia Unica em plantas, sugerindo que 0s microssatélites seriam
abundantes também nessas regides. Uma correlacdo positiva para a associacdo de
microssatélites com regides de densidade génica, bem como com a presenca de
elementos transponiveis também foi observada no presente trabalho. Dessa forma,
considerando o tamanho aparentemente pequeno dos sitios encontrados para 0s
oligonucleotideos analisados in silico, as diferentes repeticdes das SSRs parecem estar
organizadas na eucromatina e em parte da heterocromatina em grupos interdispersos ou

associados a outras sequéncias repetitivas e/ou sequéncias unicas.
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Na tentativa de identificar a relacdo entre a origem dos microssatélites e a
distribuicdo em regides de heterocromatina e/ou eucromatina observada nesta analise
para G. max, Bhargava e Fuentes (2009) afirmaram que os microssatélites podem se
originar “de novo™ ou via transposicdo de elementos moveis. Provavelmente, 0s
microssatélites de novo surgem espontaneamente, a partir ou internamente em
sequéncias Unicas dispostas em regifes eucromaticas, caracterizadas pela alta proporcéao
de genes expressos bem como pela ocorréncia de recombinacdo meidtica. Por
conseguinte, estas SSRs desempenhariam um papel fundamental na manutencdo dos
cddons genéticos e consequentemente da integridade proteica (Li et al., 2004), uma vez
que podem estar relacionadas a forte selecdo negativa sobre fontes de mutacdo que
causem mudanca na matriz de leitura (Metzgar et al., 2000).

Os elementos transponiveis também parecem estar envolvidos na génese dos
microssatélites. A medida que ocorre a transposicao, esses elementos podem apresentar
um ou mais sitios com predisposi¢do a formacdo de microssatélites, favorecendo sua
dispersdo e amplificacdo em diferentes regides genémicas (Bhargava e Fuentes, 2009),
inclusive na heterocromatina, uma vez que esses retroelementos podem estar direta ou
distantemente associados a blocos heterocromaticos (Gartenberg, 2009). Contudo, a
origem de SSRs vinculada aos elementos transponiveis vem sendo questionada na
literatura, pelo fato que regides com alta densidade de elementos transponiveis nem
sempre coincidem com locais ricos em microssatélites (Schl6tterer, 2000).

Além disso, a expansdo dos arranjos de microssatélites parece também ser
fortemente influenciada pelo mecanismo de replicacdo do tipo slippage, atuando
juntamente com a funcionalidade de um grupo de enzimas e proteinas envolvidas no
processamento do DNA e com a remodelagem da cromatina (Kubis et al., 1998;
Bhargava e Fuentes, 2009). Por outro lado, apesar de pouco esclarecida, a taxa
mutacional dessas repeti¢des ndo € uniforme, variando entre os tipos e composicao das
repeticdes, o tipo de SSRs, assim como entre grupos taxonomicos (Primmer et al.,
1996). Dessa forma, a formacdo e expansdo dos arranjos de microssatélites, bem como
sua dindmica mutacional podem ser considerados 0s principais responsaveis pela
disposicao diferencial das SSR, em termos de especificidade de repeticdo e abundancia,
entre os diferentes taxa analisados.

A localizacdo dos microssatélites ressalta uma distribuicdo diferencial
aparentemente ndo aleatdria das diferentes classes de SSRs analisadas, caracterizadas

como genoma-especificas e até mesmo cromossomo-especificas, podendo estar
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preferencialmente associadas & heterocromatina ou & eucromatina, com uma densidade
de repeticBes variavel. Consequentemente, o conhecimento do padrdo de distribuicéo
dos microssatélites, principalmente de G. max, aponta-os como importantes
componentes dos genomas em espécies do clado Phaseoloids (tribo Phaseoleae),
auxiliando na compreensdo das propriedades evolutivas de suas repeti¢des. Por fim, a
integracdo das analises in situ e in silico revelou-se como uma estratégia promissora
para a ancoragem de microssatélites nos pseudocromossomos da soja, permitindo um
melhor entendimento da localizacdo fisica e organizacdo gendmica dessas sequéncias
repetitivas, as quais sdo consideradas importantes elementos dos 17,7 Mb scaffolds ndo
ancorados ao mapa fisico desta espécie.
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Capitulo 11

Ocorréncia e distribuicao dos retrotransposons Tyl-copia-like
e Ty3-gypsy-like em representantes dos géneros Glycine
Willd., Phaseolus L. e Vigna Savi.
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Resumo

O dominio conservado dos genes RT (Reverse Transcriptase; Transcriptase Reversa)
dos retrotransposons LTR Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like foram amplificados a partir
do genoma de Vigna unguiculata usando primers degenerados e hibridizados in situ em
alguns representantes dos géneros Glycine L., Phaseolus L. e Vigna SAVI. As
sequéncias RT correspondentes a ambos 0s grupos exibiram niveis significantes de
heterogeneidade, sendo a sequéncia de Tyl-copia-like menos homogénea, em
comparacdo ao Ty3-gypsy-like. As analises filogenéticas das sequéncias RT mostraram
uma similaridade com retroelementos descritos para eudicotiledéneas e
monocotileddneas, enfatizando a origem monofilética dos dominios RT destes
retrotransposons, assim como sua transmissdo vertical durante os processos de
especiacdo ocorrentes na evolucdo vegetal. A FISH (Fluorescent In Situ Hybridization;
Hibridizacdo in situ Fluorescente) evidenciou a presenca de sinais dispersos e
pericentroméricos, utilizando ambos retroelementos, em Glycine max, Phaseolus
vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata e Vigna radiata, com algumas divergéncias
interespecificas. Tais marcacOes estavam aparentemente colocalizadas com loci de
DNAr 5S e 45S, bem comodistribuidas em regifes heterocromaticas pericentroméricas
e subterminais, enfatizando uma distribuicédo preferencial nos genomas das leguminosas
analisadas. A grande abundancia das sequéncias RT e diferentes localizagdes
cromossémicas foram atribuidas a alta taxa de mutacdo e a baixa pressdo seletiva,
associadas ao mecanismo de retrotransposicao do tipo copy and paste especifica destes
retroelementos, afetando a evolucdo estrutural dos genomas vegetais, em especial, das

leguminosas.

Palavras-chave: Tyl-copia-like, Ty3-gypsy-like, FISH, leguminosas, filogenia
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Abstract

The conserved domains of reverse transcriptase (RT) genes of Tyl-copia and Ty3-gypsy
groups of long terminal repeat (LTR) retrotransposons were amplified from Vigna
unguiculata genome using degenerate primers and located in situ in representatives of
Glycine L., Phaseolus L and Vigna Savi genus. The RT sequences exhibited significant
heterogeneity levels, and the Tyl-copia-like sequences were less homogeneous in
comparison to the former. Phylogenetic analysis of RT sequences showed a similarity to
retroelements described for rosids, emphasizing the monophyletic origin of
retrotransposon sequences in plant genomes, as well as its vertical transmissions during
the speciation processes occurred in plant evolution. FISH analysis has showed the
presence of dispersed and pericentromeric signals, using both retroelements, in Glycine
max, Phaseolus vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata and Vigna radiata, with some
interspecific divergences. Such marks were apparently associated, in some cases, to 5s
and 45S rDNA loci, and located in pericentrometric and subterminal heterochromatic
regions, emphasizing a preferential distribution in the analyzed genomes. The large
occurrence of RT sequences within genomes and their differential distribution along
chromosomes should be due to the high mutational rates and low selective pressure
associated to the copy and paste retrotransposition mechanism, affecting the structural

evolution of plant genomes, and especially of these legumes.

Keywords: Tyl-copia-like, Ty3-gypsy-like, FISH, Leguminosae, phylogeny
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Abreviacoes:

LTRs = Long Terminal Repeats; Longas Repeti¢des Terminais
gene gag = Group-specific antigen; antigeno grupo-especifico
VLP = Virus-like Particle; particula similar a virus

gene pol = Polyprotein; Poliproteina

Introducéo

Os retrotransposons representam uma importante fracdo do DNA
moderadamente repetitivo, apresentando um mecanismo de transposi¢do do tipo copy
and paste via RNA intermediario ao longo dos genomas, 0 qual é apontado como
principal fator responsavel pela expansao e evolucdo dos genomas vegetais, juntamente
com a poliploidizagéo (Todorovska, 2007; Du et al., 2010a).

Estes retroelementos sdo divididos em duas subclasses, as quais diferem em sua
estrutura e ciclo de transposicdo, incluindo retroelementos LTRs (Long Terminal
Repeats; Longas Repeticdes Terminais) e Nao-LTRs (Friesen et al., 2001; Park et al.,
2007). Os retrotransposons LTR sdo flanqueados por duas LTRs (posicOes 5” e 3°) e
uma ORF internamente, a qual é normalmente constituida pelos genes gag (Group-
specific antigen; antigeno grupo-especifico) e pol (Polyprotein; Poliproteina).

O gene gag é codificador de uma poliproteina, a qual compreende trés proteinas
correspondentes aos subcomponentes da VLP (Virus-like Particle; particula similar a
virus), a qual esta envolvida na maturacdo e empacotamento do RNA. Por sua vez, o
gene pol é responsavel pela codificacdo de varias proteinas, como protease, integrase,
RT (Reverse Transcriptase; Transcriptase Reversa) e RNase H, as quais sao necessarias
para a sintese e integracdo do DNAc (Complementary DNA; DNA complementar) em
cromossomos hospedeiros (Chavanne et al., 1998; Cheng et al., 2009).

Entre os retrotransposons LTRs, os elementos Tyl-copia (Pseudoviridae) e Ty3-
gypsy (Metaviridae) sdo considerados os mais abundantes e relatados nos genomas de
diferentes angiospermas, representando, 25% e 75% dos genomas de arroz e milho,
respectivamente (Du et al., 2010a). Estas duas classes de retrotransposons diferenciam-
se pelo dominio conservado dos genes RT, caracteristico de cada retroelemento (Friesen
et al., 2001), bem como pela ordem génica dos dominios RT e integrase na regido pol.
O Tyl-copia apresenta 0 dominio da integrase anterior (posicdo 5’) ao da RT e
RNaseH, enquanto que no Ty3-gypsy, tal dominio situa-se posterior (posi¢do 3’) a0 RT

e RNAseH. Adicionalmente, o Ty3-gypsy apresenta uma maior similaridade com os
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retrovirus (Kumar e Bennetzen, 1999; Hansen e Heslop-Harrison, 2004), pela presenca
de um dominio env (Envelope), coincidente com a posicdo ocupada pelo gene
codificante do envelope viral em retrovirus (Vershinin et al., 2002), sendo estes
classificados como Gypsy-like (Capy et al., 1998).

Diferentes estudos tém isolado e caracterizado o dominio RT de familias de
retrotransposons, observando a distribuicdo destes elementos no genoma. Os
retroelementos Tyl-copia e Ty3-gypsy tém prevalecido nos principais grupos vegetais,
como em Helianthus L. (Natali et al., 2006; Ungerer et al., 2009), Malus domestica
Borkh (Sun et al., 2008), Pisum sativum L. (Macas et al., 2007). Entretanto, Dixit et al.
(2006) relataram que a ocorréncia de Ty3-gypsy tem sido pouco identificada, estando
limitada a alguns grupos taxonémicos (Natali et al., 2006; Park et al., 2007).

A maioria dos retrotransposons € transcricionalmente inativa durante o
crescimento e desenvolvimento vegetal. Contudo, o aumento dos niveis transcricionais
desses elementos é relatado em resposta a varios estimulos ambientais, mutagénese e
evolucdo genémica (Kumar e Bennetzen, 1999; Xiao et al., 2004). O modo replicativo
da transposicdo dos retroelementos resulta em seu acumulo no genoma, podendo
também gerar mutagdes pela inser¢do de novas cOpias dentro ou proximas a genes e
causar rearranjos cromossdmicos servindo como sitios para recombinagdo ectopica
(Bennetzen, 2000). Supostamente, estas mutagdes originam distintas familias de
retroelementos, as quais se diferenciam pelas suas atividades e distribuicdes nos
cromossomos e/ou porgdes cromossomicas (Natali et al., 2006).

Desta forma, a elevada abundancia e taxa de movimentacdo genOmica tem
permitido a utilizacdo dos retroelementos na FISH (Fluorescent In Situ Hybridization;
Hibridizacdo in situ Fluorescente), em espécies proximamente relacionadas,
contribuindo para o melhor entendimento de relagdes filogenéticas (Nielen et al., 2009).
Os géneros Glycine Willd., Phaseolus L. e Vigna Savi pertencem a tribo Phaseoleae,
agrupados em um clado monofilético (Phaseoloids), assim como apresentam ampla
distribuicdo mundial (Marechal et al., 1978). Representantes destes géneros apresentam
grande importancia econdmica, destacando-se as espécies G. max (L.) Merr., P. vulgaris
(L.), P. lunatus (L.) e V. unguiculata (L.) Walp conhecidas popularmente como soja,
feijdo comum, feijdo-fava e feijao-caupi, respectivamente.

Considerando a existéncia de poucos trabalhos que caracterizem a organizagéo
gendbmica de elementos retrotransponiveis em leguminosas cultivadas, o presente

trabalho caracterizou sequéncias RT dos elementos Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like do
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genoma de V. unguiculata, bem como, realizou uma abordagem comparativa da
distribuicdo cromossdémica dos citados retroelementos em espécies dos géneros Glycine,
Phaseolus e Vigna visando uma melhor compreensdo sobre o mecanismo de evolucao

gendmica desses retroelementos na tribo Phaseoleae.

Material e métodos
Material vegetal

Sementes das espécies Glycine max cv. Conquista, P. vulgaris cv. BRS
Esplendor, P. lunatus cv. Vermelhinha, V. unguiculata cv. BR14-Mulato e Vigna
radiata foram obtidas do banco de germoplasma da Embrapa Soja (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecudria, Soja, Londrina), Embrapa-CNPAF (Embrapa Arroz e Feijao,
Goiés) para feijado comum e feijdo-fava, LGBV/UFPE (Laboratério de Genética e
Biotecnologia Vegetal, Universidade Federal de Pernambuco, Recife) e Embrapa-
CPATSA (Embrapa, Centro de Pesquisas do Tropico Semiarido, Petrolina),

respectivamente.

Anélise molecular
Isolamento e caracterizacdo do dominio da transcriptase reversa (RT) dos

retrotransposons Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de folhas jovens de V.
unguiculata BR14-Mulato utilizando o0 método de CTAB, segundo descrito por Weising
et al. (1995). Posteriormente, a obtencdo da regido gendmica correspondente a
transcriptase reversa do retrotransposon Tyl-copia-like foi realizado pela amplificacdo
de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction; Reacdo da Polimerase em Cadeia)
utilizando os primers degenerados 5’-GAGAATTCACNGCNTTYYTNCAYGG-3’ e
5’-GAGGATCCATRTCRTCNACRTANAR-3’ (Xiao et al., 2004), desenhados para 0s
motivos conservados 5’-TAFLHG-3’ e 5’-YVDDML-3’ da referida enzima. Por sua
vez, o elemento Ty3-gypsy-like foi obtido através de amplificagdo com os primers
GyRT1 (RMCVDYR, 5 -MRNATGTGYGTNGAYTAYMG-3’) e GyRT4
(YAKLSKC, 5’-RCAYTTNSWNARYTTNGCR-3’) (Friesen et al., 2001).

As reagdes de PCR ocorreram em termociclador Techne TC-412 (Barloworld
Scientific). O volume final de 25 pL da reagdo foi constituido por 25 a 50 ng de DNA
genémico de V. unguiculata, 50 pmol de cada iniciador, 0,16 mM de cada dNTP

(Fermentas), 1U da enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas) e 3,5 mM de MgCl,, na
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presenca do tampdo da enzima. Para amplificacdo do retroelemento Tyl-copia-like, os
ciclos de PCR ocorreram nas seguintes condi¢fes: desnaturacdo inicial a 94°C por 3
min, seguida por 35 ciclos constituidos por desnaturacéo a 94 °C por 30 s, anelamento a
50 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 30 s. Por sua vez, para o retrotransposon Ty3-
gypsy-like, os ciclos de PCR consistiram em desnaturagéo inicial a 94°C por 3 min,
seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, etapa de ligagdo dos
iniciadores a 52,7 °C por 1 min e extenséo a 72 °C por 1 min.

Os produtos de PCR foram examinados em gel de agarose 1,8% corado com
brometo de etideo (0,5 mg/mL), os quais foram visualizados sob luz ultravioleta em
transiluminador. Os fragmentos de interesse amplificados foram excisados do gel de
agarose com auxilio de uma lamina descartavel, sendo purificados mediante o kit
comercial GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, USA), de
acordo com especificagdes fornecidas pelo fabricante.

Clonagem e sequenciamento dos fragmentos RT

Os fragmentos purificados foram clonados no vetor pGEM® -T Easy (Promega),
o qual foi inserido em Escherichia coli (cepa DH10B) por eletroporacéo, utilizando o
BioRad - modelo Gene Pulser II.

A presenca de insertos de interesse nos plasmideos recombinantes foi verificada
por PCR de col6nia, utilizando os primers T7 e SP6 proprios para o vetor pGEM-T
Easy. Clones individuais foram selecionados, sendo os DNA plasmidiais extraidos
utilizando o protocolo do Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen), com algumas adaptacdes.
Para as reacOes de sequenciamento dos clones recombinantes foi utilizado o kit BigDye
Terminator versao 3.1 (Applied Biosystem), os primers M13 (Fw): 5’-
GTAAAACGACGGCCAGTG -3’ e M13 (Rv): 5’- GGAAACAGCTATGACCATG-3’
e oequipamento automatico ABI 3130 xI (Applied Biosystem).

As sequéncias foram analisadas mediante o software BioEdit 7 (Hall, 1999),
visando a construcdo de sequéncias consenso, as quais foram comparadas com os dados
depositados no GenBank utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul et al., 1997) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo a seguir analisadas
com o programa ORF Finder para identificacdo de dominios conservados. As analises
subsequentes de nucleotideos e proteinas foram realizadas utilizando o programa
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994), sendo necessarios alguns ajustes manuais nos

alinhamentos.
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Analise filogenética
As analises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007), sendo a inferéncia das arvores realizada por Maxima Parcimonia
(MP) com o método de pesquisa Close-Neighbor-Interchange (CNI) e opcdo random

addition (10 amostragens), bem como teste de bootstrap com 2.000 repetigoes.

Estudos citogenéticos
Pré-tratamento e fixacao
A analise mitética foi realizada utilizando pontas de raizes pré-tratadas com uma
solucéo de 8-hidroxiquinoleina (8HQ) por 18 h, 1 h a temperatura ambiente e 17 h a 8
°C, fixadas em etanol absoluto:acido acético (3:1, v/v) ou metanol:acido acético (3:1,

v/V) por 2 a 24 h a temperatura ambiente e estocadas a -20 °C.

Preparagdo cromossdmica

Para a preparacdo das laminas, os meristemas foram lavados duas vezes em agua
destilada, por 5 min, digeridos em solucdo enzimatica contendo 2% (p/v) celulase
‘Onozuka R-10" (Serva) e 20% (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich) em tampéo citrato 10
mM por 180 min a 37 °C. Em seguida, o material digerido foi lavado em agua destilada
e incubado em acido acético 45% por 30 min a 37 °C. Uma ponta de raiz foi utilizada
por lamina, a qual foi macerada em acido acético 45%, sendo posteriormente submetida
ao nitrogénio liquido para remocdo da laminula com posterior secagem ao ar. Outra
metodologia utilizada seguiu o procedimento descrito por Carvalho e Saraiva (1993),
com algumas modificacdes (Bortoleti et al., em preparacéo).

Em ambos os casos, as laminas foram selecionadas mediante coloracdo com uma
solucdo de 2 ug/mL de DAPI (4"-6"-diamidino-2-fenilindole)/ glicerol (1:1, v/v). As
preparacOes selecionadas foram descoradas em etanol absoluto:4cido acético (3:1, v/v) e
etanol absoluto por 30 min e 1 h, respectivamente. Apds secagem ao ar, as laminas

foram devidamente estocadas a -20 °C, até 0 momento do procedimento da FISH.

Marcacdo e obtencao das sondas de retrotransposons e DNAr 5S e 45S
Os fragmentos Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like isolados do genoma de V.
unguiculata foram marcados com digoxigenina-11-dUTP (Roche) por nick translation
(Invitrogen). As sondas R2, um fragmento de 6,5 Kb, contendo a unidade de repeticdo
de DNAr 18S-5,8S-25S, oriunda de Arabidopsis thaliana (L). Heynh (Wanzenbdck et
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al., 1997), e D2, um fragmento de 400 pb contendo duas unidades de repeticdo de
DNAr 5S, proveniente de Lotus japonicus (Regel) K.Larsen (Pedrosa et al., 2002),
tambem foram utilizadas como marcadores cromossdmicos. As sondas de DNAr 5S e
45S foram marcadas com biotina-11-dUTP (Sigma) e digoxigenina-11-dUTP,

respectivamente, por nick translation .

Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH)

As laminas, estocadas a -20 °C, foram pre-tratadas como descrito por Pedrosa et
al. (2001). A desnaturacao das sondas, os banhos pos-hibridizacdo e a detecgdo foram
efetuados de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), exceto pela lavagem de
estringéncia a qual foi realizada em 0,1xSSC a 42 °C. As misturas de hibridizacdo
consistiram de formamida 50% (v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 2x SSC e 2-5 ng/uL de
sonda. As laminas foram desnaturadas por 7 min a 78 °C, bem como hibridizadas por 18
a 48 h a 37 °C. Para soja, 0s cromossomos foram desnaturados com formamida 70% em
2xSSC a 70 °C por 7 min, sendo posteriormente, desidratados por 5 min em uma série
alcodlica (70% e 100%) a -20 °C. As sondas marcadas com biotina foram detectadas
com antibiotina obtida em camundongo (DAKO) em combinacdo com anticamundongo
conjugado com TRITC (DAKO) em BSA 1% (p/v). Enquanto as sondas marcadas com
digoxigenina foram detectadas usando antidigoxigenina de ovelha conjugado com
fluoresceina isotiocianato (FITC; Boehringer Mannheim) e amplificadas com antiovelha
conjugado com FITC (Serotec) também em BSA 1% (p/v). Todas as preparacdes foram

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

Anédlise dos dados

As células foram analisadas com um microscopio de epifluorescéncia Leica
DMLB e imagens das melhores células foram capturadas com uma camera Leica DFC
340FX, utilizando o programa CW 4000 da Leica. As imagens foram otimizadas para
melhor brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated).
Para as imagens sobrepostas DAPI-DNAr 45S, a imagem do DAPI foi transformada
para tons de cinza, o DNAr foi pseudocolorido com amarelo e ambas as imagens foram
sobrepostas, usando a ferramenta lighten.

A identificagdo cromossdmica de P. vulgaris e P. lunatus seguiu-se a

nomenclatura determinada por Pedrosa-Harand et al. (2008) e Almeida (2006),
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respectivamente. Para V. unguiculata e V. radiata, foram utilizadas as identificacGes

descritas por Bortoleti et al. (em preparacéo).

Resultados
Isolamento do dominio RT de sequéncias Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like do genoma
de V. unguiculata

A PCR com os primers degenerados para o dominio RT do retrotransposon Ty1-
copia-like produziu apenas um fragmento com o comprimento de aproximadamente 270
pb, o qual foi purificado e clonado (Figura 1A). Os clones foram sequenciados,
apresentando um inserto com o tamanho de 280 pb de V. unguiculata. Contudo, apenas
um clone, denominado Vung Tyl clone 3, apresentou o dominio completo da
transcriptase reversa. Essa sequéncia mostrou similaridade com regides do dominio RT
do retroelemento Tyl-copia-like encontradas em diferentes monocotiledoneas e
dicotileddneas, a partir do BLASTn realizado com sequéncias depositadas no GenBank
(Tabela 1).

Por sua vez, a reacao inespecifica com os primers degenerados GyRT1 e GyRT4
produziu bandas com tamanhos varidveis (Figura 1B), entre as quais o fragmento
correspondente a aproximadamente 430 pb foi isolado e purificado. Apds
sequenciamento, dois clones mostraram insertos com o tamanho de 421 pb e 417 pb,
Vung Ty3 clone 1 e Vung Ty3 clone 2, os quais apresentaram dominios conservados.
Similarmente ao Tyl-copia-like, as respectivas sequéncias mostraram similaridade com
fragmentos do dominio RT do retroelemento Ty3-gypsy-like caracterizados em
diferentes espécies vegetais (Tabela 2).

O alinhamento mdltiplo das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos RT dos
retrotransposons isolados do genoma de V. unguiculata com as sequéncias de DNA
depositadas no GenBank para algumas espécies vegetais (ver Tabela 1 e 2) evidenciou
que apenas 27,2% e 31,1% dos sitios compartilhados de Tyl-copia e Ty3-gypsy,
respectivamente, estavam conservados, indicando um baixo nivel de homologia entre
elas.

Por sua vez, o alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos permitiu a
identificacdo de motivos conservados caracteristicos para os dominios RT dos
retroelementos em anéalise. Para o retrotransposon Tyl-copia-like foi visualizado a
presenca dos motivos SLYGLKQA e LYVDDM, na porcdo central e terminal da

sequéncia isolada de V. unguiculata, respectivamente (Figura 2). Enquanto que o
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motivo SLYGLKGA também foi conservado nas mdltiplas sequéncias alinhadas ao

dominio RT isolado no presente estudo.

500 pb
500 pb

200 pb

Figura 1. Amplificacdo por PCR do dominio RT do Tyl-copia-like (A) e Ty3-
gypsy-like (B), a partir do DNA gendmico de Vigna unguiculata, utilizando
primers degenerados. As linhas 1 correspondem ao marcador de peso molecular
100 pb (Fermentas), enquanto que, as linhas 2 representam o produto da PCR para

0s respectivos dominios RT. Setas indicam fragmentos isolados e purificados.
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Tabela 1: Identificacdo das sequéncias depositadas no GenBank que apresentaram
similaridade com a sequéncia do dominio RT do retrotransposon Tyl-copia-like isolada
do genoma de Vigna unguiculata, com seus respectivos nimeros do acesso, descricao,

cobertura (%), identidade (%) e tamanho (em pb).

NUmero do
acesso

AJ290735.1

AJ224364.1

GU976509.1

GU976679.1

EF623926.1

EF623935.1

AJ411778

AY 684661

AY 684660

DQ100159.1

EF581551.1

EF581724.1

DQ376258.1

DQ376293.1

DQ376258.1

Descricao

Ginkgo biloba copia like retroelement
partial RT gene clone pGity2
Picea abies DNA for reverse transcriptase
gene of Tyl-copia like retroelements
Eleocharis interstincta clone copEint17
retrotransposon Tyl-copia
reverse transcriptase gene, partial cds
Eleocharis palustris subsp. Waltersii clone
copEwal19 retrotransposon Tyl-copia
reverse transcriptase gene partial cds
Malus x domestica isolate CORTFJ-9
retrotransposon Tyl-copia reverse
transcriptase gene partial cds
Malus x domestica isolate CORTFJ-19
retrotransposon Tyl-copia reverse
transcriptase gene partial cds
Cicer arietinum Ty1-copia like
retrotransposon and partial RT gene for
reverse transcriptase, clone TyCa9
Vigna radiata clone VRC-39 copia-like
retrotransposon reverse transcriptase gene,
partial cds
Vigna radiata clone VRC-38 copia-like
retrotransposon reverse transcriptase gene,
partial cds
Camellia sinensis transposon Tyl-copia-
like reverse transcriptase
gene, partial cds
Hypochaeris clarionoides clone pHclty7
retrotransposon Tyl-copia-like reverse
transcriptase (RT) gene, partial sequence
Hypochaeris sessiliflora clone pHsety24
retrotransposon Ty1-copia-like reverse
transcriptase (RT) gene, partial sequence
Orobanche crenata clone pOcrEty7 Ty1-
copia-like retrotransposon reverse
transcriptase gene, partial cds
Orobanche owerinii clone pOowtyl Ty1-
copia-like retrotransposon reverse
transcriptase gene, partial cds
Orobanche crenata clone pOcrGty19 Tyl-
copia-like retrotransposon reverse
transcriptase gene, partial cds

Query
Coverage
(%)

94

94

94

94

94

94

94

90

90

94

94

94

94

94%

94%

Identidade
(%)

72

72

73

71

71

71

85

82

84

70

75

75

73

73%

73%

Tamanho da
sequéncia
(em pb)

264

264

266

266

266

266

267

279

279

267

267

267

264

264

264
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Tabela 2: Identificacdo das sequéncias depositadas no GenBank que apresentaram
similaridade com a sequéncia do dominio RT do retrotransposon Ty3-gypsy-like isolada
do genoma de Vigna unguiculata, com seus respectivos numeros do acesso, descricao,
cobertura (%), identidade (%) e tamanho (em pb).

Numero do _— Query Identidade Tamarjho_da
ACESSO Descricéo Coverage (%) sequéncia
(%) (em pb)
AJ290595.1 Picea aples Ty3-gypsy like retroelement 820 66% 414
partial RT gene, clone pPal5ty
AJ290628.1 Pinus S|b|.r|ca Ty3-gypsy like retroelement 86% 66% 409
partial RT gene, clone pPsbgy6
Eleocharis palustris clone gypEpal5
GU976904.1 retrotransposon Ty3-gypsy RT gene, partial 32% 70% 430
sequence
Eleocharis macrostachya clone gypEmac60
GU976843.1 retrotransposon Ty3-gypsy RT gene, 32% 70% 431
partial cds
Eleocharis quinqueflora clone gypEquil
GU976942.1 retrotransposon Ty3-gypsy RT gene, 81% 64% 431
partial cds
Eleocharis acicularis clone gypEaci8
GU976714.1 retrotransposon Ty3-gypsy RT gene, partial 80% 66% 431
cds
AV683011.1 Vigna radiata clone VR§-13 gypsy-like 98% 4% 416
retrotransposon, partial sequence
Cicer arietinum gypsy like element
AJ006003.1 CaRep2, clone pCaEr638 partial sequence 98% 70% 537
Helianthus petiolaris isolate 99XPET10
GQ367287.1 retrotransposon Ty3/gypsy-like RT-like 87% 68% 481
gene, partial sequence
Helianthus deserticola isolate 82x7Edes
GQ367082.1 retrotransposon Ty3/gypsy-like RT-like 98% 70% 481
gene, partial sequence
DQ381021.1 Orobanche crenata clone pOcrGgy15 Ty3 98% 68% 431
gypsy retrotransposon
DQ381101.1  Orobanche ramosa clone pPraTgyl4 Ty3 99% 67% 431

gypsy retrotransposon RT gene, partial cd
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Figura 2. Alinhamento multiplo por Clustal W das sequéncias do dominio RT do
retroelemento Tyl-copia-like, destacando-se a presengca da sequéncia consenso
SLYGLKQ (dominio laranja) e LYVDDM (dominio roxo), caracteristicas dos

retrotransposons do tipo copia.

91

Espécies =
1.C anetinum || = Mk fof P FDE G BEN L BV K (B x JEN D @ v FOR R LN R [KOSEENEEESCEGEEE P R o (W
2 V. rachata -Gl - Bl - Bl - B - B o« S0 e BON o FEN L Bl x (B8 x fEN D SXH v BCR R BN R ONESENNE a L K 0 PRl o W
3 Vianguieiara (M0 ® FGY v BN £ JEY e BB vy B0 « BO e fON o FE L BV x JE x fE = B v Bl r DN R K SEEEENEEECENEEEEGEE ¢ [RY o W
4 E inderstinets | = =) - M e BBl E POl Y M) e f@ r fEN G fEN ) BEI K B x FEl 0 BB v el ¢ BEl R (R ESEEEEETEECEEEERERGEEA P (RN N W
5 £ palusins - N - Bl e JEl e B v BN e o s BN o BEN v BNl x I6) o JER m BN v Roll x DO R (R ESEEUEEEEEC NG P (RN N W
& V. mdiata - BN - B - B - B - M) ok §o8 e fON 6 UEN L BMIE 8 Kk JEN O B¥E v BOH R BUY O FENSEEECEEIEECEESTINICIISEE L [RY O R
T M domesca | = ME E BCE P BKN G FF) E BWI XK BGH Kk BER W OBEE v EOH K BON K ERUSSEEECENCCEECEEERS P FRY O W
EM domestca Jind - BN - BN - B8 - SN - B e fo5 p KN o BF ¥l x JG] « BB v B0 v fol x BN ¢ PSSR O P (R o (W
% O cronata M o« e (B s B E DN x G x [E] o BN v fEF r BE R K ESSECERTESTIECEGEEGEERE ¢ (R o (W
10 H. sessifiorn Ml e foi p [EN o BEN o Bl x [G x CEN e G0 v BCH K BEN o [KEESEIETCEE U P a W
1. H, clarionoides] = M e fo p Bl e (Fl oW xk [k BB MY v il ok (L] o K SRR EER RO P (R 0 (W
12 € sinersis = = = Ml e faf e fEN o BB e W x B« Y 0 BB v fof r fLU) x [ROESSEEEETEEGSEEECEEGEE P FRl o (W
11 0, crenata g « o p [l o BEN = BN x (B8 c (BN D Y c R [L R XSSO P R O (W
14.0. owerind B x S0 r EEN o EEN £ B x B K B 0 XN v BCY R R R | K ESOELEETGAN RN F R o (W
15 G. twoba O - Y s (R
16.P. abis = - BN - & MESDEGEREE 5 Y S
ERpacias
1..C. arietinum v BN ok BRl E BSN v M8 v 358 x UAY T fOl R BON L SN 0 B v RS L BN o BE . BEN u BMN 1 BSE L BS c SR . e s
2V, radiat & B EE - ER EZ2 B3 BE Eil ' BEY BE EBEE BB KX B8 BB =4 L B v §D MW T T .
IVunguowsts | Y (KL K [FL E 8 F M ¢ [E 06 Y M KT TS5 0o H ¢ ¥ F ¥ Kk 8 F S v D 0o F o [1] ot L SO
dEinfestincis | Y 0 R [FLE (L0 F ML Cc WY N T FIN kLN v IS DN C W FUL K FRIL S 66 DF M W L L -
5 E palusiris ¥ B R EENE FE F NN C BB RN F BNN x BEN S EEJ O O c BN F BME x ERER v ESN n BE O BB ' B [N s A
6V, movata v Kk [FleE 8 v v iRl «A TR st LT v ie LSk NF LR DM 18 LY c C R
TMdomestice [ M K K JE N 18° F (M v &8 « fa0 T RN EJE W BB T QL v 8 1 N NDF L E (M NS s (80 Y 0 RN M T -
SMdomestice [ K K 'FI '8 F M A 5 x @ TR EIL M L] TL v & 1 & N MIF L E W NS 5 & v © e
0.0, crenata vy 0 x BN E |8 v (Mlc 55 ok ftC e fEN DD s (RN s fEoc WD L BEE x FENW MM - ISR - 58 - (58 - S N
WM seostitora | ¥ K k [El E (8] v W ¢ Kl 0 (B v R x [T) 7T (8 D [H| c Wi F |F s e
MWHoamonoidea] ¥ X & [F1 E /& v (Ml 6 & x L] o 'E 0N F R 6 bl ¢ F P (P e W - Bl - B0 - Bal . B0 . [
12 C. sinensis vy B o« B ok E e
12 0. crenata v B « EEl e BN v DMl c B8« IO) ~ BEll o Bl s BN s BB c B . B o« EER w M B e 000000
14, 0. owenn Y K c fEl e & v IMlo &« jUpr BBl D DN s (RS M c 0L 0S5 ok BELow il - Del - [ - PR - =
15 G. bioba c N s v BNy BB F MER [N o fRE o NNy W = . ISy B oo BN - B - B = - 1= - -
16, P ahig Y B S BN W B8 v S F K K L E M) ¢ 50 ¥ i ' ik L B vy B o B - BN - - . - - = - B S = .




Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

Considerando o retroelemento Ty3-gypsy-like, todas as sequéncias alinhadas
apresentaram o motivo conservado MPFGV na porgéo central, inclusive V. unguiculata
Ty3 clone 1 e V. unguiculata Ty3 clone 2. Contudo, a presenca do motivo MCVDYR
foi adicionalmente notada na porcao inicial das sequéncias de V. unguiculata (Ty3 clone
2), Eleocharis acicularis (L.) Roem. & Schult., E. macrostachya (Britton), Orobanche
crenata Forssk., O. ramosa L. e Pinus sibirica Du Tour (Figura 3).

As andlises filogenéticas mostraram que as sequéncias RT isoladas, como Tyl-
copia-like e Ty3-gypsy-like, do genoma de V. unguiculata agruparam-se com
retroelementos previamente descritos para as rosideas (Figuras 4 e 5), cujas informacdes
das sequéncias estdo listadas nas Tabelas 1 e 2.

O dendrograma obtido para a sequéncia RT do Tyl-copia-like permitiu a
observacao de clados relativamente bem estruturados, com valores de bootstrap acima
de 60, apresentando as sequéncias de Ginkgo biloba L. e Picea abies H.Karst., como
grupo externo. A sequéncia RT de V. unguiculata (Vigna unguiculata Tyl Clone 3)
apresentou maiores valores de identidade com as leguminosas Cicer arietinum L. e V.
radiata (Tabela 1), as quais, agruparam-se juntamente com Malus x domestica,
mostrando um valor de bootstrap consistente (92) (Figura 4). Por fim, as sequéncias
provenientes das espécies Eleocharis interstincta (Vahl) Roem. & Schult. e E. palustris
(L.) Roem. & Schult. (monocotiledéneas) formaram um grupo irmao das eucotileddneas
altamente consistente (bootstrap 97), em uma posi¢do mais basal.

Considerando a arvore construida para as sequéncias RT do Ty3-gypsy-like, o
grupo externo foi representado pelas sequéncias das espécies P. abies e P. sibirica
(ordem Pinales), enquanto as sequéncias pertencentes ao género Eleocharis R. Br.
constituiram o grupo irmdo das eudicotileddneas, suportado pelo valor de bootstrap
igual a 97 (Figura 5). Neste dendrograma, as sequéncias V. unguiculata Ty3 clone 1 e V.
unguiculata Ty3 clone 2 apresentaram-se mais proximamente relacionadas com C.

arietinum e V. radiata, sendo agrupadas com as asterideas por um bootstrap 30.
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Figura 3. Alinhamento multiplo por Clustal W das sequéncias do dominio RT
do retroelemento Ty3-gypsy-like, destacando-se a presenca da sequéncia
consenso MCVDYR (dominio laranja) e MPFGV (dominio roxo), caracteristicas

dos retrotransposons do tipo gypsy.
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Distribuigcdes das sequéncias RT de retroelementos Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like
mediante FISH

A FISH com os dominios RT dos retroelementos Tyl-copia-like (Vung Tyl
clone 3) e Ty3-gypsy-like (Vung Ty3 clone 2) ressaltou marcagdes dispersas e
pericentroméricas ao longo dos complementos cromossdémicos de G. max, P. vulgaris,
P. lunatus, V. unguiculata e V. radiata, estando ou ndo associadas a sitios de DNAr 5S e
45S (Figuras 6 e 7).

As espécies G. max, P. vulgaris e P. lunatus apresentaram padrdes similares de
distribuicdo do retroelemento Tyl-copia-like, com marcacOes dispersas ao longo dos
pares cromossdmicos. Contudo, na maioria dos cromossomos, foram visualizados sinais
mais evidentes nas regides pericentroméricas (Figura 6B, D, F). Nas referidas espécies,
observou-se uma aparente colocalizagcdo dos sitios de DNAr 5S no par cromossémico
19 em soja (Figura 6B), 6 e 10 no feijdio comum (Figura 6D), assim como no
cromossomo 10 em feijdo-fava (Figura 6F). Por sua vez, os sinais de DNAr 45S
encontraram-se adjacentes as marcagbes do Tyl-copia-like nos taxa supracitados
(Figura 6A, C e E).

Em V. unguiculata e V. radiata, pequenos dots bem definidos foram
visualizados nas regides intercalares e subteloméricas dos cromossomos (Figura 6H e
J). Adicionalmente, marcagdes proximais foram notadas em menor quantidade em
ambas as espécies. No feijdo-caupi, 0s pequenos sinais de Tyl-copia-like colocalizaram
aparentemente com os sitios de DNAr 5S e 45S (Figura 6G-H), enquanto que, em V.
radiata, apenas os sinais de DNAr 45S estavam colocalizados com as marcagdes do
retroelemento, como observado nos pares cromossémicos F e K (Figura 61 - J).

Similarmente ao notado para a sequéncia Tyl-copia-like, uma grande
abundancia de marcacbes pericentroméricas do retrotransposon Ty3-gypsy-like foi
encontrada, juntamente com sinais dispersos, ao longo dos cromossomos de G. max,
estando adjacentes com sitios de DNAr 5S e 45S (Figura 7A-B).

Em P. vulgaris e P. lunatus, uma disposicdo pericentromérica foi evidente para
os sitios de Ty3-gypsy-like; entretanto, alguns sinais foram visualizados em posi¢édo
intercalar e terminal (Figura 7D e F). Os sitios de DNAr 45S mostraram-se
colocalizados aparentemente com as marcagOes deste retroelemento nos pares
cromossémicos 6, 9 e 10, bem como no cromossdmico 6 em P. vulgaris e P. lunatus,
respectivamente (Figura 7C e E). Adicionalmente, o par cromossémico 10 do feijdo-

fava apresentou uma marcagdo bem caracteristica envolvendo a extensdo de seu brago

95



Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

longo (Figura 7F). Com relacdo as espécies V. unguiculata e V. radiata, destacam-se
marcagdes dispersas ao longo dos cromossomos (Fig. 7H; 7J), aparentemente

colocalizadas com os sitios de DNAr 45S (dados ndo mostrados).

Discussao

O isolamento e amplificacdo dos dominios RT dos retroelementos Tyl-copia-
like e Ty3-gypsy-like do genoma de V. unguiculata, caracterizados pela presenca de
motivos especificos (Flavell et al., 1992; Sun et al., 2008), confirmaram a
especificidade dos primers degenerados para esta finalidade, ressaltando o elevado nivel
de conservacdo do dominio RT em diferentes organismos vegetais, como relatado por
Doolittle et al. (1989).

Entretanto, uma heterogeneidade significativa foi evidenciada entre as
sequéncias isoladas no presente trabalho em relacdo as demais sequéncias depositadas
no GenBank, para ambos os retroelementos. As sequéncias RT de Ty3-gypsy-like
apresentaram-se mais conservadas, em comparacdo as sequéncias RT de Tyl-copia-
like, conforme observado em espécies dos géneros Orobanche L. e Phelipanche Pomel
(Park et al., 2007) e M. domestica (Sun et al., 2008). Tal dado sugere que a elevada
heterogeneidade dos elementos Tyl-copia-like é decorrente da ocorréncia de eventos
mais antigos de transposicdo das citadas sequéncias, resultando em uma ampla
distribuicdo de diferentes familias Tyl-copia entre as espécies hospedeiras (Hansen e
Heslop-Harrison, 2004; Hill et al., 2005). Além disso, deve-se levar em conta que as
regibes ndo conservadas (extra-dominios) de tais sequéncias sdo mais susceptiveis ao
estabelecimento de novas mutacOes, fato visivel pelos valores baixos de bootstrap
especialmente quando se comparam classes diferentes de plantas.

As analises filogenéticas dos RTs enfatizaram uma maior proximidade entre as
sequéncias isoladas dos retrotransposons Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like de V.
unguiculata com outras sequéncias pertencentes aos genomas de leguminosas, como C.
arietinum e V. radiata, indicando que estes elementos existiam nos ancestrais do
referido grupo, enquanto que os niveis de divergéncias entre elas permitem evidenciar
uma amplificacdo recente de certos grupos de retroelementos durante a evolugéo e

diversificacdo das leguminosas, conforme relatado por Dixit et al. (2006).
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Figura 6. Células metafésicas de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P. lunatus (E-

F) Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicdo dos sitios da sequéncia
RT do retrotransposon Tyl-copia-like (em verde) e DNAr 45S (pseudocoloridos em amarelo).
Os cromossomos foram contracorados com DAPI e pseudocoloridos em cinza (A, C, E, G e I).

Inser¢des indicam os cromossomos portadores de DNAr 5S (B, D, F, H e J). Barraem J =5 pm.
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Figura 7. Células metafasicas de Glycine max (A-B), Phaseolus vulgaris (C-D), P.
lunatus (E-F) Vigna unguiculata (G-H) e V. radiata (I-J) mostrando a distribuicdo dos
sitios da sequéncia RT do retrotransposon Ty3-gypsy-like (em verde) e DNAr 45S
(pseudocoloridos em amarelo). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e
pseudocoloridos em cinza (A, C, E, G e I). Inser¢des indicam os cromossomos portadores

de DNAr5S (B, D, F, HeJ). BarraemJ =5 pm.
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No sentido mais amplo, as sequéncias RT isoladas apresentaram maior
similaridade com retroelementos de eudicotileddneas do que de monocotileddneas,
resultando em um agrupamento similar a filogenia pré-estabelecida para as
espermatofitas, segundo o APG I11 (2009). Consequentemente, a topologia das arvores
ressaltou a origem monofilética dos dominios RT dos retroelementos (Friesen et al.,
2001; Hansen e Heslop-Harrison, 2004), bem como sua provavel transferéncia vertical
(Kumar e Bennetzen, 1999; Kumekawa et al., 1999).

A transferéncia vertical suporta a ubiquidade dos retrotransposons Tyl-copia-
like e Ty3-gypsy-like nos genomas vegetais, uma vez que postula a existéncia de um
ancestral comum com retroelementos similares, os quais foram transmitidos durante os
eventos de especiacdo subsequentes, da linhagem parental para a progénie, juntamente
com outros componentes do genoma. Tal mecanismo de transferéncia tem sido relatado
para elementos Tyl-copia-like em briofitas, pteridéfitas, angiospermas e gimnospermas
(Flavell et al., 1992; Voytas et al., 1992; Kumar et al., 1997).

Por outro lado, alguns estudos sugerem que a transmissdo horizontal tem
desempenhado um papel importante na evolucgéo e dispersdo dos retrotransposons entre
diferentes espécies vegetais (Flavell et al. 1992; Cheng et al., 2009). Todavia, a
identificacdo de sequéncias semelhantes dos retroelementos Tyl-copia-like e Ty3-
gypsy-like em diferentes espécies seria necessaria para explicar como esses elementos
movem-se entre espécies isoladas reprodutivamente.

Adicionalmente, a conservacdo do dominio RT permitiu a utilizacdo deste
fragmento dos retrotransposons, Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like, como sonda na FISH
auxiliando na localizacdo cromossémica desses elementos nos genomas das especies
analisadas. A analise da distribuicdo cromossémica mostra-se de grande valia para o
entendimento do processo de expansdo dos retrotransposons em diferentes espécies
proximamente relacionadas, uma vez que esses elementos constituem uma fracdo bem
representativa dos genomas vegetais (Lamb e Birchler, 2006).

Geralmente os retrotransposons apresentam uma organizacdo cromossomica
dispersa, a qual reflete 0 modo de amplificacdo e insercdo desses elementos, sendo
encontrados entre outras sequéncias repetitivas ou associados a regibes genémicas
particulares (Kubis et al., 1998; Heslop-Harrison, 2000). No presente trabalho, a
predominancia de sinais dispersos e pericentroméricos revelaram a ocorréncia marcante
dos elementos moveis Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like, ao longo dos cromossomos de

G. max, P. vulgaris, P. lunatus, V. unguiculata e V. radiata.
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Em todas as espécies analisadas, um padrédo de distribuicdo disperso foi notado
para o retroelemento Tyl-copia-like, fato comum descrito anteriormente para vérias
espécies, como Beta vulgaris L. (Weber et al., 2010), Copaifera langsdorffii Desf.
(Gaeta et al., 2010) e Helianthus annuus L. (Natali et al., 2006), enfatizando a
afirmacéo que este grupo corresponde aos mais bem caracterizados retrotransposons em
vegetais (Todorovska, 2007). Por outro lado, esses sinais dispersos mostraram uma
clara associagdo com os loci de DNAr, bem como com as sequéncias de DNA satélite
constituintes da heterocromatina terminal e pericentromérica, presentes nos genomas
das leguminosas estudadas, sugerindo uma localizagdo preferencial entre tais
sequéncias.

Entretanto, tais dados contradizem a afirmacéo de que os elementos Tyl-copia,
geralmente estdo presentes em ambos 0s bracos cromossdmicos, com a exclusdo dos
centromeros, telomeros e loci de DNAr 45S (Weber et al., 2010), como observado
anteriormente, em V. unguiculata por Galasso et al. (1997). Provavelmente, esses
autores amplificaram e hibridizaram o dominio RT pertencente a uma familia de Tyl-
copia diferente da amplificada no presente trabalho, o que justificaria as divergéncias
em termos de sequéncia de DNA e/ou organizacdo gendmica, salientando que é possivel
a presenca de diferentes familias no genoma de um organismo, tratando-se de uma
caracteristica geral das angiospermas (Fregonezi et al., 2007).

Em G. max, a localizacdo pericentromérica dos sitios do Tyl-copia-like e Ty3-
gypsy-like foi bem caracteristica, assim como coerente com 0s dados resultantes do
sequenciamento gendmico da referida espécie. Aproximadamente 42% do genoma da
soja é constituido por retrotransposons do tipo LTR, compreendendo mais de 32.000
elementos, os quais estdo depositados no banco de dados SoyTEdb (Du et al., 2010b).
Entre esses, foi estimada a presenca de 510 familias diferentes de retrotransposons
distribuidas pericentromericamente, contendo 14106 elementos completos cujo tamanho
variou de 1 a 21 Kb, sendo 31% e 69% classificados como copia-like e gypsy-like,
respectivamente (Du et al., 2010a; Schmutz et al., 2010).

No presente trabalho, os sinais Ty3-gypsy-like visualizados, também, na regido
proximal dos cromossomos das espécies analisadas, indicam que as sequéncias desse
retroelemento ndo estdo agrupadas, mas dispersas, conforme observado para o Tyl-
copia-like. Supostamente, estes sitios dos retroelementos LTR fazem parte da
heterocromatina pericentromerica ressaltada pelo padrdo de bandeamento CMA3/DAPI
em G. max (CMA3"), V. unguiculata (CMA3"), V. radiata (DAPI") (Bortoleti et al., em
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preparacdo), bem como em P. vulgaris e P. lunatus (CMA;") descrito por Almeida
(2006).

A distribuicao dos retroelementos Ty3-gypsy-like tem sido menos estudada, em
comparacdo ao Tyl-copia-like (Natali et al., 2006, Fregonezi et al., 2007). Por
acumularem-se preferencialmente nas regides centroméricas (Weber et al., 2010), a
maioria destas sequéncias vem sendo denominada CRs (retrotransposons
centromeéricos) em diferentes espécies vegetais, como por exemplo, Brassica L. (Lim et
al., 2007), G. max (Tek et al., 2010), Lotus L. e Medicago L. (Gorinsék et al., 2004),
apresentando um elevado nivel de conservacdo 0 que sugere a ocorréncia de
mecanismos de transposicdo recentes deste retroelemento, bem como seu papel
essencial na manutencdo e funcionamento do centrdmero (Nagaki et al., 2003).

A presenca de retrotransposons em regides heterocromaticas tem sido relatada
(Dimitri et al., 1999), sugerindo que esta classe de cromatina pode tolerar o acimulo de
elementos funcionais ou degenerados, uma vez que, geralmente, caracteriza-se como
uma regido gendmica silenciada, acompanhada por metilacdo de DNA e modificacOes
de histonas (Natali et al., 2006; Weber et al., 2010). Adicionalmente, o envolvimento da
pressdo seletiva contra a insergéo dos retroelementos em regides codificantes favorece
esta localizacdo preferencial na heterocromatina. A insercdo em genes ndo € desejada,
pois pode causar efeitos deletérios para a estrutura e o funcionamento de genes,
modificagcdes no padrdo espacial e temporal da regulacdo génica, bem como a origem de
diferentes rearranjos cromossémicos (Rajput e Upadhyaya, 2009). Contudo, vale
salientar que a associagdo preferencial heterocromatica ndo é obrigatoria; por exemplo,
em Arachis hypogaea L., foi relatada a presenca do retroelemento Ty3-gypsy-like (tipo
Athila) em regiGes eucromaticas, estando tais elementos ausentes nas regides
teloméricas e centroméricas (Nielen et al., 2009).

A aparente colocalizacdo de sitios de retroelementos e de DNAr 5S e 45S
mostrou-se uma caracteristica peculiar nas leguminosas estudadas, fato também
observado em Hordeum spontaneum (K.Koch) Thell (Belyayev et al., 2005), Cestrum
strigilatum Ruiz & Pav. e C. intermedium Sendtn. (Fregonezi et al., 2007) para 0 DNAr
45S. Os loci de DNAr tém sido apontados também como sitios preferenciais para a
insercdo de elementos moveis, os quais sdo eliminados pelo processo de crossing-over
desigual entre cromatides-irmds, conforme o modelo de evolucdo em concerto
caracteristico dos genes de RNAr, evitando alteracdo ou inativacdo dos genes de RNAr.

Assim sendo, a evolugdo em concerto permite que os loci de DNAr funcionem
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homogeneamente em face ao ataque continuo de insercdes destes elementos, além de
favorecer a ativacdo transposicional, visto que facilita a interagdo dos retroelementos
com varios sitios alvos (Eickbush e Eickbush, 2007).

Em suma, uma grande distribuicdo dos fragmentos RT dos retroelementos Ty1-
copia-like e Ty3-gypsy-like foi notada em regides preferenciais, como heterocromatina
e loci de DNAr. Contudo, regides de delecdo ou amplificacdo dos elementos refletem
uma distribuicdo diferenciada entre as especies, como observado nas leguminosas
estudadas. Provavelmente, as diferentes localizagdes cromossémicas, bem como a
grande ubiquidade dos retrotransposons devem ser atribuidas a alta taxa de mutagéo e a
baixa pressdo seletiva, associadas ao mecanismo de retrotransposi¢do, gerando
diferentes familias destes elementos, criando uma significativa diversidade em termos
de estrutura populacional destas sequéncias, afetando a evolucéo estrutural dos genomas

vegetais, especialmente de plantas superiores.
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7. CONCLUSOES

1. Os microssatélites (AG)g, (ACC)s, (AAG)s, (CTC)s e (TGA)s apresentam-se
como importantes constituintes da fracéo repetitiva dos genomas de G. max, P. vulgaris,
P. lunatus, V. unguiculata e V. radiata, havendo variacdes interespecificas em suas
quantidades, organizacdo (em tandem ou dispersa) e distribuicdo ao longo dos

Cromossomos.

2. A utilizacdo de marcadores cromossémicos para a regido pericentromerica dos
cromossomos de soja, como os sitios de FISH dos microssatélites (ACC)s, (AAG)s,
(CTC)s e (TGA)s € a presenca de bandas CMAs", evidencia que as marcacdes de SSRs
in situ estejam associadas as regides de heterocromatina, sendo possivelmente uma
fracdo constituinte dos 1.148 scaffolds existentes no sequenciamento da soja, nao

ancorados a plataforma do SoyBase.

3. A analise comparativa dos mapas fisico de contigs e citogenético de G. max
ressaltou uma distribuicdo diferencial ndo aleatdria das diferentes classes de SSRs
analisadas, estando estas preferencialmente associadas a heterocromatina ou a
eucromatina, enfatizando assim o poder complementar da integracdo das analises in
silico e in situ, o que facilita um melhor entendimento da estrutura fisica e organizagéo

gendmica.

4. As sequéncias RT do retroelemento Tyl-copia-like apresentaram-se mais
heterogéneas, em comparacdo ao Ty3-gypsy-like, quando comparadas com sequéncias
de outras espécies, sugerindo que esses elementos sejam constituintes mais antigos dos

genomas das espécies hospedeiras.

5. As andlises filogenéticas das sequéncias RT dos retrotransposons Tyl-copia-like
e Ty3-gypsy-like mostraram uma similaridade com retroelementos descritos para
rosideas, enfatizando a origem monofilética dos dominios RT destes retrotransposons,
assim como sua provavel transmissdo vertical durante os processos de especiacao

ocorrentes na evolugédo vegetal.
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6. A grande ubiquidade dos retrotransposons Tyl-copia-like e Ty3-gypsy-like, bem
como suas diferentes localizagbes cromossémicas, podem ser atribuidas a alta taxa de
mutacéo e baixa pressao seletiva, associadas ao mecanismo de transposi¢édo do tipo copy

and paste, caracteristico desta classe de retroelementos.
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8. ANEXOS

8.1 INFORMAGCAO SUPLEMENTAR — CAPITULO |

Tabela 1. RepeticOes de [(AG)s]is identificadas contendo as informagdes individuais

sobre a posicdo exata no genoma, tamanho da repeticdo em pb, bem como os genes e

elementos transponiveis associados.

Cadigo

(AG)g-1.1
(AG)g-1.2
(AG)g-1.3
(AG)g-1.4
(AG)g-1.5
(AG)g-2.1
(AG)g-2.2

(AG)g-2.3

(AG)-2.4
(AG)g-3.1
(AG)g-3.2
(AG)g-3.3
(AG)g-3.4
(AG)g-3.5
(AG)g-4.1
(AG)g-4.2
(AG)s-4.3
(AG)s-4.4
(AG)g-4.5
(AG)-5.1
(AG)g-5.2
(AG)-5.3
(AG)g-5.4
(AG)g-6.1
(AG)g-6.2
(AG)-6.3

(AG)g-6.4

(AG)g-6.5
(AG)g-7.1

(AG)g-7.2

(AG)g-7.3
(AG)g-7.4

Regido (AG)g

GmO01:2578634..
GmO01:7220426..
GmO01:20044064..
GmO01:34721577..
GmO01:38773016..
Gm02:1370407..
Gm02:1617173..

GmO02:15741647..

GmO02:38267342..
GmO03:3912435..
Gm03:3932645..

Gm03:12582228..

Gm03:39809872..

Gm03:41098368..
Gm04:3128321..

Gm04:17342139..

GmO04:17780728..

Gm04:18312866..

GmO04:40449464..
GmO05:1704036..
GmO05:3750549..

GmO05:24631461..

Gm05:28964812..

Gm06:13690329..

Gm06:19266574..

Gm06:38040199..

GmO06:38274323..

Gm06:38937436..
Gm07:1092569..

Gm07:9583953..

Gm07:11720225..
GmO07:14231705..

2578735
7220548
20044191
34721672
38773141
1370736
1617016

15741759

38267218
3912556

3932808

12582044
39810010
41098215
3128428

17342220
17780861
18312726
40449379
1703924

3750549

24631362
28964649
13690203
19266714
38040026

38274176

38937565
1092699

9584075

11720050
14231556

Tamanho Densidade

(bp)

101
122
127
95
125
329
-157

112

-124
121
163

-184
138

-153
107

81
133

-140
-85

-112

-147
599

-163

-126
140

-173

-147

129
130

122

-175
-149

génica

Moderada

Alta
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Alta

Alta

Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Alta
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Alta

Moderada

Moderada
Alta

Alta

Moderada
Moderada

Gene models

Glyma02g17490
(Beta-glucosidase,
lactase

phlorizinhydrolase, and

related proteins /
Glycosyl hydrolase
family 1)

Glyma06g36190
(Serine/Threonine-

Protein Kinase WNK
(WITH NO LYSINE)-

RELATED)

Glyma07g11420
(RAS-RELATED
GTPASE / GTPase

Rab11/YPT3, small G
protein superfamily /

Miro-like protein)

Gene models
(transposon-
like)
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(AG)g-7.5
(AG)g-7.6
(AG)-8.1
(AG)g-8.2
(AG)g-8.3

(AG)s-8.4

(AG)g-8.5
(AG)g-9.1
(AG)g-9.2
(AG)g-9.3
(AG)g-9.4

(AG)-9.5

(AG)g-10.1
(AG)g-10.2
(AG)g-10.3
(AG)g-10.4
(AG)g-10.5
(AG)g-11.1
(AG)g-11.2
(AG)g-11.3
(AG)g-11.4
(AG)g-11.5
(AG)g-12.1
(AG)g-12.2
(AG)¢-12.3
(AG)g-12.4
(AG)¢-13.1

(AG)¢-13.2

(AG)¢-13.3
(AG)g-13.4
(AG)g-14.1

(AG)¢-14.2

(AG)¢-14.3

(AG)g-14.4

(AG)¢-14.5
(AG)¢-15.1
(AG)¢-15.2
(AG)¢-15.3
(AG)g-15.4
(AG)¢-15.5
(AG)¢-16.1
(AG)¢-16.2
(AG)¢-16.3
(AG)¢-16.4

(AG)¢-17.1

Gm07:40793910..
Gm07:41855660..
GmO08:17354904..
GmO08:21881189..
GmO08:39215303..

Gm08:42239209..

Gm08:44522145
Gm09:2636865
Gm09:3037293
Gm09:5755495

Gm09:20035280

Gm09:36198825

Gm10:4972612
Gm10:8904910
Gm10:9691175
Gm10:20259386
Gm10:41132363

Gm13:19473209..
Gm13:26097377..

Gm13:34028182..
Gm14:17591919..

Gm14:37718099..

Gm14:41473529

Gm14:44794548

Gm14:46350211
Gm15:6725015

Gm15:10792603.
Gm15:14621921.
Gm15:15706833.

Gm15:37701239

Gm17:19474110..

40794055
41855529
17354786
21881347
39215185

42239327

..44522268
..2637026
..3037197
..5755585
..20035195

..36198919

4972721
..8905033
..9691080
..20259278
41132461
Gm11:5780501..
Gm11:6737436..
Gm11:16725604..
Gm11:24368060..
Gm11:30105558..
Gm12:13321676..
Gm12:14970273..
Gm12:15780128..
Gm12:23658700..
Gm13:1599891..

5780400

6737295

16725727
24367902
30105672
13321596
14970273
15780056
23658561
1599793

19473053
26097243

34028315
17591825

37717977

..41473529

..44794657

..46350104
..6724903
10792730
.14622170
15706724
.37701361
Gm16:6729147..
Gm16:18711308..
Gm16:23188516..
Gm16:28049147..

6729070

18711168
23188599
28049300

19474202

145
-131
-118

158
-118

118

123
161
-96
90

-85

94

109
123
-95
-108
98
-101
-141
123
-158
114
-80
56
-72
-139
-98

-156

-134
133
-94

-127

-139

109

-107
112
127
249
-109
122
-7
-140
83
153

92

Moderada
Alta
Alta
Alta
Alta

Alta

Alta
Moderada
Alta
Alta
Moderada

Alta

Alta
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Alta

Alta

Alta
Moderada
Moderada
Moderada

Alta
Moderada
Moderada

Alta

Moderada

Alta
Alta
Moderada

Moderada

Moderada

Alta

Alta
Alta
Alta
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Glyma08g42250
(Glycosyl hydrolases
family 16)

Glyma09g29260
(ACTIN-RELATED)

Glymal3g15590
(Apoptotic ATPase /
Leucine Rich Repeat)

Glymal4g30940
(STROMAL CELL
PROTEIN/NODULIN
MTN3-RELATED /
Multitransmembrane
protein / MtN3/saliva
family)

Glymal4g35730
(Mitochondrial
tricarboxylate/dicarbox
ylate carrier proteins)

Glymal5g33780

Glymal5g21240
(CYTOSOLIC
PURINE 5-
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NUCLEOTIDASE-
RELATED / IMP-GMP
specific 5'-nucleotidase
/ 5" nucleotidase family)

Glymal7g20450

(CYTOSOLIC
PURINE 5-

(AG)g-17.2 Gm17:35271386..35271217 -169 Alta NUCLEOTIDASE- -

RELATED / IMP-GMP

specific 5'-nucleotidase

/ 5' nucleotidase family)
(AG)g-17.3 Gml17:38588799..38588675  -124 Alta - -
(AG)g-17.4 Gm17:38621858..38621949 91 Alta - -
(AG)s-18.1 Gm18:2275280..2275034 -246 Alta - -
(AG)g-18.2 Gm18:18728696..18728864 168 Moderada - -
(AG)g-18.3 Gml8:36619321..36619070  -251 Moderada - -
(AG)g-184 (Gm18:46165176..46165045 -131 Moderada - -
(AG)g-19.1 Gm19:187636..187505 -131 Alta - -
(AG)g-19.2 Gm19:3601753..3601833 80 Alta - -
(AG)s-19.3 Gm19:8810999..8810905 -94 Alta - -
(AG)g-19.4 Gm19:17986912..17986767 -145 Moderada - Glyma19g14910
(AG)g-20.1 Gm20:21300838..21300838 89 Moderada - -
(AG)g-20.2 Gm20:22272312..22272170  -142 Moderada - -
(AG)g-20.3 Gm20:31931793..31931921 128 Alta - -
(AG)g-20.4 Gm20:32591157..32591249 92 Alta - -
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Tabela 2. RepeticOes de [(AAG)s]1o identificadas contendo as informagdes individuais

sobre a posicdo exata no genoma, tamanho da repeticdo em pb, bem como os genes e

elementos transponiveis associados.

. Gene models
Caddigo Regido (AAG)5 Tag\);?ho D(;r;lidczde Gene models (transposon-
like)
(AAG)s-1.1 Gm01:6146685..6146791 106 Moderada - -
(AAG)s-1.2 Gm01:15981319..15981272 -47 Moderada - -
(AAG)5-1.3 Gm01:28716889..28717046 157 Moderada - -
(AAG)s-1.4 Gm01:30816228..30816154 -74 Moderada - -
(AAG)5-1.5 Gm01:42278590..42278516 -74 Moderada - -
(AAG)s-1.6 Gm01:42451856..42451747 -109 Moderada - -
Glyma01g44970
(Beta Catenin-
(AAG)s5-1.7 Gm01:55427375..55427317 -58 Moderada related armadillo -
repeat-contaning/
HEAT repeat)
(AAG)5-2.1 GmO02: 608692.. 608692 -83 Alta - -
(AAG);-2.2  GmO2: 688006.. 683006 117 Alta %'ﬁ)’, 22%22%%%%%%/
(AAG)s-2.3 Gm02:21153681..21153635 -46 Baixa - -
(AAG)s-24 Gm02:31111474..31111568 94 Moderada - -
(AAG)s-25 Gm02:33659668..33659774 106 Moderada - -
(AAG)s-2.6  Gm02:38906637..38906558 -79 Moderada - -
(AAG)s-3.1 Gm03:6971872..6971922 50 Moderada - -
(AAG)s-3.2  Gm03:16982990..16982884 -106 ﬁ:sge;c;: - -
(AAG)5-3.3 Gm03:17385685..17385558 -127 Moderada - -
(AAG)s-3.4 Gm03:28029837..28029891 54 Moderada - -
(AAG)s-3.5 GmO03:28699785..28699680 -105 Alta - -
(AAG)s-3.6 Gm03:32205130..32205183 53 Moderada - -
(AAG)s-3.7 GmO03:34061615..34061665 50 Alta - -
Glyma03g27290
(RNA-binding
protein
(AAG)s-3.8 GmO03:34979890.34979766  -124  Moderada  MUSESM/MRNA -
cleavage and
polyadenylation
factor | complex,
subunit HRP1)
(AAG)5-4.1 Gm04:9317887.. 9317823 -64 Alta - -
(AAG)s-4.2 Gm04:15026628..15026574 -54 Moderada - -
(AAG)s-4.3 Gm04:23901217..23901111 -106 Moderada - -
(AAG)s-4.4  Gm04:25350971..25350872 -99 Moderada - -
(AAG)s-45 (Gm04:28368843..28368759 -84 Baixa - -
(AAG)5-4.6 Gm04:39373516..39373419 -97 Baixa - -
Glyma05g02340
(U3 small
(AAG)s5.1  GmO05:1721347.1721467 120 Alta ribor?ﬂcc::llsg:)?:)tein -
(snoRNP) subunit -
Mpp10p)
(AAG)5-5.2 Gm05:3571626..3571555 -71 Alta - -
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(AAG)s-5.3
(AAG)s-5.4

(AAG)s-6.1

(AAG)s-6.2
(AAG)s-6.3
(AAG)s-6.4
(AAG)s-6.5
(AAG)s-6.6
(AAG)s-6.7
(AAG)s-7.1
(AAG)s-7.2
(AAG)s-7.3
(AAG)s-7.4
(AAG)s-7.5
(AAG)s-7.6

(AAG)s-7.7

(AAG)s-8.1
(AAG)s-8.2
(AAG)s-8.3
(AAG)s-8.4

(AAG)s-8.5

(AAG)s-8.6
(AAG)s-8.7
(AAG)s-8.8

(AAG)s-8.9

(AAG)s-9.1

(AAG)s-9.2
(AAG)s-9.3
(AAG)s-9.4
(AAG)s-9.5
(AAG)s-9.6
(AAG)s-9.7
(AAG)s-10.1
(AAG)s-10.2
(AAG)s-10.3
(AAG)s-10.4
(AAG)s-10.5
(AAG)s-10.6
(AAG)s-11.1

Gm05:30350245..30350297
GmO05:30825566..30825505

GmO06: 639371.. 639166

Gm06: 9220023.. 9220126
Gm06:19272159..19272215
Gm06:33546748..33546603
Gmo06:36061990..36061918
Gm06:45592332..45592280
Gm06:49344483..49344430

GmO07:8008453..8008366
Gm07:10112517..10112593

Gm07:20033619..20033666
Gm07:33574977..33575146
GmO07:34717074..34717171
GmO07:35754634..35754748

Gm07:35785253..35785335

Gm08:7901288..7901380
GmO08:23896817..23896941
Gm08:25705785..25705664
GmO08:31125151..31125275

Gm08:32602409..32602533

GmO08:33649211..33649145
Gm08:33654020..33653948
GmO08:38107984..38107916

Gm08:46813623..46813714

Gm09:1040692..1040629

Gm09:7277766..7277657
Gm09:8295605..8295504
Gm09:28868155..28868210
Gm09:31630051..31629990
Gm09:32943593..32943669
Gm09:43929049..43928892
Gm10:473625..473731
Gm10:12792444..12792381
Gm10:12957886..12957941
Gm10:27675105..27675168
Gm10:32171343..32171432
Gm10:38324155..38324209
Gm11:15548297..15548457

57
-143

-205

169

114

82

92
124
-121
124

124
-66

-68
91

-109
-101
55
-61
76
157
106
-63
55
63
89
54
160

Moderada
Alta

Alta

Alta
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Alta
Baixa
Baixa
Baixa
Moderada
Moderada
Alta

Alta

Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Auséncia
de genes
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Alta

Alta
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Baixa

Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Alta

Glyma06g01070
(Nuclear Receptor

Binding Set)

Glyma07g11850

Glyma07g29700

Glyma07g30840

(Putative

transcription factor
5gNCA, contains

JmjC domain)

Glyma08g10860

Glyma09g01620
(Protein involved
in Snfl protein

kinase complex

assembly / 5'-

AMP-activated
protein kinase, beta
subunit, complex-
interacting region)

Glymallg18940

Glyma08g48
110
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(AAG)s-11.2

(AAG)s-11.3
(AAG)s-11.4

(AAG)s-11.5
(AAG)s-11.6
(AAG)s-11.7
(AAG)s-11.8

(AAG)s-12.1
(AAG)s-12.2

(AAG)s-12.3
(AAG)s-12.4

(AAG)s-12.5

(AAG)s-12.6
(AAG)s-12.7
(AAG)s-13.1
(AAG)s-13.2

(AAG)s-13.3

(AAG)s-13.4

(AAG)s-13.5

(AAG)s-13.6
(AAG)s-14.1

(AAG)s-14.2

(AAG)s-14.3

(AAG)s-14.4
(AAG)s-14.5
(AAG)s-14.6
(AAG)s-14.7

(AAG)s-15.1

(AAG)s-15.2
(AAG)s-15.3
(AAG)s-15.4

Gm11:16426534..

Gm11:19169185..
Gm11:23532975..

Gm11:24189963..
Gm11:25091266..
Gm11:29465299..
Gm11:33526774..

Gm12:6586468..
Gm12:8506946..

Gm12:16964584..
Gm12:20828321..

Gm12:29007194..

Gm12:30707234..
Gm12:36624950..
Gm13:3014687..
Gm13:3434191..

Gm13:29264742..

Gm13: 311554083..

Gm13:33503354..

Gm13:38302395..
Gm14:334373..

Gml4: 7029742..

Gm14:15419400..

Gm14:26367001..
Gm14:32482967..
Gm14:41128312..
Gm14:46504793..

Gm15:13001161..

Gm15:13205527..
Gm15:16220882..
Gm15:46770377..

16426448

19169243
23533081

24189896
25091364
29465193
33526707

6586560
8506750

16964505
20828427

29007251

30707171
36625076
3014587
3434251

29264805

31155500

33503808

38302266
334481

7029818

15419506

26366937
32483091
41128365
46504856

13000995

13205610
16220816
46770313

58
106

98
-106
-67

92

-196

106

57

-63

126
-100

60

63

97

454

-129
108

76

106

124
53
63

-166
83

-64

Moderada

Moderada
Auséncia
de genes
Moderada

Moderada
Baixa
Moderada

Alta

Alta
Moderada
Auséncia
de genes
Auséncia
de genes
Moderada

Alta
Moderada
Moderada

Alta

Alta

Alta

Alta
Moderada

Alta

Auséncia
de genes
Moderada

Moderada
Moderada
Alta

Alta

Moderada
Moderada
Moderada

(Heterogeneous
nuclear
ribonucleoprotein
R (RRM
superfamily / RNA
recognition motif.
(a-k.a. RRM, RBD,
or RNP domain))
Glymallg19660
(Vacuolar
assembly/sorting
protein VPS41 /
Region in Clathrin
and VVPS)

Glymal2g08840
(Vacuolar Protein
Sorting VPS41)

Glymal2g33290

Glymal3g26040
(Annexin)
Glymal3g28060
(F-box domain)

Glymal4g00680
Glymal4g09040
(LIPIN)

Glymal4g37230

Glymal5g16970

Glymal3g31
030
Glymal3g31
040

Glymal5g16
700
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(AAG)s-16.1

(AAG)s-16.2
(AAG)s-16.3
(AAG)s-16.4
(AAG)s-16.5
(AAG)s-16.6
(AAG)s-16.7

(AAG)s-16.8

(AAG)s-17.1
(AAG)s-17.2
(AAG)s-17.3
(AAG)s-17.4
(AAG)s-17.5
(AAG)s-17.6
(AAG)s-17.7

(AAG)s-18.1

(AAG)s-18.2
(AAG)s-18.3

(AAG)s-18.4

(AAG)s-18.5
(AAG)s-18.6

(AAG)s-18.7

(AAG)s-19.1
(AAG)s-19.2

Gm16:4011030..

Gm16:8728880..
Gm16:10047135..
Gm16:11383936..
Gm16:13274990..
Gm16:15518880..
Gm16:26249796..

Gm16:31491284..

Gm17:21260883..
Gm17:22926555..
Gml7:27714249..
Gm17:34328010..
Gm17:34461703..
Gm17:35665245..
Gm17:37330517..

Gm18:4626393..

Gm18:13446144..
Gm18:24867984..

Gm18:42208419..

Gm18:46650323..
Gm18:48777914..

Gm18:60517761..

Gm19:7143444..
Gm19:20623667..

4011080

8728962

10047038
11384042
13275114
15519007
26249840

31491226

21260810
22926682
27714338
34327732
34461758
35665173
37330626

4626509

13446213
24867933

42208498

46650372
48777848

60517701

7143373
20623593

50

82
106
124

127
44

127
89
-278
55

109

116

69

79

Glymal6g04730

Alta (Ricin-type beta-

trefoil lectin
domain)
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Glymal6g27470
(Peroxisomal
membrane protein
Alta 2, PX_MPZ/
Peroxisomal
membrane protein
MPV17 and related
proteins)
Moderada Glymal7g21790
Moderada -
Moderada -

Alta -

Alta -
Moderada -
Moderada -

Glymal8g06030
(Metalloprotease /
N-arginine dibasic
convertase NRD1
and related Zn2+-
Alta dependent
endopeptidases,
insulinase
superfamily /
Peptidase M16
inactive domain)
Moderada
Moderada
Glymal8g35940
(GPI transamidase
complex,
GPI17/PIG-S
Moderada component,
involved in
glycosylphosphatid
ylinositol anchor
biosynthesis)
Moderada
Alta -
Glymal8g51700
Leucine-rich
transmembrane

Alta proteins) KOG /

Apoptotic ATPase)
/ NB-ARC
domain)

Alta -
Moderada -
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(AAG)s-19.3
(AAG)s-19.4
(AAG)s-19.5
(AAG)s-19.6

(AAG)s-19.7

(AAG)s-19.8
(AAG)s-19.9

(AAG)s-20.1

(AAG)s-20.2
(AAG)s-20.3

(AAG)s-20.4

(AAG)s-20.5
(AAG)s-20.6

Gm19:20895501..
Gm19:28768042..
Gm19:29093280..
Gm19:30091631..

Gm19:37903031..

Gm19:38388372..
Gm19:46503099..

Gm20:126561009..

Gm20:17045652..
Gm20:20585241..

Gm20:23088914..

Gm20:25156628..
Gm20:28326901..

20895568
28768097
29093428
30091576

37902910

38388473
46503040

12656028

17045708
20585135

23088999

25156486
28326970

67
55
148

-121

56
-106

85

-142
69

Moderada

Moderada

Moderada
Alta

Alta

Alta
Alta

Moderada

Moderada
Moderada

Moderada

Moderada
Moderada

Glymal9g30250
(RNA-binding
protein
musashi/mRNA
cleavage and
polyadenylation
factor | complex,
subunit HRP1 /
RNA recognition
motif. (a.k.a. RRM,
RBD, or RNP
domain)

Glyma20g08920
(UBA/TS-N
domain)

Glyma20g16560
gene (Low
confidence)

Glyma20g17
970
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Tabela 3. Repeticdes de [(ACC)s]io identificadas contendo as informagdes individuais
sobre a posicdo exata no genoma, tamanho da repeticdo em pb, bem como os genes e

elementos transponiveis associados.

Cddigo SEYIO N VTt DerlsiQade Gene models gﬁgss?c?;er:?
(bp) génica like)
Glyma01g00890
(ACC)s-1.1 Gm01:560347..560263 -84 Alta Serine/threonine protein -
kinase / Plant-type
(ACC)s-1.2 Gm01:2585786..2585935 149 Moderada Glyma01g03070 -
Glyma01g23180
(ACC)s-1.3  Gm01:29703168..29703109 -59 Moderada Serine/threonine protein -
kinase
(ACC)s-1.4 Gm01:50272466..50272566 100 Alta Glyma01g38100 -
(ACC)s-2.1 Gmo02:3672690..3672578 -112 Alta Glyma02g0451 -
(ACC);-2.2  GMO2:44520758..44520856 98 Alta Gslymaozgag_zm ;
elenoproteinT
Glyma02g42600
(ACC)s-2.3  GmO02:47647417..47647305 112 Alta Collagenalphal ()  ClyMa02g426
10
CHAIN
(ACC)s-3.1 Gmo03:8152020..8151931 -89 Alta Glyma03g30790 -
Glyma03g30790
(HEPATOMA-
(ACC)s-3.2 Gmo03:38655204..38655283 79 Alta DERIVED GROWTH -
FACTOR-RELATED /
PWWP domain)
(ACC)s-3.3 Gm03:39233038..39232964 -74 Alta - -

Glyma03g35810
(ACC)s-3.4  Gm03:42911398..42911455 57 Alta (Protein of unknown -
function, DUF623)
Glyma03g37230

(ACC)s-35  Gm03:43918498.43918452 46 Alta : i
(F-box domain)

(ACC)s-4.1  GmO04:913799..913904 105 Alta - G'ym;%“gom
. : Glyma04g02960 i

(ACC)s-4.2  GMO4:2137687..2137654 33 Alta e

(ACC):-4.3  GmO04:16941660..16941711 51 Moderada i :

(ACC)s-4.4  Gm04:30836359..30836293 66 Moderada ; :

(ACC):-45  GmO04:39887458..39887409 49 Alta i

Glyma04g40220
(Uncharacterized
(ACC)s-4.6  Gm04:46334749..46334707 -42 Alta conserved protein / Zinc -
finger, C3HC4 type

(RING finger))

(ACC)s-5.1 Gm05:4382289..4382245 -44 Moderada - -
(ACC)s-5.2 Gm05:16628652..16628596 -56 Moderada - -
(ACC)s-5.3 Gm05:24525612..24525671 59 Moderada - -
(ACC)s-5.4  Gm05:30370555..30370479 -76 Moderada - -
(ACC)s-5.5 Gmo05:30605856..30605801 -55 Alta - -
(ACC)s-5.6  GmO05:40424247..40424205 -42 Alta Glyma05g36590 -
Glyma06g07850
(ZINC FINGER FYVE
(ACC)s6.1  GMO6:5772776.5772663 113 Alta conmti G :

PROTEIN / Predicted
Zn2+-binding protein,
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(ACC)s-6.2
(ACC)s-6.3
(ACC)s-6.4
(ACC)s-7.1
(ACC)s-7.2
(ACC)s-7.3
(ACC)s-7.4
(ACC)s-7.5
(ACC)s-8.1

(ACC)s-8.2
(ACC)s-8.3

(ACC)s-8.4

(ACC)s-9.1
(ACC)s-10.1
(ACC)s-10.2

(ACC)s-10.3

(ACC)s-10.4
(ACC)s-10.5

(ACC)s-11.1

(ACC)s-11.2

(ACC)s-11.3

(ACC)s-12.1

(ACC)s-12.2

(ACC)s-13.1
(ACC)s-13.2
(ACC)s-13.3
(ACC)s-13.4

Gm06:8534521..
Gm06:46235625..
GmO06:50177728..
GmO07:14236909..
GmO07:16296232..
GmO07:16306420..
GmO07:30099365..
GmO07:36225576..
Gm08:10172364..

GmO08:15335039..
GmO08:32654074..

Gm08:39013259..

Gm09:8760764..
Gm10:24614555..
Gm10:33055035..

Gm10:36634211..

Gm10:38908222..
Gm10:42374425..

Gm11:7667087..

Gm11:8908168..

Gm11:11932695..

Gm12:25365900..

Gm12:38840126..

Gm13:2107944..
Gm13:7393562..
Gm13:33193643..
Gm13:34994437..

8534455

46235761
50177680
14236972
16296336
16306495
30099310
36225620
10172364

15335121
32654008

39013152

8760764
24614491
33055035

36634104

38908282
42374350

7666914

8908244

11932751

25365838

38840168

2107848
7393652
33193585
34994501

-119

82

-107

136

101

-107

60

-173

76

56

Alta
Alta
Alta
Moderada
Moderada
Alta
Baixa
Moderada
Alta

Alta
Moderada

Alta

Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Alta
Alta

Alta

Alta

Moderada

Moderada

Alta

Alta
Alta
Alta
Alta

contains FYVE domain /
Tetratricopeptide repeat)
Glyma06g11160

Glyma06g42930

Glyma07g14610
(SBP domain)

Glyma07g16590

Glyma07g31250
Glyma08g13980
(Plant specific eukaryotic
initiation factor 4B)

Glyma08g39480
(Serine/threonine protein
kinase / Protein tyrosine

kinase)

Glyma09g09190

Glymal0g19710

Glymal0g25350

Glymal0g27810

(SecA DEAD-like
domain)

Glymal0g34200
Glymallg10790
(Apoptosis-promoting
RNA-binding protein
TIA-1/TIAR (RRM
superfamily) / RNA
recognition motif. (a.k.a.
RRM, RBD, or RNP
domain))

Glymallgl16210
(N-TERMINAL
ACETYLTRANSFERAS
E) / Subunit of the major
N alpha-acetyltransferase
[ Acetyltransferase
(GNAT) family)
Glymal2g23110
(WDA40 repeat-containing
protein / WD domain 44,
G-beta repeat)
Glymal2g35720
(TCP family transcription
factor)

Glymal3g30630

Glyma06g429
40

Glymallgl24
70

121



Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

(ACC)s-13.5

(ACC)s-14.1

(ACC)s-14.2

(ACC)s-14.3
(ACC)s-14.4

(ACC)s-15.1
(ACC)s-15.2
(ACC)s-16.1

(ACC)s-16.2

(ACC)s-16.3

(ACC)s-16.4
(ACC)s-16.5

(ACC)s-17.1

(ACC)s-17.2

(ACC)s-17.3

(ACC)s-17.4

(ACC)s-17.5

(ACC)s-18.1
(ACC)s-18.2

(ACC)s-18.3
(ACC)s-18.4
(ACC)s-18.5
(ACC)s-19.1

(ACC)s-19.2

Gm13:36907670..

Gm14:5710389..

Gm14:27250565..

Gm14:27707675..
Gm14:46674723..

Gm15:10414999..
Gm15:11811269..
Gm16:1134893..

Gm16:3070136..

Gm16:3859197..

Gm16:6960258..
Gm16:35357840..

Gm17:6102936..

Gm17:7559708..

Gm17:15472694..

Gm17:37842193..

Gm17:38551494..

Gm18:13074001..
Gm18:18301370..

Gm18:20899318..
Gm18:47502919..
Gm18:54283035..
Gm19:26750947..

Gm19:38606358..

36907620

5710466

27250611

27707762
46674839

10415010
11811174
1134937

3070188

3859265

6960313
35357810

6102974

7559666

15472762

37842158

38551542

13073897
18301276

20899392
47502833
54283128
26750905

38606395

77

46

87
116

-147
-129
44

52

68

68

Moderada

Alta

Alta

Moderada
Alta

Alta
Alta
Alta

Alta

Alta

Alta
Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Moderada
Moderada

Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Glymal3g35500
(WDA40 repeat-
containing protein / WD
domain 44, G-beta
repeat)
Glymal4g07550
Glymal4g22930
(PROTEIN./.Zinc finger,
C3HCA4 type (RING
finger))
Glymal4g37390
(Selenoprotein T)
Glymal5g13800

Glymal5g15390

Glymal6g03650
(Serine/threonine protein
kinase) / Protein tyrosine

kinase)

Glymal6g04570
(Nucleolar protein family

a member 1 (SNORNP
PROTEIN GAR1) /
H/ACA small nucleolar
RNP component GAR1 /
Garl protein RNA
binding region)

Glymal6g32180
(Putative
methyltransferase)
Glymal7g10100
(F-BOX AND WD40
DOMAIN PROTEIN /
Microtubule binding
protein YTM1 (contains
WDA40 repeats) / WD
domain, G-beta repeat)

Glymal7g33930
(FORMIN-RELATED /
Transcription factor Abd-
B, contains HOX domain
/ Formin Homology 2
Domain)
Glymal7g34550
(Glutaredoxin and related
proteins)

Glymal8g17220
(SIN3B-RELATED)

Glymal9g30910
(CIRCADIAN
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(ACC)s-19.3

(ACC)s-19.4

(ACC)s-20.1

(ACC)s-20.2

(ACC)s-20.3
(ACC)s-20.4
(ACC)s-20.5

Gm19:38950978..38951010

Gm19:41233914..41233999

Gm20:2359987..2360017

Gm20:2782423..2782489

Gm20:3845919..3845848
Gm20:25554008..25554096
Gm20:35551049..35550998

32

85

30

66

Alta

Moderada

Alta

Alta

Moderada
Moderada
Alta

PROTEIN
CLOCK/ARNT/BMAL/
PAS / Helix-loop-helix
DNA-binding domain)
Glymal9g31180
(ANKYRIN REPEAT-
CONTAINING /
BTB/POZ domain)
Glymal9g33640
(HEPATOMA-
DERIVED GROWTH
FACTOR-RELATED /
PWWP domain)
Glyma20g02780
Glyma20g03040
Asparagine synthase)
Glyma20g03050
(JUMONJI DOMAIN
CONTAINING
PROTEIN)

Glyma20g25950
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Tabela 4. Repeticoes de [(CTC)s]io identificadas contendo as informag6es individuais

sobre a posicdo exata no genoma, tamanho da repeticdo em pb, bem como os genes e

elementos transponiveis associados.

Cddigo

(CTC)s-1.1
(CTC)s-1.2
(CTC)s-1.3
(CTC)s-1.4
(CTC)s-1.5
(CTC)s-1.6

(CTC)s-1.7

(CTC)s-2.1
(CTC)s-2.2
(CTC)s-2.3
(CTC)s-2.4
(CTC)s-2.5
(CTC)s-2.6
(CTC)s-2.7
(CTC)s-3.1
(CTC)s-3.2
(CTC)s-3.3
(CTC)s-3.4
(CTC)s-3.5
(CTC)s-3.6
(CTC)s-4.1
(CTC)s-4.2

(CTC)s-4.3

(CTC)s-4.4
(CTC)s-4.5
(CTC)s-4.6
(CTC)s-4.7
(CTC)s-4.8
(CTC)s-5.1
(CTC)s-5.2
(CTC)s-5.3
(CTC)s-5.4
(CTC)s-5.5
(CTC)s-5.6
(CTC)s-6.1
(CTC)s-6.2

(CTC)s-6.3

(CTC)s-6.4
(CTC)s-6.5
(CTC)s-6.6
(CTC)s-6.7
(CTC)s-7.1
(CTC)s-7.2
(CTC)s-7.3
(CTC)s-7.4
(CTC)s-7.5
(CTC)s-7.6
(CTC)s-7.7

Regido (CTC)s

GmO01:6640016..
GmO01:18163685..
GmO01:34386945..
Gm01:39570056..
Gm01:39997119..
Gm01:40315593..

Gm01:54603443..

GmO02:8867372..
Gm02:27468198..
Gm02:30325216..
Gm02:33097271..
Gm02:36687723..
Gm02:37935393..
Gm02:38405619..

Gm03:3405566..

Gm03:9541893..

Gm03:9805024..
GmO03:10244743..
GmO03:31175497..
GmO03:32305755..
GmO04:10465584..
GmO04:19663760..

GmO04:24141145..

Gm04:33121499..
Gm04:35905571..
Gm04:36055521..
Gm04:37527008..
Gm04:40561382..
GmO05:14712040..
Gm05:19227153..
GmO05:22366873..
GmO05:26487430..
GmO05:26926530..
Gm05:28043907..

Gm06:2062542..
Gm06:20649064..

Gm06:27802764..

Gm06:38725587..
GmO06:42182527..
GmO06:42714151..
GmO06:43217790..
GmO07:12015936..
GmO07:13647697..
GmO07:16296234..
Gm07:21230208..
Gm07:23461475..
Gm07:25973403..
Gm07:30175473..

6639955

18163743
34386883
39569998
39997034
40315523

54603522

8867433

27468286
30325271
33097198
36687638
37935451
38405534
3405505

9541840

9804948

10244801
31175424
32305688
10465657
19663842

24141087

33121569
35905504
36055618
37527067
40561321
14711955
19227214
22366943
26487330
26926615
28043819
2062352

20649146

27802825

38725535
42182463
42714096
43217699
12015994
13647642
16296325
21230155
23461417
25973403
30175411

Tamanho
(bp)

-61
58
-62
-58
-85
-70

79

61
88
55
-73
-85
58
-85
-61
-53
-76
58
-73
-67
73
82

-58

70
-67
97
59
-61
-85
61
70
-100
85
-88
-190
82

61

-52
-64
=615
-91
58
-55
91
-53
-58
64
62

Densidade
génica
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada

Alta

Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Alta
Baixa
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Auséncia
de genes
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Auséncia
de genes
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada

Gene models

Glyma01g43640
(Thump Domain
Containing Protein 1-
Related)

Gene models
(transposon-
like)
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(CTC)s-7.8
(CTC)s-8.1
(CTC)s-8.2
(CTC)s-8.3

(CTC)s-8.4

(CTC)s-8.5

(CTC)s-8.6
(CTC)s-9.1
(CTC)s-9.2
(CTC)5-9.3
(CTC)s-9.4
(CTC)s-9.5
(CTC)s-9.6
(CTC)s-9.7
(CTC)s-9.8
(CTC)s-10.1
(CTC)s-10.2
(CTC)s-10.3
(CTC)s-10.4
(CTC)s-10.5

(CTC)s-10.6

(CTC)5-10.7

(CTC)s-10.8

(CTC)s-11.1

(CTC)s-11.2

(CTC)s-11.3

(CTC)s-11.4
(CTC)s-11.5
(CTC)s-11.6

(CTC)s-11.7
(CTC)s-12.1

Gm07:32081469..32081536
Gm08:21572654..21572614
GmO08:23979116..23979024
GmO08:26263022..26263062

Gm08:27515170..27515109

Gm08:31429985..31430040

Gm08:36059230..36059193
Gm09:8390509..8390445
Gm09:10900860..10900796
Gm09:17621788..17621721
Gm09:19129292..19129356
Gm09:19477972..19477878
Gm09:24263864..24263809
Gm09:25428267..25428212
GmO09:28816010..28815948
Gm10:13897367..13897300
Gm10:13967023..13966947
Gm10:17124986..17124928
Gm10:25613374..25613304
Gm10:34155376..34155437

Gm10:34309386..34309447

Gm10:37947372..37947463

Gm10:40859202..40859130

Gm11:8340848..8340955

Gm11:13227179..13227222

Gm11:15548457..15548324

Gm11:22689017..22688956
Gm11:28471109..28471036
Gm11:31555254..31555191

Gm11:34150059..34150109
Gm12:7322562..7322707

67
-40
-92
40

-61

55

-37
-64
-64
-67
64
-94
-55
=615
-62
-67
-76
-58
-70
61

61

91

107

43

-133

Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Auséncia
de genes
Auséncia
de genes
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Moderada

Alta

Alta

Alta

Alta

Auséncia
de genes

Alta

Auséncia
de genes
Moderada

Alta

Alta
Alta

Glymal0g26200
(TNP1/EN/SPM
transposase)
Glymal0g29040
(SPLICING FACTOR,
ARGININE/SERINE-
RICH 2,RNAP C-
TERM
INTERACTING
PROTEIN /
Topoisomerase I-
binding arginine-
serine-rich protein / P-
11 zinc finger)
Glymal0g32370
(Prenylated rab
acceptor 1/ PRAL
family protein)
Glymallgl11690
(FORMIN-RELATED
/ Frigida-like protein)

Glymal1g18940
(RNA-BINDING
PROTEIN /
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R
(RRM superfamily) /
RNA recognition
motif. (a.k.a. RRM,
RBD, or RNP domain))

Glymal2g09530

Glymallg305
60
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(CTC)s-12.2
(CTC)s-12.3
(CTC)s-12.4
(CTC)s-12.5
(CTC)s-12.6
(CTC)s-12.7

(CTC)s-12.8

(CTC)s-13.1
(CTC)5-13.2

(CTC)s-13.3

(CTC)s-13.4

(CTC)s-13.5

(CTC)s-14.1
(CTC)s-14.2
(CTC)s-14.3
(CTC)s-14.4
(CTC)s-145
(CTC)s-14.6

(CTC)s-14.7
(CTC)s-14.8

(CTC)s-15.1

(CTC)s-15.2

(CTC)s-15.3
(CTC)s-15.4
(CTC)s-15.5
(CTC)s-15.6
(CTC)s-15.7
(CTC)s-15.8
(CTC)s-16.1
(CTC)s-16.2
(CTC)s-16.3
(CTC)s-16.4
(CTC)s-16.5

(CTC)s-16.6

Gm12:8349105..
Gm12:12260915..
Gm12:12332917..
Gm12:23088356..
Gm12:29434516..
Gm12:29630745..

Gm12:37501314..

Gm13:10774587..
Gm13:18511209..

Gm13:28778466..

Gm13:32959159..

Gm13:33503832..

Gm14:9778741..
Gm14:11894598..
Gm14:25650464..
Gm14:31969419..
Gm14:32702214..
Gm14:388426009..

Gm14:40914428..
Gm14:49618357..

Gm15:5465158..

Gm15:5889012..

Gm15:18740876..
Gm15:36591821..
Gm15:37247312..
Gm15:40572795..
Gm15:41010032..
Gm15:45870934..
Gm16:168155..
Gm16:8155187..
Gm16:9732703..
Gm16:12058275..
Gm16:12887773..

Gm16:13787256..

8349193

12261003
12332839
23088408
29434580
29630683

37501410

10774669
18511139

28778873

32959088

33503644

9778662

11894665
25650403
31969361
32702150
38842540

40914498
49618240

5465226

5889127

18740809
36591888
37247376
40572853
41009959
45870855
168069
8155230
9732750
12058336
12887843

13787214

88
88
-78
52
64
-62

96

-188

-79
67
-61
-58
-64
-69

70
-117

68

115

-67
67
64
58
-73
-79
-86
43
47
61
70

Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Moderada
Auséncia
de genes

Alta

Alta

Alta

Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Auséncia
de genes
Moderada

Alta

Alta

Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Baixa

Alta

Alta

Alta

Baixa
Moderada
Auséncia
de genes

(RNA-Binding Protein
/ Heterogeneous
nuclear
ribonucleoprotein R
(RRM superfamily /
RNA recognition
motif. (a.k.a. RRM,
RBD, or RNP domain))

Glymal2g34350
(Formin Homology 2
Domain)

Glymal3g25550
(Plant invertase/pectin
methylesterase
inhibitor)
Glymal3g30280
(Transcription factor
GT-2 and related
proteins, contains
trinelix DNA-
binding/SANT domain)

Glymal4g40640
Glymal5g07760
(Splicing factor 3b,
subunit 2 / PSP)

Glymal5g08330

Glymal3g310
30
Glymal3g310
40

Glymal5g083
40
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(CTC)s-16.7

(CTC)s-17.1
(CTC)s-17.2
(CTC)s-17.3
(CTC)s-17.4
(CTC)s-17.5
(CTC)s-17.6
(CTC)s-17.7
(CTC)s-18.1
(CTC)s-18.2
(CTC)s-18.3
(CTC)s-18.4
(CTC)s-18.5
(CTC)s-18.6
(CTC)s-18.7
(CTC)s-18.8
(CTC)s-19.1
(CTC)s-19.2
(CTC)s-19.3
(CTC)s-19.4
(CTC)s-19.5
(CTC)s-19.6
(CTC)5-19.7
(CTC)s-19.8
(CTC)s-20.1
(CTC)s-20.2
(CTC)s-20.3
(CTC)s-20.4
(CTC)s-20.5
(CTC)s-20.6
(CTC)5-20.7
(CTC)s-20.1
(CTC)5-20.2
(CTC)s-20.3
(CTC)s-20.4
(CTC)s-20.5
(CTC)s-20.6
(CTC)s-20.7

Gm16:22104846..

Gm17:17966748..
Gm17:18281331..
Gm17:25784855..
Gml17:27714339..
Gm17:28708482..
Gm17:30782492..
Gm17:40574803..
Gm18:11083418..
Gm18:12720889..
Gm18:14311513..
Gm18:21331013..
Gm18:27111402..
Gm18:40349468..
Gm18:42895817..
Gm18:43663613..

Gm19:8322051..

Gm19:8701809..
Gm19:11451791..
Gm19:16551674..
Gm19:26668905..
Gm19:29516705..
Gm19:29865648..
Gm19:32694382..

Gm20:52520009..

Gm20:6136712..
Gm20:11379140..
Gm20:12706101..
Gm20:16453051..
Gm20:24624812..
Gm20:25110589..

Gm20:52520009..

Gm20:6136712..
Gm20:11379140..
Gm20:12706101..
Gm20:16453051..
Gm20:24624812..
Gm20:25110589..

22104767

17966809
18281276
25784791
27714339
28708546
30782559
40574742
11083485
12720950
14311586
21330931
27111482
40349547
42895717
43663546
8322139

8701757

11451730
16551729
26668832
29516775
29865566
32694327
5252076

6136660

11379204
12706040
16452993
24624747
25110513
5252076

6136660

11379204
12706040
16452993
24624747
25110513

61
=615
-64
-89
64
67
-61
67
61
73
-82
80
79
-100
-67
88
-52
-61
55
-73
70
-82
-55
67
-52
64
-61
-58
-65
-76
67
-52
64
-61
-58
-65
-76

Auséncia
de genes
Baixa
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Alta
Moderada
Alta
Alta
Alta
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
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Tabela 5. Repeticdes de [(TGA)s]1o identificadas contendo as informagdes individuais

sobre a posicdo exata no genoma, tamanho da repeticdo em pb, bem como os genes e

elementos transponiveis associados.

Cddigo

(TGA)e-1.1
(TGA):-1.2
(TGA)s-1.3
(TGA)-1.4
(TGA)e-1.5
(TGA)-1.6

(TGA)s-2.1

(TGA)s-2.2
(TGA)e-2.3

(TGA)s-2.4

(TGA)e-2.5

(TGA):-3.1
(TGA)-3.2
(TGA):-3.3

(TGA)e-3.4

(TGA)s-3.5
(TGA)-3.6

(TGA)s-4.1

(TGA)s-4.2
(TGA):-4.3
(TGA)e-4.4

Regido (TGA)s

GmO01:3717766..
GmO01:4580648..
GmO01:6607331..
Gm01:13753446..
Gm01:20364973..
Gm01:27906665..

Gm02:5329430..

GmO02:17805341..
Gm02:32615604..

Gm02:49418577..

Gm02:51435040..

Gm03:7772144..
Gm03:21010807..
GmO03:29603466..

Gm03:35305608..

Gm03:38338037..
Gm03:46673187..

GmO04:8044191..

Gm04:12448533..
Gm04:40344633..
GmO04:43163324..

3717863
4580805
6607254
13753403
20365079
27906732

5329497

17805498
32615743

49418577

51434973

7772098
21010752
29603638

35305532

38338125
46673103

8044126

12448436
40344554
43163410

Tamanho
(bp)

97
157
=17
-43
106

67

67

157
139

-102

-46
-55
172

88
-84

-97
-79
86

Densidade
génica
Alta
Moderada
Alta
Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Moderada
Moderada

Alta

Alta

Moderada
Moderada
Moderada

Alta

Alta
Alta

Alta

Moderada
Moderada
Alta

Gene models

Glyma01g04230

Glyma02g06720
(Lim domain / Adaptor
protein Enigma and
related PDZ-LIM
proteins / Ubiquitin
interaction motif)

Glyma02g45000
ATP-dependent —
helicase smarca
(SWI/SNF-related
matrix-associated actin-
dependent regulator of
chromatina /
Chromodomain-helicase
DNA-hinding protein/
‘chromo’ (CHRromatin
Organisation MOdifier)
domain)
Glyma02g48040
(UNCHARACTERIZED
/ Protein of unknown
function (DUF630))

Glyma03g27570
(NASCENT
POLYPEPTIDE
ASSOCIATED
COMPLEX ALPHA
SUBUNIT-RELATED /
Transcription factor
containing NAC and TS-
N domains/ NAC
domain)

Glyma04g09780
Rho-GTPase activating
protein / RhoGAP
domain)

Glyma04g36670

Gene models
(transposon-
like)
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(TGA)s-4.5

(TGA)-5.1

(TGA)s-5.2
(TGA)s-5.3
(TGA)s-5.4
(TGA)s-5.5
(TGA)s-6.1

(TGA)s-6.2

(TGA)s-6.3
(TGA)s-6.4
(TGA)s-6.5

(TGA)e-7.1

(TGA)s-7.2
(TGA)e-7.3
(TGA)-7.4
(TGA)s-7.5

(TGA)s-7.6

(TGA)-8.1

(TGA):-8.2

(TGA)e-8.3
(TGA)-8.4

(TGA)e-8.5
(TGA):-8.6

(TGA)s-9.1

Gm04:43855200..

Gm05:2243455..

GmO05:25886940..
GmO05:28590509..
Gm05:29926216..
GmO05:36724626..

Gm06:5342857..

Gm06:7392889..

Gm06:46942079..
Gm06:49237155..
Gm06:50129615..

Gm07:5484535..

Gm07:8243903..
Gm07:9320869..
GmO07:26197875..
GmO07:37719526..

Gm07:37898390..

Gm08:10795764..

Gm08:12776519..

Gm08:19274382..
Gm08:22091034..

GmO08:23550932..
GmO08:37141157..

Gm09:6287405..

43855276

2243545

25886813
28590610
29926137
36724505
5342785

7392824

46941976
49237250
50129732

5484475

8244048
9320781
26197933
37719431

37898321

10795646

12776442

19274336
22090978

23551053
37141238

6287317

76

90

-127
101
-79

-121
=72

-103
95
117

145
-88
58

-95

(U2 SNRNP
AUXILIARY FACTOR,
SMALL SUBUNIT/
CCCH-type Zn-finger
protein / Zinc finger C-
X8-C-x5-C-x3-H type
(and similar))

Alta Glyma04g37460
Glyma05g02920
(U2 SNRNP
AUXILIARY FACTOR,
SMALL SUBUNIT/

Alta CCCH-type Zn-finger
protein / Zinc finger C-
X8-C-x5-C-x3-H type
(and similar))
Alta -
Moderada -
Moderada -
Alta Glyma05¢31610
Alta Glyma06g07330
Glyma06g09860
Alta (Rho-GTPase activating
protein / RhoGAP
domain)
Alta -
Alta -
Alta -
Glyma07g06810
(BOLA-LIKE
PROTEIN-RELATED /
Alta Stress-induced protein
UVI31+/ Fe-S
metabolism associated
domain)
Alta -
Alta -
Moderada -
Alta

Glyma07g33010
(SOMETHING ABOUT
Alta SILENCING PROTEIN

SAS10 / Disrupter of
silencing SAS10)
Alta Glyma08g14830
Glyma08g17270
(ASPARTYL
Moderada oo TEASES / Aspartyl
protease)
Moderada -
Glyma08g27770
Al (F-box domain)
Alta -
Moderada

Glyma09g07410
(NUCLEOSOME
ASSEMBLY PROTEIN
Moderada  / Nucleosome assembly
protein NAP-1/
Nucleosome assembly
protein (NAP))
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(TGA)s-9.2
(TGA)e-9.3
(TGA):-9.4

(TGA)s-9.5

(TGA)e-10.1
(TGA)e-10.2
(TGA)e-10.3
(TGA)e-10.4
(TGA)-11.1

(TGA)s-11.2

(TGA)-11.3
(TGA)e-11.4
(TGA)-11.5
(TGA)-11.6
(TGA)-12.1
(TGA)-12.2
(TGA)-12.3
(TGA)s-12.4
(TGA)-12.5

(TGA)-12.6

(TGA)e-13.1

(TGA)e-13.2
(TGA)-13.3
(TGA)s-13.4

(TGA)e-14.1

(TGA)s-14.2

Gm09:7277766..
Gm09:30664066..
GmO09:31116564..

Gm09:42363403..

Gm10:447967..
Gm10:28598997..
Gm10:47768712..
Gm10:49091577..

Gm11:8631678..

Gm11:10279513..

Gm11:14546844..
Gm11:17927713..
Gm11:18778275..
Gm11:35095808..

Gm12:9373190..
Gm12:14388896..
Gm12:15430520..
Gm12:19686546..
Gm12:30834149..

Gm12:32363006..

Gm13:20452807..

Gm13:26654346..
Gm13:33632763..
Gm13:34920397..

Gm14:1092103..

Gm14:2447515..

7277656
30663947
31116742

42363479

447967
28599383
47768646
49091409
8631737

10279513

14546891
17927756
18778275
35095719
9373126

14388802
15430607
19686595
30834215

32363046

20452713

26654102
33632817
34920457

1092148

2447611

-110
-119
178

76

74
386
-66

-168

59

66

47
43
88
-89
-64
-94
87
49
66

40

244
54

60

45

Alta -
Moderada -
Alta -
Glyma09g36690
(SERINE/THREONINE
PROTEIN KINASE /
Alta Microtubule-associated
serine/threonine kinase
and related proteins /
Protein tyrosine kinase)

Alta -
Moderada -
Alta -
Moderada -

Alta Glymallg12090

Glymallgl14370

(CATION EFFLUX
Alta PROTEIN/ ZINC
TRANSPORTER / Zn2+
transporter / Cation
efflux family)

Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -
Moderada -

Moderada Glymal2g27320

Glymal2g28970
Alta (TCP family
transcription factor)
Glymal3g16500
(NUCLEOSOME
ASSEMBLY PROTEIN
Alta / Nucleosome assembly
protein NAP-1 /
Nucleosome assembly
protein (NAP))
Alta Glymal3g23200
Alta Glymal3g31190
Glymal3g32870
Glymal3g32880
(Protein of unknown
function, DUF593)
Alta Glymal4g01890
Glymal4g03780
(ATP-DEPENDENT
HELICASE SMARCA
(SWI/SNF-RELATED
MATRIX-
ASSOCIATED ACTIN-
DEPENDENT
REGULATOR OF
CHROMATIN A)-
RELATED/
Chromodomain-helicase
DNA-binding protein /
‘chromo’ (CHRromatin
Organisation MOdifier)

Alta

Alta
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(TGA)s-14.3
(TGA)s-14.4
(TGA)s-14.5

(TGA)s-15.1

(TGA)s-15.2
(TGA)e-15.3
(TGA)e-15.4
(TGA)e-15.5
(TGA)e-15.6

(TGA)e-16.1
(TGA)s-16.2

(TGA)s-16.3
(TGA)s-16.4

(TGA)s-16.5

(TGA)s-17.1

(TGA)s-17.2
(TGA)s-17.3
(TGA)s-17.4
(TGA)s-17.5

(TGA)e-18.1

(TGA)s-18.2
(TGA)s-18.3
(TGA)s-18.4

(TGA)e-19.1
(TGA)e-19.2

(TGA)e-19.3
(TGA)s-19.4

(TGA)-19.5

(TGA)e-20.1
(TGA)s-20.2

Gm14:11747231..
Gm14:30679380..
Gm14:38197220..

Gm15:2001015..

Gm15:23606194..
Gm15:26582116..
Gm15:30994342..
Gm15:39202734..
Gm15:50451089..

Gm16:5227532..
Gm16:24119128..

Gm16:25972856..
Gm16:28818478..

Gm16:29804953..

Gm17:4367550..

Gm17:8726555..
Gm17:8735388..
Gm17:31399671..
Gm17:34165281..

Gm18:4626393..

Gm18:9884486..
Gm18:18905678..
Gm18:42152396..

Gm19:178355..
Gm19:8780981..

Gm19:23904735..
Gm19:35944592..

Gm19:38160344..

Gm20:5499649..
Gm20:15642188..

11747330
30679597
38197220

2000914

23606092
26582173
30994414
39202635
50451142

5227590
24119128

25972950
28818554

29805017

4367644

8726660
8735486
31399734
34165410

4626499

9884440
18905605
42152396

178438
8781073

23904796
35944637

38160271

5499649
15642118

99
217
-104

-101

-102
57
72

-99
53

58
117

94
76

64

94

105
98
63

129

106

-46
73
88

83
92

61
45

-52
-70

Alta
Moderada
Moderada

Alta

Moderada
Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

Moderada
Moderada

Alta
Alta

Moderada

Alta

Alta
Alta
Moderada
Moderada

Alta

Alta
Moderada
Alta

Alta
Moderada

Baixa
Moderada

Alta

Moderada
Alta

domain)

Glymal5g02860
(Nucleosome assembly
protein NAP-1 (NAP))

Glymal6g05840
(TCP family
transcription factor)

Glymal6g22480

Glymal6g25750
(LIM DOMAIN /
Adaptor protein Enigma
and related PDZ-LIM
proteins / Ubiquitin
interaction motif)
Glymal7g06170
(Nucleosome assembly
protein (NAP-1))
Glymal7g11610
Glymal7g11630
Glymal7g29170

Glymal8g06030
(METALLOPROTEASE
/ N-arginine dibasic
convertase NRD1 and
related Zn2+-dependent
endopeptidases,
insulinase superfamily /
Peptidase M16 inactive
domain)

Glymal9g00380
(' serine/threonine protein
kinase)

Glymal9g30540
(NASCENT
POLYPEPTIDE
ASSOCIATED
COMPLEX ALPHA
SUBUNIT-RELATED /
Transcription factor
containing NAC and TS-
N domains / NAC
domain)
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(TGA)s-20.3 Gm20:30489848..30489972 124 Moderada - Glyma20g21290
Glyma20g23790
(RING FINGER
. PROTEIN 6/12/38 /
(TGA)e-20.4 Gm20:33536236..33536126 -110 Alta Anaphase-promoting -
complex (APC), subunit

11 (PHD-finger)
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8.2 INSTRUCOES PARA AUTORES — ANNALS OF BOTANY

OXFORD JOURNALS CONTACT 4 MY BASKET MY ACCOUNT

il el T ‘[

ANNALS OF BOTANY .

ABOUT THIS JOURNAL  CONTACT THIS JOURNAL SUBSCRIFTIONS | CURRENT ISSUE ARCHIVE SEARCH

Oxford Journals » Life Sciences » Annals of Botany » For Authors » Information for Authors

Information for Authors

INTRODUCTION

PREPARING THE ARTICLE FILE

PREPARING TABLE FILES, FIGURE FILES, SUPPLEMENTARY INFORMATION
FILES and VIDEO FILES

THE REVIEW PROCESS

FORMATTING AND SUBMITTING A REVISED PAPER

ACCEPTANCE, PROOFS, PRODUCTION AND PUBLICATION

FORMAL STATEMENT

New for 2010 — Please note that the journal now encourages authors to complete
their copyright licence to publish form online

INTRODUCTION

Scope of the journal

Annals of Botany is published for the Annals of Botany Company by Oxford University
Press. Experimental, theoretical and applied papers on all aspects of plant science are
welcome. The submitted manuscript or its essential content must not have been
published previously or be under consideration for publication elsewhere. To merit
publication in Annals of Botany, contributions should be substantial, written in clear
English and combine originality of content with potential general interest. Submission
of manuscripts that report small incremental advances or are of geographically local
interest only is discouraged unless the implications of the findings are wide-reaching.
Agronomic papers are expected to contain a substantial amount of basic plant biology.
In general, a paper is unlikely to be accepted unless the referees and editors involved in
its evaluation are enthusiastic about the science. The Covering Letter is an essential part
of all submissions. It should include an ~60 word summary of the scientific strengths of
the paper that the author(s) believe qualify it for consideration by Annals of Botany.

Authors whose first language is not English are well advised to have the manuscript,
including Abstract, and the Covering Letter, checked by a native English speaker prior
to submission. Many professional language-editing services are available on the
internet. One such service is provided by Rescript Co of New Zealand, which includes
help with manuscript revisions. It is contactable on http://www.rescript.co.nz. Other
services are smart English, which can be contacted via http://www.smartenglish.co.uk/,
and proofproper at www.proofproper.co.uk. The Annals of Botany takes no
responsibility for the quality of the service offered by these companies and use of such a
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service does not guarantee that any manuscript will be accepted for publication. We
welcome feedback about these services, and suggestions for any others.

Charges

Authors pay no fees or page charges unless electing for our Open Access scheme (see
below for details). The corresponding author receives a free copy of the issue of the
Journal in which their paper appears and a unique URL that gives access to a PDF
(Portable Document Format) file of their article. In addition, 25 offprints of the article
will be supplied without charge. Additional offprints can be ordered using the offprint
order form sent out with the proofs. Orders from the UK will be subject to a 17.5%
VAT charge. For orders from elsewhere in the EU you or your institution should
account for VAT by way of a reverse charge. Please provide us with your or your
institution’s VAT number. Colour photographs and graphics are also printed without
charge where their use enhances scientific content or clarity.

Open Access

Annals of Botany authors have the option to make their accepted paper freely available
online immediately upon publication, under the ‘Oxford Open initiative. Authors can
choose this open access option when completing the online Licence to Publish. Here,
authors are asked to indicate whether or not they wish to have their paper made freely
available immediately online. There is a charge, which varies depending on
circumstances (see http://www.oxfordjournals.org/oxfordopen/charges.html) but it is
considerably cheaper for authors whose university or institution subscribes to the
Journal, and for authors in developing countries. Orders from the UK will be subject to
a 17.5% VAT charge. For orders from elsewhere in the EU you or your institution
should account for VAT by way of a reverse charge. Please provide us with your or
your institution’s VAT number. If you do not select the Open Access option, your paper
will be published with standard subscription-based access and you will not be charged.

Types of article

Standard research papers (‘ORIGINAL ARTICLES’) and ‘“TECHNICAL ARTICLES’
should not normally exceed ten printed pages (each printed page in the journal holds
approximately 1000 words or 40-50 references). A ‘REVIEW’ submitted speculatively
should have fewer than 24 printed pages. ‘SHORT COMMUNICATIONS’ should not
exceed six printed pages. Short opinion papers (‘VIEWPOINT’) up to 6 pages long will
also be considered. ‘INVITED REVIEWS’ (up to 24 pages) and ‘BOTANICAL
BRIEFINGS’ (up to 6 pages) are published by invitation only. The journal also
publishes book reviews (Publishers' Books for Review).

Summary of submission processes

Submission management and evaluation of submitted manuscripts will involve the
Journal's online manuscript submission system. The manuscript text should be prepared
in English (see PREPARING THE ARTICLE FILE below for details) and submitted
online starting from our login page. Figures, tables and other types of content should be
organized into separate files for submission (see PREPARING TABLE and FIGURE
FILES, SUPPLEMENTARY INFORMATION FILES and VIDEO FILES below
for details). If you are using the online submission system for the first time please go to
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the login page and generate a login name and password after clicking on the “First time
authors only should register here” link. If you are already registered but need to be
reminded of your login name or password please go to the login page and click on
“Unknown/Forgotten password?”. There is extensive guidance available throughout
the submission process. To make use of this guidance please click on the “Author
Instructions” link or the “Tips” link situated at the top of every screen. In addition, there
are frequent context-sensitive help points throughout the site that can be opened by
clicking on the following symbol ?.

If you are unable to access our web-based submission system, please contact the
Editorial Office for alternative methods of submitting your paper.

Back to Start
Preparing a covering letter
Preparing a covering letter

Each submission should be accompanied by a Covering Letter formatted in MS Word
(file type DOC) or in Rich Text Format (file type RTF). The letter should include
contact details of the corresponding author, the title and authorship of the paper, and
should state if the paper is a first submission, revision or a resubmission. It must also
include an ~60 word summary of the scientific strengths of the paper that the author(s)
believe qualify it for consideration by Annals of Botany. The manuscript reference
number must be given if the paper is a revision or resubmission. If the paper is a revised
or resubmitted manuscript, the letter should explain what changes have been made to
the manuscript and where changes requested by the Handling Editor and referees have
not been carried out. Any other information to which authors wish to draw the Chief
Editor’s attention should also be included in this letter.

PREPARING THE ARTICLE FILE
(Always consult a recent issue of Annals of Botany for layout and style)

Text should be typed using size 12 Times New Roman or Courier, double-spaced
throughout and with an approx. 25 mm margin. All pages should be numbered
sequentially. Each line of the text should also be numbered, with the top line of each
page being line 1. The article file should be in PC-compatible Microsoft Word - file
type DOC [please make sure the "Language" is "English (U.K)" via Tools— Language

— Set Language]. RTF files are also acceptable. Please do not use the Windows Vista
DOCX format: if you have created the text in this format, please save the files as RTF
before submitting them. Please do not submit PDFs, desktop publishing files or LaTeX
files. The article file should include a list of any figure legends but exclude tables and
any figures themselves — these should be submitted separately. Please do not embed
tables and images in the article file. Instead, tables and figures should each be allocated
separate electronic files on your computer for later uploading as explained below under
PREPARING TABLE and FIGURE FILES, SUPPLEMENTARY
INFORMATION FILES AND VIDEO FILES.

It is NOT journal style to have footnotes within articles. Any such notes must be
incorporated into the main text, for example within brackets or as a separate paragraph.
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The first page should state the type of article (e.g. Original Article, Technical Article)
and provide a concise and informative full title followed by the names of all authors.
Where necessary, each name should be followed by an identifying superscript number
(' % 3 etc.) associated with the appropriate institutional address to be entered further
down the page. For papers with more than one author, the corresponding author's name
should be followed by a superscript asterisk*. The institutional address(es) of each
author should be listed next, each address being preceded by the relevant superscript
number where appropriate. A running title of not more than 75 characters, including
spaces, should also be provided, followed by the e-mail address of the corresponding
author. Please follow the layout used for the first page of papers published in Annals of
Botany.

The second page should contain a structured Abstract not exceeding 300 words made
up of bulleted headings. For ‘ORIGINAL ARTICLES’ these heading will normally be
as follows:

* Background and Aims

* Methods

* Key Results

* Conclusions

Alternative bulleted headings, such as ‘Background’, ‘Scope’ and 'Conclusions’, are also
acceptable for ‘REVIEWS’, ‘INVITED REVIEWS’, ‘BOTANICAL BRIEFINGS’,
‘TECHNICAL ARTICLES’ papers and ‘VIEWPOINT”’ papers.

The Abstract should be followed by between three and 12 Key words that include the
complete botanical name(s) of any relevant plant material. If many species are involved,
species groups should be listed instead. Note that essential words in the title should be
repeated in the key words since these, rather than the title, are used in some electronic
searches. Title, Abstract and Key words should be self-explanatory without reference
to the remainder of the paper.

The third and subsequent pages should comprise the remaining contents of the article
text. “‘ORIGINAL ARTICLES’ and ‘SHORT COMMUNICATIONS’ will usually have
the structure INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS, RESULTS,
DISCUSSION, ACKNOWLEDGEMENTS and LITERATURE CITED followed by a
list of captions to any figures.

The RESULTS section should not include extensive discussion and data should not be
repeated in both graphical and tabular form. The DISCUSSION section should avoid
extensive repetition of the RESULTS and must finish with some conclusions.

Abbreviations are discouraged except for units of measurement, standard chemical
symbols (e.g. S, Na), names of chemicals (e.g. ATP, Mes, Hepes, NaCl, O,), procedures
(e.g. PCR, PAGE, RFLP), molecular terminology (e.g. bp, SDS) or statistical terms
(e.g. ANOVA, s.d., se., n, F, t-test and r?) where these are in general use. Other
abbreviations should be spelled out at first mention and all terms must be written out in
full when used to start a sentence. Abbreviations of scientific terms should not be
followed by a full stop. Use the minus index to indicate ‘per' (e.g. m~, L™}, h™) except
in such cases as 'per plant' or 'per pot'. If you decide that a list of abbreviations would
help the reader, this should be included as an Appendix.
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Units of Measurement. Use the Systéme international d'unités (SI) wherever possible.
If non-SI units have to be used, the SI equivalent should be added in parentheses at first
mention. For units of volume, expressions based on the cubic metre (e.g. 5 x 10° m®, 5
x 10° m® or 5 x 107 m®) or the litre (e.g. 5 uL, 5 mL, 5 L) are acceptable, but one or
other system should be used consistently throughout the manuscript. Typical
expressions of concentrations might be 5 mmol m™, 5 uM (for 5 umol L™), or 25 mg L~
! The Dalton (Da), or more conveniently the kDa, is a permitted non-S

Names of plants must be written out in full (Genus, species) in the abstract and again in
the main text for every organism at first mention (but the genus is only needed for the
first species in a list within the same genus, e.g. Lolium annuum, L. arenarium). The
authority (e.g. L., Mill., Benth.) is not required unless it is controversial. Guidance for
naming plants correctly is given in The International Plant Names Index and in The
Plant Book: a Portable Dictionary of the Vascular Plants (1997) by D.J. Mabberley
(Cambridge: Cambridge University Press. ISBN 0521-414210-0). After first mention,
the generic name may be abbreviated to its initial (e.g. A. thaliana) except where its use
causes confusion.

Any cultivar or variety should be added to the full scientific name e.g. Solanum
lycopersicum 'Moneymaker' following the appropriate international code of practice.
For guidance, refer to the ISHS International Code of Nomenclature for Cultivated
Plants (2004) edited by C.D. Brickell, B. R. Baum, W. L. A. Hetterscheid, A. C. Leslie,
J. McNeill, P. Trehane, F. Vrugtman, J. H. Wiersema (ISBN 3-906166-16-3).

Once defined in full, plants may also be referred to using vernacular or quasi-scientific
names without italics or uppercase letters (e.g. arabidopsis, dahlia, chrysanthemum,
rumex, soybean, tomato). This is often more convenient.

Items of Specialized Equipment mentioned in MATERIALS AND METHODS should
be accompanied by details of the model, manufacturer, and city and country of origin.

Numbers up to and including ten should be written out unless they are measurements.
All numbers above ten should be in numerals except at the start of sentences. Dates
should be in the form of 10 Jan. 1999, and Clock Time in the form of 1600 h.

Mathematical equations must be in proper symbolic form; word equations are not
acceptable. Each quantity should be defined with a unique single character or symbol
together with a descriptive subscript if necessary. Each subscript should also be a single
character if possible, but a short word is permissible. For example, a relationship
between plant dry mass and fresh mass should appear as Mg = 0.006M¢-“®*, where Mg is
plant dry mass and M is plant fresh mass; and not as DM = 0.006FM4°*.

The meaning of terms used in equations should be explained when they first appear.
Standard conventions for use of italics only for variables should be followed: normal
(Roman) font should be used for letters that are identifiers. Thus in the above example,
M is the variable quantity of mass, the subscripts d and f are identifiers for dry and fresh
respectively.

Special note regarding ‘Equation Editor’ and other software for presentation of
mathematics. Symbols and equations that are imported into Word documents as
embedded objects from other software packages are generally incompatible with
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typesetting software and have to be re-keyed as part of the proof-making process. It is
therefore strongly advisable to type symbols and equations directly into MS Word
wherever possible. Importing from other software should ideally be confined to
situations where it is essential, such as two-line equations (i.e. where numerators and
denominators cannot be set clearly on a single line using ‘/’) and to symbols that are not
available in Word fonts. This will minimize the risk of errors associated with rekeying
by copyeditors.

Summary statistics should be accompanied by the number of replicates and a measure
of variation such as standard error or least significance difference. Analysis of variance
is often appropriate where several treatments are involved. Presentation of an abridged
ANOVA table is permissible when its use illustrates critical features of the experiment.

Chemical, biochemical and molecular biological nomenclature should be based on
rules of the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) and the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). Chapter 16 of
Scientific Style and Format. The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers 6th
edn., by Edward J. Huth (Cambridge: Cambridge University Press. ISBN 0-521-47154-
0) gives guidelines.

Sequence information. Before novel sequences for proteins or nucleotides can be
published, authors are required to deposit their data with one of the principal databases
comprising the International Nucleotide Sequence Database Collaboration: EMBL
Nucleotide Sequence Database, GenBank, or the DNA Data Bank of Japan and to
include an accession number in the paper. Sequence matrices should only be included if
alignment information is critical to the message of the paper. Such matrices can be in
colour but should not occupy more than one printed page. Larger matrices will only be
printed by special agreement but may more readily be published electronically as
Supplementary Information (see below).

Gene nomenclature. Species-specific rules on plant gene nomenclature are available
for:

maize;
rice;
wheat and

arabidopsis.

Otherwise, Annals of Botany adopts the following conventions for abbreviations: each
gene abbreviation is preceded by letters identifying the species of origin. Lower-case
italics should be used for mutant genes (e.g. Rp-etrl); upper-case italics (e.g. Le-ACO1)
for wild-type genes; upright lower-case for proteins of mutated genes (e.g. Le-adhl);
and upright upper-case for proteins of wild-type genes (e.g. At-MYB?2). It may often be
helpful to readers if the names of genes or gene families are spelled out in full at first
mention.

Citations in the text. These should take the form of Felle (2005) or Jacobsen and
Forbes (1999) or (Williamson and Watanabe, 1987; Rodrigues, 2002a, b) and be
ordered chronologically. Papers by three or more authors, even on first mention, should
be abbreviated to the name of the first author followed by et al. (e.g. Zhang et al., 2005).
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If two different authors have the same last name, give their initials (e.g. NH Kawano,
2003) to avoid confusion. Only refer to papers as 'in press' if they have been accepted
for publication in a named journal, otherwise use the terms 'unpubl. res.’, giving the
initials and location of the person concerned. (e.g. H Gautier, INRA, Lusignan, France,
unpubl. res.) or 'pers. comm.' (e.g. WT Jones, University of Oxford, UK, ‘pers. comm.”)

The LITERATURE CITED should be arranged alphabetically based on the surname
of the first or sole author. Where the same sole author or same first author has two or
more papers listed, these papers should be grouped in year order. Where such an author
has more than one paper in the same year, these should be ordered with single authored
papers first followed by two-author papers (ordered first alphabetically based on the
second author's surname, then by year) , and then any three-or-more-author papers (in
year order only). Italicized letters 'a’, 'b', 'c', etc., should be added to the date of papers
with the same first authorship and year.

For papers with six authors or fewer, please give the names of all the authors. For
papers with seven authors or more, please give the names of the first three authors only,
followed by et al.

Each entry must conform to one of the following styles according to the type of
publication.

Books

Opik H, Rolfe S. 2005. The physiology of flowering plants. Physicochemical and
environmental plant physiology, 4th edn. Cambridge: Cambridge University Press.

Chapters in books
Scandalios JG. 2001. Molecular responses to oxidative stress. In: Hawkesford MJ,
Buchner P, eds. Molecular analysis of plant adaptation to the environment. Dordrecht:
Kluwer, 181-208.

Research papers

Popper ZA, Fry SC. 2003. Primary cell wall composition of bryophytes and
charophytes. Annals of Botany 91: 1-12.

Theses

Tholen D. 2005. Growth and photosynthesis in ethylene-insensitive plants. PhD Thesis,
University of Utrecht, The Netherlands.

Anonymous sources

Anonymous. Year. Title of booklet, leaflet, report, etc. City: Publisher or other source,
Country.

Online references should be structured as: Author(s) name, author(s) initial(s). year.
Full title of article. Full URL. Date of last successful access (e.g. 12 Jan. 2003)
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Acknowledgements. In the ACKNOWLEDGEMENTS, please be brief. 'We thank . . '
(not 'The present authors would like to express their thanks to . . .").

Funding information. Details of all funding sources for the work in question should be
given in a separate section entitled 'Funding’. This should appear before the
'‘Acknowledgements' section.

The following rules should be followed:

e The sentence should begin: *This work was supported by ...’

« The full official funding agency name should be given, i.e. ‘the National Cancer
Institute at the National Institutes of Health’ or simply 'National Institutes of
Health' not ‘NCI' (one of the 27 subinstitutions) or 'NCI at NIH” (full RIN-
approved list of UK funding agencies)

o Grant numbers should be complete and accurate and provided in brackets as
follows: “[grant number ABX CDXXXXXX]’

o Multiple grant numbers should be separated by a comma as follows: ‘[grant
numbers ABX CDXXXXXX, EFX GHXXXXXX]’

e Agencies should be separated by a semi-colon (plus “and’ before the last funding
agency)

o Where individuals need to be specified for certain sources of funding the
following text should be added after the relevant agency or grant number 'to
[author initials]'.

An example is given here: ‘This work was supported by the National Institutes of
Health [P50 CA098252 and CA118790 to R.B.S.R.] and the Alcohol & Education
Research Council [HFY GR667789].

Oxford Journals will deposit all NIH-funded articles in PubMed Central. See
http://www.oxfordjournals.org/for_authors/repositories.html for details. Authors must
ensure that manuscripts are clearly indicated as NIH-funded using the guidelines above.

Appendix.

If elaborate use is made of units, symbols and abbreviations, or a detailed explanation of
one facet of the paper seems in order, further details may be included in a separate
APPENDIX placed after the LITERATURE CITED.
For more detail and information on types of files required for text, graphics and tables
etc., please see the next section.

Back to Start

PREPARING TABLE FILES, FIGURE FILES, SUPPLEMENTARY
INFORMATION FILES AND VIDEO FILES

Each table, figure, video and set of supplementary information should be prepared as a
separate file on your computer in preparation for online submission. Towards the
bottom of the first submission screen of the online submission system, you should enter
the appropriate number of files you have in each category. This creates the spaces
(boxes) that will accommodate the files when they are uploaded later. The files are
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categorized as ‘Colour Figures’, ‘Black and White Figures’, ‘Tables’, ‘Supplemental
Material’ and “Video’.

Tables. The best guide for laying out tables and diagrams are papers in a recent issue of
Annals of Botany. Each table should have a separate file, a complete caption at the top
and be numbered Table 1, Table 2 etc. according to the order in which they are first
mentioned in the text. When preparing tables, adopt the Tables' set-up in MS Word,
using one cell for each datum cluster (e.g. 12.2 + 1.65) and avoid the use of the 'return’
key. Please do not use MS Excel for submitting tables. These can easily be copied into
MS Word files prior to submission.

Figures. All images (e.g. line diagrams, drawings, graphs, photographs, plates) are
considered to be ‘Figures’. Each figure should be in a separate file and be numbered
(Fig. 1, Fig. 2 etc.) according to the order in which they are first mentioned in the text.
Electron and light photomicrographs should have internal scale markers. Colour
images are encouraged and printed without charge where they enhance significantly the
clarity of the scientific information. Line diagrams will normally be black on white and
boxed with inward scale markings. Use of colour in line diagrams may sometimes be
agreed where this enhances clarity significantly. Use open and/or closed circles, squares
and triangles for symbols in line graphs. Height and width should be chosen for either
single (8.4 cm wide) or double (up to 17.3 cm wide) column reproduction. Grouping of
related graphics into a single figure is strongly encouraged. When a block of illustrative
material consists of several parts, each part should be labelled A, B, C, etc. and not
treated as separate figures. Note that graphs and diagrams of finally accepted papers are
normally redrawn by the publisher to ensure a consistent house style and should be
inspected carefully by authors at the proof stage.

Simple black and white line drawings and graphs should be supplied as approx. 300
dpi JPG files or MS PowerPoint files. The publisher will almost always redraw all such
material if the paper is accepted. More complicated drawings, such as detailed botanical
illustrations will not be redrawn and should be supplied as 600 dpi JPG files. For
continuous tone images (e.g. photographs), please supply JPG files at 300 dpi (or 600
dpi if the image is a mix of pictures and text and/or has thin lines). Keeping total files
sizes down will lessen up- and downloading times. To help achieve this all images
should be submitted at approximately the physical size they would appear in the
Journal. Scaling, sizing and cropping are best carried out within image handling
programs such as Adobe PhotoShop or Corel PhotoPaint. Please do not supply
photographic images as PowerPoint files as these are generally of poor resolution. Note
that PDF files are not acceptable. Also, please ensure that images that do NOT contain
colour are saved as ‘grayscale’ and that any layers have been flattened — taking these
steps can make the file size up to 10 times smaller. Note that a JPG file should not be
repeatedly saved as this reduces quality.

Large amounts of additional information can be submitted for publication electronically
as Supplementary Information provided that it is not essential for a basic
understanding of the main paper. Supplementary material will be refereed along with
the core paper. At appropriate positions in the main text authors should indicate what
details are being made available, followed by the words [Supplementary Information]
in bold and between square brackets. The online submission system provides space for
supplementary information to be uploaded in “Supplemental Material” files. The
appropriate number of these types of file can be selected towards the bottom of the first
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submission screen. Similarly, if you are including a video you should enter
[Supplementary Information - Video] in bold and between square brackets at the
appropriate place(s) in the text. A video can be uploaded after selecting a “Video” file
on the first submission screen. The movie should be created in a widely available
program such as Windows MediaPlayer. A short paragraph describing the contents of
any Supplementary Information or Video should also be inserted in the main text
immediately before ACKNOWLEDGEMENTS.

Back to Start

THE REVIEW PROCESS

The corresponding author and all co-authors receive an acknowledgment of receipt of
the manuscript and a manuscript reference number by e-mail. The corresponding author
is informed when a Handling Editor has been assigned to the paper. Manuscripts
considered suitable for peer review are sent to at least two outside referees. We give
referees a target of two weeks for the return of their reports. Currently less than 25 % of
submitted papers are accepted. Authors are asked to revise provisionally accepted
articles within four weeks. To view the make-up of the Editorial Board click on View
full editorial board.

Back to Start

FORMATTING AND SUBMITTING A REVISED PAPER

The technical requirements for the Article, Table and Figure Files etc. are as described
above for the first submission. If the technical requirements are not met, the paper will
be sent back to the author until satisfactory files are provided. Revised papers are
checked by a member of the Editorial Board and may be subject to a further round of
refereeing.

Back to Start

ACCEPTANCE, PROOFS, PRODUCTION AND PUBLICATION

When a paper is finally accepted you will be asked to supply some additional material
for our ContentSnapshot feature. Each ContentSnapshot comprises a thumbnail image
relevant to the paper and a short summary of its principal findings. For this, you will be
asked to prepare a suitable Snapshot Image file (in colour) for the thumbnail illustration
and also a short summary title and text (up to 60 words) to associate with the image.
Examples of ContentSnapshots can be found at
http://acb.oxfordjournals.org/content/106/4/i.full.pdf+html.

You will also be invited to submit an eye-catching front cover picture and about 60
words of text for possible printing on the inside cover of the issue in which your article
would appear. The technical requirements are similar to those for manuscript
photographs. The picture should be sharp, of good contrast and be related to the content
of the submitted paper; however, it need not be duplicated in the paper itself. The image
should be sent as a TIFF, JPG or GIF file at 300 dpi, size approx. 10 x 10 cm. Authors
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of selected material will receive a copy of the cover illustration and a complimentary
copy of the relevant issue of the Journal.

After acceptance you will also be asked to complete the online Licence to Publish form.
This form also offers the opportunity to choose to have the full text and PDF versions of
the paper made available to non-subscribers online from the time of first publication
(Open Access). There is a charge for this, which varies depending on circumstances
(see http://www.oxfordjournals.org/oxfordopen/charges.html) but it is considerably
cheaper for authors whose university or institution subscribes to the Journal, and for
authors in developing countries. If you do not select the Open Access option, your paper
will be published with standard subscription-based access and no charge will be made.

Information about the New Creative Commons licence can be found here.

Once a satisfactorily revised version has been received and accepted, the title of the
paper, authorship and hyperlinked e-mail address of the corresponding author will be
posted on the Annals of Botany website under AOBFirstAlert. This feature is accessible
by subscribers and non-subscribers from the Journal’s home page. Corresponding
authors will receive PDF proofs by e-mail attachment approximately 4-6 weeks after
acceptance. Corrected proofs should be returned within 24 h. Adobe Acrobat Reader
will be needed to read the PDF proof and is downloadable without charge from:
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Authors should pay special
attention to diagrams, figures and to equations since these items are usually re-keyed
or redrawn by the publisher. At this stage, authors will also be invited to order offprints
and extra single copies of the issue in which the article will appear.

Publication and printing process

Once corrected proofs have been received and checked, the paper is posted on the
website approximately six weeks ahead of print under AOBPreview. Each article is
identified by a unique DOI (Digital Object Identifier), a code that can be used in
bibliographic referencing and searching. The DOI and date of electronic publication in
AOBPreview are also printed in the normal fully paginated monthly issue that is
published about six weeks later. The paper will appear online and in print during the
week preceding the start of the month of issue. The dates of submission, first return for
revision, final acceptance and date of electronic publication of each article are printed
on each paper.

The corresponding author will receive a free copy of the printed issue in which their
paper appears and a free URL that gives access to the article online and to a
downloadable PDF. In addition, 25 free printed copies of the article will be supplied.
These items are normally dispatched within seven days of publication of the printed
journal. The corresponding author is responsible for distributing this URL to any co-
authors.

Post-publication services
Monthly alerts that supply the Journal’s current Table of Contents can be requested by

clicking on Email table of contents or by using an RSS feed. For more details on the
latter click on XML RSS feed. Readers can also be alerted to related papers in Annals of
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Botany and a wide range of other journals using the High Wire *CiteTrack’ alerting
system. To access this click on CiteTrack.

Back to Start

FORMAL STATEMENT

Upon receipt of accepted manuscripts at Oxford Journals authors will be invited to
complete an online copyright licence to publish form.
Please note that by submitting an article for publication you confirm that you are the
corresponding/submitting author and that Oxford University Press ("OUP") may retain
your email address for the purpose of communicating with you about the article. You
agree to notify OUP immediately if your details change. If your article is accepted for
publication OUP will contact you using the email address you have used in the
registration process. Please note that OUP does not retain copies of rejected articles.

Authors or their employers retain copyright on articles published in Annals of Botany.
However, it is a condition of publication in the Journal that authors or their employers
grant an exclusive licence to the Annals of Botany Company by completing and signing
the Licence to Publish. This ensures that requests from third parties to reproduce articles
are handled efficiently and consistently and allows the article to be disseminated as
widely as possible. The Licence permits authors to use their own material in other
publications provided that the Journal is acknowledged as the original place of
publication and that the Annals of Botany Company is notified in writing

Papers are published on the understanding that the work is free of plagiarism, that all
authors have agreed to publication in Annals of Botany and that those contributing
substantially to the work have been appropriately acknowledged or given co-authorship.
The official publication date is the date on which the paper is first posted electronically
on the website. This date will normally be when the paper appears in AOBPreview. If a
paper is not posted in AOBPreview, the date of publication is the date of first
appearance in a fully paginated print or electronic monthly issue. For more about rights
and permissions click on this link Rights

Author Self-Archiving/Public Access policy

For information about this journal's policy, please visit our Author Self-Archiving
policy page.

Back to Start
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8.3 INSTRUCOES PARA AUTORES — CHROMOSOME RESEARCH

Chromosome Research

Instructions for authors
Manuscript Submission
There are no page charges or charges for the publication of colour illustrations or
administration charges for papers published in Chromosome Research.

It is understood that papers submitted for publication have not been published previously
and are not simultaneously offered to any other journal. Before submission, the submitting
author must ensure that the manuscript has been seen and approved by all other named
authors.

How to Submit your Manuscript

Authors should submit their manuscripts online. Please follow the hyperlink “Submit
online” on the right of the Chromosome Research web page, or follow this link:

http://www.editorialmanager.com/chromres/

Upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen. A
decision with regard to acceptance for publication will normally be given within 21 days of
receipt of the manuscript.

When submitting your manuscript, please choose one of the Associate Editors as your
preferred handling editor. If you do not have a preference, or leave this option open, your
submission will be handled by the Editor-in-Chief.

Editor-in—-Chief:

Professor Herbert Macgregor
School of Biosciences
University of Exeter, UK

Associate Editors:

Professor Wendy Bickmore

MRC Human Genetics

Unit Western General Hospital NHS Trust
Edinburgh, Scotland, UK

Dr. Mary E. Delany
Department of Animal Science
University of California

Davis, CA USA

Professor. J.S. (Pat) Heslop—Harrison
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Department of Biology
University of Leicester
Leicester, UK

Dr. Dean Jackson

Faculty of Life Sciences

The University of Manchester
Manchester, UK

Dr. Jiming Jiang

Department of Horticulture
University of Wisconsin -Madison
Madison, WI, USA

Dr. Hans de Jong

Laboratory of Genetics
Wageningen Universiteit
Wageningen, the Netherlands

Professor Hans J. Lipps
Institut fir Zellbiologie
Universitat Witten/Herdecke
Witten, Germany

Dr. Yoichi Matsuda

Department of Applied Molecular Biosciences
Nagoya University

Nagoya, Japan

Dr. Irina Solovei
School of Biosciences
University of Exeter
Exeter, UK

Dr. Beth A Sullivan
Duke University
Durham, NC, USA

Dr. Walther Traut
Institut fuer Biologie
Universitaet Luebeck
Luebeck, Germany

Dr. Fengtang Yang

The Wellcome Trust Sanger Institute
Wellcome Trust Genome Campus
Hinxton, Cambridge, UK
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Style and Presentation

The manuscript should be typed with double spacing throughout, allowing for ample
margins. The title page should show the paper title, names and addresses of all authors, a
short running title, and fax and telephone numbers and the-maail address for the
corresponding author. The text of the paper should be arranged in the following sequence:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements and
References. Informative legends should be provided for all illustrations and should be
grouped together at the end of the paper, along with all tables. Subheadings may be inserted
in the main text, but should not be numbered or lettered. Manuscripts should be written in
clear, grammatical, idiomatic English. Spelling should conform to Webster's International
Dictionary or The Concise Oxford English Dictionary and data should be presented simply
and concisely, using Systeme International (SI) units.

Abbreviations

All abbreviations not obvious to the general reader should be defined the first time they are
used. A complete alphabetically arranged list of all abbreviations used, including the
definitions, should be included in the manuscript.

References

References should be cited in the text using the Harvard (name-date) system. Where there
are three or more authors, only the first author's name should appear, followed by et al.
Where several references are cited at the same point in the text, these should be arranged in
chronological order. The reference list should be typed with double spacing and arranged in
alphabetical order. References should include: names and initials of all authors (unless there
are more than six authors, when only the first three authors should be given, followed by et
al.); year of publication; full title of the article; source using abbreviations for journals as
shown in Index Medicus; volume number; and first and last page numbers. Abstracts should
be identified as such. For citations from books, the chapter title should be followed by the
names and initials of all editors, the title of the book, edition, place of publication, publisher
and first and last page numbers.

Examples: Thomas HM, Harper JA, Morgan WG (2001) Gross chromosome
rearrangements are occurring in an accession of the grass Lolium rigidum. Chromosome
Res 9: 585—-590.

Ohno S (2001) The one-to—four rule and paralogues of sex determining genes. In: Scherer
G, Schmid M, eds. Genes and Mechanisms in Vertebrate Sex Determination. Birkhauser
Verlag, pp 1-10.

Engel E, Antonarakis SE (2002) Genomic Imprinting and Uniparental Disomy in Medicine.
New York: Wiley—Liss.

Only accepted papers should be referenced; all other material should be referred to in the
text as 'in preparation’, '‘personal communication' ‘'unpublished observations' and should not
be included in the reference list.

Citing Internet References
World Wide Web: All references should include the same information that would be
provided for a printed source (or as much of that information as possible). The Web
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information is then placed at the end of the reference. It is important to use "Retrieved
from™ and the date because documents on the Web may change in content, move, or be
removed from a site altogether. To cite a Web site in text (but not a specific document), it is
sufficient to give the address (e.g., http://www.apa.org) there and no reference entry is
needed. However, when citing a particular web page a citation in the text (e.g. Gaten 2000)
and an entry in the reference list will be required.

For example: Gaten E. (2000) Internet references. Retrieved from
http://www.le.ac.uk/biology/teach/mod300/ecitations.html 19/9/2000

E-mail: E—mail communications from individuals should be cited as personal
communications. The format in the text (personal communications are not cited in the
reference list) is as follows:

(E. Gaten personal communication, March 28, 2001). It is possible to send an e-mail note
disguised as someone else. Authors— not journal editors or copy editors — are responsible
for the accuracy of all references, which includes verifying the soumred of e
communications before citing them as personal communications in manuscripts.

One of the most comprehensive guides to citing internet references is provided by the
American Psychological Association: http://www.apastyle.org/elecref.html

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes. Key words should
be chosen carefully, they are essential to electronic search tools.

Tables and Illustrations

All tables and illustrations should be referred to in the text, with appropriate locations
indicated in the text margin. Tables should present new information and not duplicate data
included in the text. Every table should have a descriptive title and, if numerical
measurements are given, the units should be included in the column heading. Line drawings
should be supplied in a form suitable for high-quality reproduction. Axes should be
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Distribuicao de microssatélites no genoma de
leguminosas mediante hibridizacao in situ fluorescente

Baortolati, KGA, Banko-lesppan, AM'; Balarming, LGS Oliveira, ARS'; Abdalnoor, BV Nescimanta IR
Bragilair-Yidal, AC

Laboraidio da Geretica o Elotecrolog i Vegelal, Copartamento de Senslioa, Universldeds Fedeml de Pemambuoo
*Colugindo de Cléncias Bloksgions, Univensidac Federal oo Vaks oo 580 Franclsoo

‘Ermbrapa Sop.Universideds Foderal Aural de Pemambucs

oz Beed re_ vl Shobmall. com

Palowras-chave: FIZH, olgonaciectidaos, Leguminosas, andlisa in siWoo, DA repetitivo

O mdcroesatélites consistern e unidades de repetichio (1 a Gpbj distriboidas em tandem, que podem estar
dizpersas a0 longo dos genomas ou associadas a regidies heterocromiticas Tais caracteristicas bdm permitido sna
utilizacdo na construcio de mapas cromoesdmicos mediante hibridizagio e sis Auorescente (FISH) auxiliando
no entendimento da ciganizacio gendmica entre espécies proximamente elaciomadas O presente trabalho
caracterizon a distribuicdo de oligonucleotidecs sintéticos (AG), (AAG], (ACC), [CTC), e (TGA), em Phasoius
vulgaris, P luacfus, Vigng eaguicslias, ¥ radias o Glycine mar, identificando mafcas cromoesdmicas para a
comparagho destas leguminosas. Laminas foram hibridizadas com sondas de oligonocleotideons e rehibridizadas
com DMNAL B8 e 455, provenientes de Loss igponicys & Arabidonsis shaliang, respectivamente. Em soja, esta andlise
estenden-=8 & uma investigacio genfmmica, a partir de ssquéncias disponibilizadas no hanco de dados SoyBase
(hitp:! /wwwaoybasze ofgy), usando o programa BLASTH oom 08 seguintes pardmetros formato de saida de
abinhamentos sem lacunas, matrz ds comparacdo blosauma, valor W opadriio, s-eafize 0.1 ou menor e filtro de
baim complexidade desligado. Os oligonucleotideos [(AAG) ], [[AAC) ], [[AG]] . [(CTC) ], e [[TGAL], foram
utilizados como sondas, adotando como ponto de corte valoes de identidade de pareamento infedores a 7%,
objetivando caracterizar ndmero, tamanho e locabizagdo destas unidades de repatighes no genoma. A FISH com
oligenuclentidecs evidenciaram marcagfes pericentroméricas & proxmais, embora um padeio de distribuigdo
dizperso tenha prevalecido ao lmgo dos cromossomos das espécies analisadas, com excegdo de (AG), em
30]a que ndo revelou marcapdes visieis. O obigomiclectides (AAG), revelou uma marcacao pericentromérica
evidents em B Jomgss, tratando-ze de um marcador cromossbmico para tal espécis. Ma hibridizaglo com
(ACC], motou-se & presenca de eels marcaphes fortes em ¥ anguicsizsr, estando uma delas Jocalizada no par
cromossdmico 10, portador do sitio de DNAr 455 O microssatélite (TGA), revelon uma marcagdo bem evidente
no cromossomo 10 de B fusgses, identificado pela presenga de DMAr 55 Algumas divergéneias observadas no
padrio de distribuigdo e na intensidade dos sinais entre os genomas das espécies confimnam a hipdtese da que
as sequéncias de DMA repetitivo apresentam uma composigho heteroghnea, Ma andlise gendmdea de so)a, foram
observados 2, 84, 83, 142 e 102 sitivs de repetigdes para os cligonuclectideos (AG), (AAG), [ACC], [CTC) e
(TGA], respectivamente, de tamanhos varifveis entre 30 a 454 ph, localizados, principalments, em regides de
alta & moderada densidade gfnica, por vezes associados & genes e elementos traneponivels. Conslderands o
pequeno tamanho, fica evidente que estas sequincias nio correspondem 208 sitios obeervados pela FISH, uma
vex que esta tdenica evidencia apenas sequéncias com comprimentos acima de 1-3kb. Sugers-s2 que a3 marcagdes
localizadas por FI5H estejam asscciadas a regides de heterocromatina e que sejam constibuintes dos mais de
1000 scaflds existentes no sequencamento da soja, ndo sendo, por essa razdo, detectadas pela andlize i ailico,
Apoio financedro: CHPg, Embrapa, UFFE

151



Bortoleti, KCA. Mapeamento cromossdmico comparativo em espécies de Glycine max...

8.5 RESUMO —56° CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA

3
k]
=
k]
(sa ]
b}
ﬁ
£
2
‘»
o
(aa)
o
o
L7
B
=
L=
S
2

128
Fa i}

Ocorréncia e distribuicao cromossomica de
retroelemento Ty7-copia-like em espécies dos géneros
Vigna Savi e Phaseolus L. mediante hibridizacao in situ
fluorescente

Bortolet, KCA"; Brasileiro-Vidal, AC"; Amonm, LLB'; Vasconcelos, EV'; Benko-leeppon, AN

"Laboratddo de Gerdtion @ Elolecrolog i Vegeial, Dupariamaenio de Genébon, Unkversideds Fedeml de Femambuoo
3Colegado de Clérolas Elokgloss, Universidadk Feederal do Wake do 580 Franclsoo

ana ban ke lssppon @ pg.orpg br

Falawras-chawe: FI2H, Ty -oopdia- ke, Tejfce- caupl, o comum, marcadar cromossdmico

O ghneros Vigas Savl e Phassolus Lo (Fabaceas] tdm sido bastante utilizados em estudos citomoleculaes
visando & construgao de mapas cromossdmioss atrawés da hibridizagio i sias fuorescente (FISH). Diferentes
clazzes de DA repetitivo vidm sendo caracterizadas, entre elas, o8 metrotransposons, oF QUALE POESIET UM
mecardsmo de amplificacio e dispersdo, via RNA intermedidrio, resultando geralmente em uma localizacio
dispersa ao lomgo dos cromosscmos. Messa sentido, o presente trabalho objetivon caracterizar a distribicao
cromossdmica de um retroelements Tvl-copla-lke em ¥ wrgeicelofg ov. BR14-Mulato, ¥ radiamn, Boeelgans
cv. BRS Esplendor e P lesanes oF Vermelhinha, visando identificar marcas cromossfmicas que aoxiliem na
construgao de mapas fisicos comparatives para essas espécies. Sequéncia do retrotransposon Tvi-copis-like
{dominio RT) fod amplificada a partic do DINA gendmico de ¥ wnguicelam utilizando os primers degenerados (5-
GAGAATTCACHGCHTTYY THCAYGG-3/ 6-GAGGATCCATRTCRTCHACRTAMAR-3), descritos anteriormente
na literatura para 1 nzdias. Obteve-ze um fragmento com aproximadaments 270 pb, o qual fod purificado pelo kit
GFX™ PCRDXNA and Gel Band Purification Eit (GE Healthcare). Posteriormente, esse fragmento fod reamplificade,
marcade por digoxigenina-11-dUTE por PCR e utilizado como sonda na FISH. As liminas foram rehibridizadas
com DNAr 55 (D2) @ 455 (R2), provendentes de Loss iapomices e Arabiaipss shaliang, respectivamente, para
idemtificacdo cromozsdmica. A FISH evidencion um padrio de distribuicdo dispersc ao longo dos cromossomos
das quatro espécies analizadas; entretanto, alpamas marcagies mais fortes foram obeervadas em V) angulenion,
B pufparis e B lonades, EM ¥ enguiculas, sinals mais evidertes foram notados nas regides subterminais, proximos
a0 Eitios de DEAC 458, Por sua vez, 1 radlas apresentou wma mancacio mais dispersa em todo sen complemento
cromossdmico. Em P vafpans e P funass, a distibuico de Tvl-copia-like evidenciou sitics proximais mais
fortes. Todavia, na dlkima espdcie, tais sinais mostraram-2e em malor intensidads, destacando-se 0 CroMmMOBSOMc
10, portador do st DNAP 55, Possivelmente, easas diferengas estio relacionadas com o ndmero da repetigias
do retroelemento Tyl-copia-like nos genomas das referidas espécies. Os resultados observados indicam uma
homologia entre dominios conservados de Tvi-oopia nas diferentes aspécies analisadas, identificando marcadomes
cromossdmicos dteis em estndos de evolugio gendmica e relagdes filogendticas na subfamilia Papdlionicddaae
Apodo financedro: CHPQ e UFFE
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