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EAMDEM CONSEA NMA ANALISE. ...vvvvorsirriserrissssiirisssseriissssessisssess s sssessi s s s RS sBRERRsERRRS R 75
Figura 22: Grdfico mostrando a compilagdo de andlises feitas para o clone BAC ADH079023-ADH072]06,
utilizando os programas Artemis e Gepard. O grdfico que representa o resultado para o cdlculo de indice
7ePELItiVO tAMDENM CONSEA NA AIALISE. ....vuoevverrererereeserasesesisesesisssesasssesssssesssesesssssssesssssisssessssssssssssssssesssssesssssesssanesssssssssssssssssessssnsees 76
Figura 23: Grdfico mostrando a compilagdo de andlises feitas para o clone BAC ADH25F09, utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grdfico que representa o resultado para o cdlculo de indice repetitivo
EAMDEM CONSEA NA ANALISE. ...vovvorsirrissirrissssiirisss s eesisssessis s s SRR R R R R R R 77
Figura 24: Grdfico mostrando a compilagdo de andlises feitas para o clone BAC ADH68E04, utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grdfico que representa o resultado para o cdlculo de indice repetitivo
EAMDEM CONSEA NMA ANALISE. ...vvvvorsirriserrissssiirisssseriissssessisssess s sssessi s s s RS sBRERRsERRRS R 78
Figura 25: Grdfico mostrando a compilagdo de andlises feitas para o clone BAC ADH035P21 utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grdfico que representa o resultado para o cdlculo de indice repetitivo
EAMDEM CONSEA NMA ANALISE. ...vvvvorsirriserrissssiirisssseriissssessisssess s sssessi s s s RS sBRERRsERRRS R 79
Figure 26: Estimativa da data dos 20 eventos de transposicdo presentes em doze regides genémicas de
Arachis duranensis representadas em uma linha do tempo. As linhas verticais dentro da flecha representam
os eventos de transposigcdo. A data estimada de divergéncia evolutiva dos genomas A e B, cerca de 3,5 milhdes

de anos atrds, estd representada por UMa SetA Preta SOLIAA. ... merreerrseerierserisserisssesssssssisssssissssssasssssssssesssssssssessssseees 80
Figura 27: Grdfico ilustrando a frequéncia em porcentagem dos 10 tipos de retrotransposons LTR
identificados nas 12 regiées gendmicas de A. dUranensis (1,26 MDB). .....ccroeroneerunsseressessissessssesssssssssssesssssssssessssseees 81
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Figura 28: Grdfico de comparagdo das sequéncias homedlogas dos genomas A (clone BAC ADHO35P21) e B

(clone BAC AHF417EQ07). Grdfico de plotagem desenvolvido N0 SOftWaAre GEPATA. ........ceereeeeoreerroneersnssersssessesssaneens 83
Figura 29: Grdfico de comparagdo das sequéncias homedlogas dos genomas A (clone BAC ADH68E04) e B
(clone BAC AIPA147A20). Grdfico de plotagem desenvolvido no SOftWare GEPAT .........ccweorerroreerresssersssessesssneens 84
Figura 30: Identificacdo de retrotransposons LTR nos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénisis,
TESPECEIVAIMEIIEC. ..couvevesverserisersssssseesissessssssssssassesssssssssssssesssssssssssssssassesssssassssssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssans 99

Figura 31: Representagdo esquemdtica das sequéncias dos 1.965 retrotransposons LTR putativos
identificados pelo software LTR_FINDER organizados em 78 agrupamentos simples ou complexos.
Agrupamentos produzidos pelo software BiolayOut EXPTESS 3-D....rercessssrisssssissessssessssssssssssssssssssssssssasssssans 111
Figura 32: Grdfico de plotagem que mostra uma sequéncia de retrotrotransposon LTR comparada consigo
mesma, revelando uma diagonal ininterrupta juntamente com outras duas diagonais menores paralelas
correspondentes as sequéncias flanqueadoras ou LTRs (A). Grdfico de plotagem que mostra uma sequéncia
com motivos em tandem plotada contra ela mesma (B). Grdficos produzidos pelo software Gepard............... 111
Figura 33: Representagdo de sequéncias de retrotransposons LTR organizadas em um agrupamento simples.
apresentando uma sequéncia consenso no centro, interligada por linhas vermelhas a 21 sequéncias de
retrotransposons LTR (A); Representagdo de sequéncias de retrotransposons LTR organizadas em um
agrupamento simples. apresentando uma sequéncia consenso no centro interligada por linhas vermelhas a
33 retrotransposons LTR e uma linha azul ligada a apenas um deles (B). Agrupamentos produzidos pelo
SOfEWATE BIOIAYOUL EXPTESS 3-D..o.rveorrreeeerreseersasssesasesesssesesssssssasssssasssssasssesssssssasssssassassissassesssssssssssssssssasssssessesssssessssssssssssssssnessssnness 112
Figura 34: Grdfico de comparagdo por meio de plotagem utilizando nove sequéncias de retrotransposons LTR
pertencentes a um agrupamento simples contra um desses elementos escolhidos aleatoriamente (elemento 7)
(A); Grdfico de comparagdo por meio de plotagem utilizando 12 sequéncias de retrotransposons LTR
pertencentes a um agrupamento simples contra um desses elementos escolhidos aleatoriamente (elemento
12). 0 elemento 11 possui apenas uma das por¢ées LTR similares aos outros elementos (B). As setas em
ambos os exemplos indicaram a orientagdo que esses retrotransposons LTR foram inseridos no genoma de A.
ipaénsis, ou seja, para direita representa a direcdo 5’ - 3’ e para esquerda direcdo inversa. Grdficos de
plotagem produzidos Pelo SOftWATE GEPAI . ......ceveereeerreeerisssesisssesasesesasesesisssesisssesssssesssssssssssssassssisessssssssssssssssssssssessssesss 113
Figura 35: Representagdo de sequéncias de retrotransposons LTR organizadas em um agrupamento
complexo (com dois subgrupos ligados entre si) composto por duas sequéncias consenso ligadas por linhas
vermelhas e azuis a 88 retrotransposons LTR. Agrupamento produzido pelo software Biolayout Express 3-D.
.................................................................................................................................................................................. 114
Figura 36: Grdfico de comparagdo por meio de plotagem utilizando 16 elementos pertencentes a um
agrupamento complexo (contendo dois subgrupos) contra dois elementos escolhidos aleatoriamente para
cada subgrupo O elemento 9 possui apenas as regides LTR similares aos demais elementos do outro
subgrupo, indicando que podem haver duas familias distintas de retrotransposons LTR organizadas em um
mesmo agrupamento. Grdfico produzido pelo SOftWAre GEPATA. ......cweeoreerrmeersseerisssesisssesisssssisssssissesssssssssasssssssssssns 114
Figura 37: Grdfico de comparagdo por meio de plotagem utilizando 500 sequéncias de putativos
retrotransposons LTR identificados pelo LTR_FINDER no genoma B (Versdo completa do sequenciamento
contendo 1,5 Gb) contra elas mesmas. Foram identificadas sequéncias que correspondem ao perfil correto de
retrotransposons LTR (imagem superior ampliada), porém muitos segmentos de sequéncias em tandem
também foram identificados (imagem inferior ampliada). Grdfico produzido pelo software Gepard.............. 116
Figura 38: Grdficos de comparagdo entre as sequéncias de todos os elementos de cinco familias diferentes
(eixo x) contra as sequéncias de seus respectivos elementos representantes (eixo y). Grdfico produzido pelo

SOFEWAIE GOPAT . ..ceeoeveeeerieeersassersssssssssesssasesssasssssasesesssesesssesssssssesssssesssssesasssesas s sas 5818424885850 5 05 R AR50 08 117
Figura 39: Desenho esquemadtico de retrotranposons LTR das superfamilias Ty1-Copia e Ty3-Gypsy. Nota-se
hd diferengca apenas na ordem do gene que codifica a integrase (IN) NQA COT CINZQ.....oouerrerrseerrneerisseersenssrrssssenns 117

Figura 40: Compilagdo dos resultados das andlises realizadas nos softwares Gepard e Artemis, representando
os seis retrotransposons presentes na familia Juliett (barras em cor marron e laranja). Barras azuis situadas
acima dos elementos representaram os genes putativos (CDS) na direcdo 5°-3’, ao passo que barras abaixo,
dire¢do inversa. Trés elementos estdo inseridos no genoma na diregdo 5-3’ e os outros trés na direcdo
inversa. Um dos elementos (Juliett 2), apesar de pertencer a mesma familia, mantinha um elemento,
pertencente a familia RE-128 integrado A SUA SEQUENCIQ. ......c..owverrererresersseesissserissessssessssssasssssisssssssssssssssssssssssssessssnses 119
Figura 41: Exemplo da nomenclatura utilizada para os retrotransposons LTR representantes identificados
nos genomas de A. duranensis e A. ipaénsis. Para esses exemplos os niimeros de acesso sdo B14 825 e A3 23,
onde 825 e 23 representam os niimeros dos scaffolds em que esses elementos foram originalmente
identificados nos genomas B e A, respectivamente. Todos os elementos pertencentes a cada familia foram
acrescidos de UM NUIMETO CONSECULIVO. .....ccriermeesiossmsiisissssessissssississssssssssssississssssassssssssasssssssassssssssasssssssassssssisnssssssassssesseon 120
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Figura 42: Grdfico de plotagem comparando 81 elementos representantes do genoma A (eixo x) com 89
elementos representantes do genoma B (eixo y) ordenados pela nomenclatura. A linha diagonal preta indica
a similaridade entre os elementos de familias similares em A e B. A descontinuidade da linha indica presenga
de elementos identificados em apenas um dos genomas. As setas para a direita representaram os 11
elementos encontrados apenas no genoma B e as setas para a esquerda representaram os 3 elementos
encontrados apenas no genoma A. Os nomes dos elementos estdo listados na caixa de texto situada a direita.
Grdfico produzido PElO SOftWATE GEPAT . .....ceueeeresreresserasessiseessasesssasssesssssesssssesssesssssssssasssssssssessssssssssssessssessssssssssssssssssesssss 124
Figura 43: Grdficos de plotagem entre o elemento auténomo Apolo e seu par ndo-auténomo Polo
identificados nos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. No eixo x foram plotados os
elementos auténomos e ndo-auténomos; no eixo y foram plotados apenas os elementos auténomos. As
por¢des flanquadores ou LTR estdo representadas pela cor azul escura; o contetido génico em branco; e
regides 5’ e 3’ ndo-traduzidas em azul claro. Grdfico produzido pelo software Gepard. ..........eceveseeeens 125
Figura 44: Grdficos de plotagem entre o elemento auténomos Doros e seu par ndo-auténomo Duran
identificados nos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. No eixo x foram plotados os
elementos auténomos e ndo-auténomos; no eixo y foram plotados apenas os elementos auténomos. As
porgdes flanquadores ou LTR estdo representadas pela cor azul escura; o contetido génico em branco; e

regides 5’ e 3’ ndo-traduzidas em azul claro. Grdfico produzido pelo software Gepard. ..........eceeseeenns 126
Figura 45: Anotagdo do elemento A69_Apolo_autonomous-Ty3-type e resultado da submissdo dessa

SCQUETICIA 1O GEIIBANK. ....cvveoerueeereasieeoseseeosesssaseessasssesasesesssesssssesesasssesssssesssssesas s 5545488588505k AR50 08 127
Figura 46: Anotagdo do elemento A69_Apolo_ autonomous Ty3-type e seu par ndo auténomo A141_Polo_non-
autonomous-type visualizada Na INEEIfACE A0 ATEOMIS.......ovwrureerrresersssessesessssesisssesisssesssssesssssssssssssssssssessesssssssssssssssssesssss 127
Figura 47: Grdficos mostrando as frequéncias (em porcentagens) estimadas para as superfamilias Ty1-Copia,
Ty3-Gypsy e familias nG0-autENOMAS NOS JENOMAS A € B ...eeeverusrerereserisseerissserisssesisssesssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssess 128

Figura 48: Grdfico mostrando porcentagem (eixo y) de ocorréncia das 37 familias mais frequentes nos
genomas A e B (eixo x). Familias que compartilham similaridade entre as sequéncias foram avaliadas juntas.
........................................................................................................................... 131
Figura 49: Grdfico mostrando o niimero de retrotransposons com sequéncia completa (eixo y) identificados
em 37 familias mais frequentes nos genomas A e B (eixo x). Familias que compartilham similaridade entre as
SEQUENCIAS fOTAM AVALIAAAS JUNEAS. ...ovvorvereeerrereserasesersesesusesesisssesisssesasssesasssesasssssssssssisssssssssesssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssnessssnnses 132
Figura 50: Distribui¢cdo de algumas familias de retrotransposon LTR nas pseudomoléculas A01 e B01 dos
genomas de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. Grdficos correspondentes ao tamanho das
pseudomoléculas representados em escala de 2 Mb (eixo x). Nuimero de hits positivos resultantes da
comparagdo das pseudomoléculas com os elementos, por meio da ferramenta BLASTN (€iX0 Y)...ccooouveerenreeens 136
Figura 51: Grdfico que apresenta a média das datas de transposi¢cdo estimadas para todos os
retrotransposons LTR pertencentes as 36 familias mais frequentes nos genomas A e B. O eixo x representa
uma escala de tempo (da mais antiga para a mais atual) de 3,5 milhées de anos atrds até 0 ano (ou periodo
recente); o eixo y representa as 36 familias de retrotranSPOSONS LTR. ... eronecrosmscrismsersssesisssesisssessssessssssssssssens 137
Figura 52: Grdficos com distribuicdo das datas de transposi¢cdo estimadas para retrotransposons LTR
pertencentes a algumas familias nos genomas A e B. O eixo x representa uma escala de tempo de 4,75 milhées
de anos atrds (Ma) até 0 ano (periodo recente); o eixo y representa o niimero de elementos com sequéncia
600) 11 2] L3 2o T OO OO 139
Figura 53: Exemplo de parte de um alinhamento entre sequéncias do gene que codifica a enzima
transcriptase reversa em retrotransposons LTR da familia Apolo, visualizados na interface do software
JAIVIEW . coootrossrsssessisisssvssssssssissesssssssssssssssassessssssssssssssssssassssssssssssssassssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssnssssesssnsssssssasssssnsssnsssssssssnsssssssns 142
Figura 54: Amplificagdo da RT no DNA genémico deA ipaénsis, utilizando nove pares de primers em gel de
agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Para todas as temperaturas testadas, os tamanhos dos produtos
de PCR foram compativeis com o tamanho esperado. O marcador utilizado foi o 1Kb Plus DNA Ladder
(INVIETOGEN) (POECO 1).orerrererriesereseserasesesusesesisssesisssesssssessssssssssssssssessessesssssssssasesssasssesssssesssssssssssssesssssasssessnsssssssssssssassessessessesssasesssssssssss 144
Figura 55: Perfil de restri¢do enzimdtica, utilizando a enzima EcoRI, dos clones selecionados a partir das
colénias brancas visualizados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Os clones com os
tamanhos dos insertos esperados (seta branca) foram selecionados para sequenciamento. O marcador
utilizado foi 0 1Kb Plus DNA Ladder (INVItrogen) (POGCO 1). . ercrnmserusssssisssssissesssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssens 144
Figura 56: Sequéncia do retrotransposon LTR representante B57_Mico_autonomous-Ty3-type complementar
ds sequéncias direta e inversa da sequéncia da TR amplificada de A. ipaénsis por primers especificos, a partir
de andlises feitas nos softwares Artemis e Gap4 (MeSMA €SCAlA 1M PD)......ceeeeererneeresrrersnrerssseresseesisseesisssesssssssssssesns 145
Figura 57: Dot blot das sondas de DNA com nucleotideos marcados com digoxigenina ou biotina obtidas pela
técnica de Random Primer a partir das sequéncias do gene que codifica a enzima TR em nove familias de




Figura 58: Células meristemdticas isoladas de meristemas de raizes de plantas de A. hypogaea, mostrando
vdrios niicleos interfdsicos e um conjunto de cromossomos em metdfase ao centro (detalhe,. .......................... 146
Figura 59: Cromossomos metafdsicos de amendoim (Arachis hypogaea) contra corados com DAPI (azul) e
apds hibridizagdo in situ por fluorescéncia com sondas de TR de diferentes familias de retrotransposons LTR
do genoma B de A. ipaénsis. Sondas marcadas com digoxigenina tiveram os sinais de hibridizagdo detectados
com anticorpo anti-digoxigenina conjugado com FITC (verde) e as sondas marcadas com biotina, sinais
detectados com estreptavidina conjugada com Alexa Flior 594 nm (vermelho). (A, D, G, J, M, P) Coloragdo
com DAPI mostrando metade dos cromossomos contendo bandas centroméricas fortemente coradas, tipicos
do subgenoma A e fracamente coradas ou ausentes, tipicos do subgenoma B. (B) Sonda obtida da RT da
familia Juliett. (C) FISH com a sonda obtida da RT de Juliett mostrando sinais de hibridizagdo na maioria dos
cromossomos A e B, porém mais forte em alguns cromossomos A. Os sinais foram observados
predominantemente nas regiées pericentroméricas, estando ausentes nas regiées distais. (E,Q) Sondas
obtidas da RT da familia Saturno. (F, S) FISH com a sonda obtida da RT de Saturno mostrando sinais
dispersos ao longo dos dois bragos da maioria dos cromossomos principalmente do subgenoma B, excluindo a
regido centromérica. A figura S é uma sobreposi¢cdo de resultados com Saturno e Venus. (H) Sonda obtida da
RT da familia Diva. (I) FISH com a sonda obtida da RT de Diva mostrando um padrdo disperso de
distribuicdo com sinais mais fortes na regido pericentromérica e mais fracos ou ausentes nas regioes
centromérica e distal da maioria dos cromossomos, porém sendo ligeiramente mais forte em cromossomos do
subgenoma B. (K) Sonda obtida da RT da familia RE128-84. (L) FISH com a sonda obtida da RT de RE128-84
mostrando sinais evidentes de hibridizacdo na maioria dos cromossomos A e B, ao longo dos bragos, porém
ndo foi possivel distinguir se houve hibridizagdo preferencial em um ou outro subgenoma. (N) Sonda obtida
da RT da familia Golden. (0) FISH com a sonda obtida da RT de Golden mostrando marcagdo apenas em
alguns cromossomos A e B, de forma difusa e preferencialmente na regido pericentromérica dos
cromossomos, excluindo as regiées distais e mais frequentes no subgenoma A. (Q) Sonda obtida da RT da
familia Golden. (R) Sonda obtida da RT da familia Venus. (R, S) FISH com a sonda obtida da RT de Venus
mostrando sinais difusos de hibridizacdo observados na maior dos cromossomos A e B de amendoim........... 149
Figura 60: Grdfico de plotagem comparando as sequéncias genémicas de A. duranensis (scaffold_45) com 2,2
Mb (eixo x) e A. ipaénsis (scaffold_47) com 2,4 Mb (eixo y), resutando em uma linha diagonal que indicou
macrossintenia dessa regido nas duas espécies. Estdo representadas quatro regiées selecionadas para andlise
detalhada quanto ao conteiido génico e repetitivo. Grdfico de plotagem produzido pelo programa Gepard.
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Figura 61: Parte da sequéncia da regido 1 de A. duranensis mostrando a identificagdo de CDSs (barras azuis)
que apresentaram hits positivos obtidos por meio de comparagdes com sequéncias do pfamA; Dois genes em
estruturas de introns (linhas azuis) e exons (barras vermelhas) presentes na mesma sequéncia obtidos na
comparagdo com sequéncias génicas de M. truncatula pela ferramenta FGENESH; Sobreposi¢do dos dois

resultados na mesma escala; Grdficos produzidos pelo SOftWaATe ATEEMIS. ......cccwowcrereersererisssesesseesisseessssessasssssssssesns 151
Figura 62: Comparagdo entre as sequéncias gendmicas de A. duranensis e A. ipaénsis (Regido 1). ............... 154
Figura 63: Comparagdo entre as sequéncias gendmicas de A. duranensis e A. ipaénsis (Regido 2). ............... 154
Figura 64: Comparagdo entre as sequéncias gendmicas de A. duranensis e A. ipaénsis (Regido 3). ... 155
Figura 65: Comparagdo entre as sequéncias gendmicas de A. duranensis e A. ipaénsis (Regido 4). .....cc........ 155
Figura 66: Planos geométricos relativos aos eixos de um cubo em 3-D. As matrizes tridimensionais foram

utilizadas para construgdo de pools de BAC em linhas, cOlUNQas € PIACAS. ........cceoeereeneeruesserussseressesriosseriisserssssssssseens 170

Figura 67: Esquema ilustrativo do teste realizado para avaliar a eficdcia na reprodutibilidade das placas.172
Figura 68: Esquema ilustrativo do método utilizado para localizagdo dos clones de interesse baseado na
técnica de amplificagdo por PCR. Primeiramente localiza-se a placa e depois a coordenada (linha e coluna)
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Figura 69: Andlise do perfil de restricdo de quatro clones BAC selecionados randomicamente da biblioteca A
(clones 188H12, 198H12, 208H12 e 219H12). Os clones foram digeridos com a enzima EcoRI e os perfis
visualizados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Marcador 1Kb Plus DNA Ladder
(INVIETOGEN) (POECO 1).oreveererreeseraseserasesesasesesisssesisssesssssessssssssssssssssessessssssssssssasssssssssesssssssssssssssssssasssssssssessnssssssssssesassessessessesssssesssssesssss 179
Figura 70: Andlises de qualidade e concentragdo de amostras de DNA gendmico de A. duranensis e A. ipaénsis
em duplicata realizadas em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio (pocos 2 a 5). Marcador de
peso molecular High DNA Mass Ladder (INVItrogen) (POCO 1)..eonernmeerissserisssesssssssissssisssssssssssssssssssssssssessssesss 180
Figura 71: Identificagdo de pools z positivos por meio de reagées de PCR utilizando os pares de primers
Leg045F/Leg045R (A) e FAD2BF/FADZ2BR (B) em 92 pools da biblioteca A. Foram selecionados os pools z15 e
291 (azul), por apresentarem resultados compativeis com os controles positivos (amarelo). Gel de agarose
1,0% corado com brometo de etidio e marcador 1Kb Plus DNA Ladder (INVItrogen). ......rsscersens 182
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Figura 72: Identificagdo de pools z positivos por meio de reagées de PCR utilizando os pares de primers
FAD2BF/FADZ2BR (A) e Leg045F/Leg045R (B) em 94 pools da biblioteca B. Foi selecionado o pool z86 (azul),
por apresentar resultado compativel com o controle positivo (amarelo). Gel de agarose 1,0% corado com
brometo de etidio e marcador 1Kb DNA Ladder (INVILIOGEN). ... wcorreeormeersseerisssesisssesisssesssssssssssssissssssssssssasssssssssssns 182
Figura 73: Identificagdo de pool z positivo por meio de reagdes de PCR utilizando o par de primers
ExpUnif/Exp464 nos pools z97 a z115 da biblioteca A. Foi selecionado o pool z112 (azul), por apresentar
resultado compativel com o controle positivo (amarelo). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e
marcador 1Kb Plus DNA LAAAET (INVIEFOGON ).....curriruirrrerieereseerissessasssesasssesssssesssesssssssssisssssssssessnsssssssssssssssesesssssssssasssssssssssss 183
Figura 74: Identificagdo de pool z positivo por meio de reagdes de PCR utilizando o par de primers
ExpUnif/Exp464 nos pools z1 a z92 da biblioteca B. Foi selecionado o pool z43 (azul), por apresentar
resultado compativel com o controle positivo (amarelo). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e
marcador 1Kb DNA LAAAET (INVILTOGEN). ...crurrerurseresseresesrissessasssssasssesssssesssssssssssssssssssasssssssssessnssssssssssssssssssassessssssssssssssesssss 183
Figura 75: Esquema representativo do método para localizagdo de clones em uma placa de 384 pogos por
meio de amplificacdo por PCR utilizando pools x, referentes as linhas da placa, e pools y, referentes as
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Resumo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) ¢ um alotetraploide com origem recente e cujo
genoma tem aproximadamente 2,8 Gb, composto majoritariamente por sequéncias repetitivas.
Este estudo relata uma investigacdo do componente repetitivo presente nas espécies parentais
do amendoim, 4. duranensis, provavel doador do genoma A e A. ipaénsis, provavel doador do
genoma B, por meio de andlises das suas sequéncias gendmicas completas, bem como de
clones selecionados da biblioteca BAC de A. duranensis. Nos clones, foram identificados dez
retrotransposons LTR distintos, enquanto que nas sequéncias gendmicas completas, 81
familias de retrotransposons LTR foram identificadas em A. duranensis e 89 em A. ipaénsis,
ocupando aproximadamente 28,5% e 27,6% do genoma A e B, respectivamente. Dessas
familias, 37 representam a maior parte do conteudo repetitivo nos dois genomas, sendo que os
elementos FIDEL e Feral sdo os mais frequentes. Esses resultados mostram que uma parte
substancial do componente altamente repetitivo desses genomas ¢ explicada por um niimero
relativamente pequeno de retrotransposons LTR, seus fragmentos e LTRs-solo. A maioria das
datas de transposi¢do estimadas para esses retrotransposons foi posterior a 3,5 milhdes de
anos atrds, data estimada da divergéncia dos genomas A e B, indicando que esses
retrotransposons LTR tiveram um papel notavel na organizacdo desses genomas. Analises de
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), utilizando sondas obtidas a partir das
sequéncias dos genes que codificam a transcriptase reversa de cada familia de retrotransposon
LTR, mostraram sinais de hibridizacdo detectaveis multiplos e dispersos em varios, mas nao
em todos os cromossomos dos subgenomas A e B de amendoim, com marcagdo
predominantemente ao longo dos bragos dos cromossomos. Comparacdes entre sequéncias
homeologas dos genomas A e B indicaram alta semelhanga no conteudo génico, porém
grandes diferengas no conteudo repetitivo, mostrando que os retrotransposons identificados
neste estudo, juntamente com outros elementos repetitivos t€ém desempenhado um papel
importante na remodelacdo do genoma ao longo da evolugdo, especialmente em regides
intergénicas. A construcdo e validacao de pools 3-D construidos para os clones das bibliotecas
BAC representativas dos genomas A (4. duranensis) e B (4. ipaénsis) foram realizadas. Essa
ferramenta possibilitou a identificacdo e isolamento de genes de interesse em Arachis, tais
como, expansina e dessaturase de acidos graxos.

Palavras-chave: Arachis, genoma, biblioteca BAC, retrotransposon LTR, FISH.
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Abstract

Peanut (Arachis hypogaea L.) is an allotetraploid of recent origin with a genome of
about 2.8 Gb and high repetitive content. This study reports an analysis of the repetitive
component present of the progenitor species from peanut, A. duranensis, likely donor of A
genome and A. ipaénsis of B genome, using their whole genome sequences and selected
clones from the BAC library of A. duranensis. Ten LTR retrotransposons were identified in
these clones whilst 81 families in A. duranensis and 89 in A. ipaénsis complete genomes,
representing about 28.5% of the A genome and 27.6% of B genome, respectively. Only 37
families represent most of the repetitive content of the two genomes, and the most abundant
retrotransposon are FIDEL and Feral. It is here shown that a substantial proportion of the
highly repetitive component of these genomes is accounted for by relatively few LTR
retrotransposons, their fragments and solo-LTR. These retroelements are predominantly of
recent evolutionary origin, most apparently post-dating the evolutionary estimated date of the
A and B genomes divergence of the cultivated peanut, about 3.5 million years ago. This
indicates that these LTR retrotransposons contributed to the divergence of these genomes.
Analysis by fluorescence in situ hybridization using probes obtained from the genes
sequencing codifying for the reverse transcriptase of each family of LTR retrotransposons of
A and B genomes produced multiple and dispersed hybridization signals on several, but not
all chromosomes of A-B peanut subgenomes, mainly along the chromosomes arms.
Comparisons between homeologues sequences of A and B genomes showed high similarity in
gene content, but differences in the repetitive content showing that the retrotransposons
identified in this study, and another repetitive elements have played an important role in these
genomes remodeling, especially in intergenic regions, over evolutionary time. The
construction and validation of 3-D pools for clones of the A-B genomes BAC libraries were
made. This tool allowed the identification and isolation of genes of interest in Arachis such as
expansins and fatty acid desaturase.

Keywords: Arachis, genome, BAC library, LTR retrotransposon, FISH.
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Introdugdo Geral

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é atualmente a quinta oleaginosa mais cultivada no
mundo (USDA-FAS, 2013a), bastante importante na Asia, Africa ¢ América do Norte,
embora o género Arachis seja originario da América do Sul (Krapovickas & Gregory, 1994).
Além de sua importancia na economia de diversos paises, essa leguminosa ¢ crucial para as
dietas e um meio de subsisténcia de pequenos agricultores.

A origem do amendoim estd possivelmente associada a um eventual cruzamento entre
duas espécies silvestres diploides com genomas A e B, Arachis duranensis e A. ipaénsis,
respectivamente, que teria resultado em um hibrido estéril cujos cromossomos foram
espontaneamente duplicados, levando a restauracdo da fertilidade. Portanto, por ser uma
espécie alotetraploide (genoma AABB), o amendoim cultivado possui dois genomas distintos
designados subgenomas A e B. Entretanto, essa origem isolou geneticamente essa espécie, o
que ocasionou uma redu¢do na variabilidade genética, tornando a cultura do amendoim mais
susceptivel a estresses bidticos e abiodticos, comparando com seus parentais. Espécies
silvestres de Arachis constituem uma importante fonte de alelos para varias das caracteristicas
de interesse nos programas de melhoramento do amendoim (Stalker & Simpson, 1995; Garcia
et al., 1996; Dwivedi et al., 2003; 2006; Rao et al., 2003; Favero et al., 2006; Leal-Bertioli et
al., 2010).

Estudos que envolvem as potenciais espécies parentais do amendoim (4. duranensis e
A. ipaénsis) podem gerar ferramentas importantes que auxiliem a entender a estrutura,
organizagdo e historia evolutiva do genoma tetraploide do amendoim. Trabalhos envolvendo
mapeamento genético evidenciaram o alto grau de sintenia entre marcadores moleculares
(predominantemente derivados de DNA de baixo nimero de cdpias) entre os mapas
construidos utilizando as espécies progenitoras do amendoim (Moretzsohn et al., 2009;
Bertioli et al., 2009; Shirasawa et al., 2013). Esses resultados sugerem uma evolucao lenta na
organizacdo dos genes e indicam que a maior parte do espago génico nos componentes
gendmicos A e B de amendoim apresentem semelhangas. Por outro lado, experimentos de
hibridiza¢do in situ gendmica - GISH (genomic in situ hybridization) em cromossomos
metafasicos de amendoim mostraram que grande parte da fracdo repetitiva presente nos

componenentes gendmicos ou subgenomas A e B sdo divergentes (Seijo ef al., 2007).
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Para a maioria das plantas ¢ o DNA repetitivo que ocupa a maior parte do genoma e
determina a estrutura dos cromossomos (Schmidt & Heslop-Harrison, 1998). Ao longo dos
ultimos anos, o sequenciamento genomico de diferentes espécies de plantas evidenciou que os
genomas sao compostos principalmente por elementos de transposi¢do (TEs — Transposition
Elements), sequéncias de DNA que possuem a capacidade de se transpor ao longo do genoma
hospedeiro (Schulman, 2013). Enquanto muitos projetos de sequenciamento completo de
genomas consideram os TEs uma presenca inconveniente que dificulta a montagem mais
precisa do genoma e anotacdao de genes, sua onipresenca ¢ abundancia indicam, no entanto,
uma grande importancia na estrutura e evolu¢do dos genomas (Vesely et al., 2012). A unido
de diferentes genomas em um mesmo nucleo, resultante da hibridizacdo entre espécies, tal
como ocorreu com o amendoim, pode iniciar ou mascarar a ativagdo de TEs, gerando
alteracdes e consequéncias para a estrutura do genoma e para a expressao génica (Zhao et al.,
1998; Kashkush et al., 2002, 2003; Petit e al., 2010).

Particularmente, os TEs do tipo retrotransposons LTR (Long Terminal Repeats), que
possuem o mecanismo de transposi¢do do tipo “copia e cola”, contribuem com uma fragao
substancial dos genomas de plantas, perfazendo at¢ 80% dos genomas, tal como em milho
(SanMiguel & Bennetzen, 1998).

Em amendoim, alguns retrotransposons LTR tais como FIDEL e Matita foram
identificados e caracterizados (Nielen et al., 2010; 2012). O retrotransposon FIDEL
apresentou uma consideravel diferenca na sua frequéncia em cromossomos A e¢ B de
amendoim (Nielen et al., 2012), fato que pode estar ligado a atividade de transposi¢do
diferencial ocorrida provavelmente apds a divergéncia evolutiva das espécies parentais (3-3,5
milhdes de anos (Nielen et al., 2012; Moretzsohn et al., 2013). Esse comportamento, somado
a ocorréncia de outros elementos repetitivos pode explicar a divergéncia da fragdo repetitiva
dos subgenomas A e B de amendoim. A identificagdo e caracterizacio de novos
retrotransposons LTR, que perfazem grande parte do conteudo repetitivo do genoma de
amendoim, podem ser uteis nos estudos gendmicos comparativos e para elucidagdo dos
caminhos evolutivos dos subgenomas A e B de amendoim, bem como para fornecer dados
para a anotacdo mais precisa de sequéncias gendmicas.

Recentemente, um grupo multiinstitucional - IPGI (The International Peanut Genome
Initiative — http://www.peanutbioscience.com) se reuniu com o intuito de gerar sequéncias
gendmicas completas das duas espécies progenitoras do amendoim cultivado, 4. duranensis e

A. ipaénsis. A disponibilizacdo dessas sequéncias completas e ordenadas ¢ um passo
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importante para o entendimento da organizacdo genética e gendmica do amendoim.
Estabelecer mais detalhadamente a relacdo entre os membros do género Arachis ¢
fundamental, pois possibilitara o uso mais adequado da diversidade genética presente nos
parentes silvestres do amendoim. O sequenciamento do genoma de amendoim e seus
parentais também contribuird para a compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares
que sustentam o crescimento, desenvolvimento e reproducdo da planta de amendoim, as
respostas a doengas e estresses, bem como a expressdo de caracteristicas agronomicamente
desejaveis, incluindo a qualidade do oleo, alta producdo de sementes, tolerancia a seca e
resisténcia a pragas.

Este estudo compreende trés capitulos, dos quais os dois primeiros abordam a
identificacdo, caracterizagdo e distribuicdo de genes e sequéncias de retrotransposons LTR em
clones BAC e sequéncias gendmicas de A. duranensis e A. ipaénsis, comparagdo entre regides
homeodlogas desses dois genomas para discutir aspectos importantes da estrutura, organizagao
e evolugdo gendmica de Arachis spp., e divergéncia dos genomas A e B das espécies
parentais, assim como dos componentes genomicos A e B de amendoim. O terceiro capitulo
detalha a construcdo da ferramenta de pools 3-D de clones BAC desenvolvida para as

bibliotecas das espécies parentais do amendoim e a localizagao de clones de interesse.
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Revisdo de [iteratura

1. A cultura do amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma planta cultivada cujas sementes vém sendo
consumidas in natura desde a pré-historia, quando o homem ndo conhecia a cerdmica e nem
dominava o fogo, necessarios para o cozimento de muitos alimentos (Freitas et al., 2003). A
primeira referéncia sobre o amendoim foi publicada em 1535 por Gonzalo Hernandez de
Oviedo e Valdés nas suas cronicas de viagens pelas Américas, que descrevia o amendoim
como muito comum entre os indigenas (Bertioli et al., 2011). Trata-se de um dos alimentos
humanos mais nutritivos e, a0 mesmo tempo, de facil digestdo, consumido por povos de
diferentes culturas e sob diversas formas, desde o grdo inteiro até processado na forma de
doces, confeitos, pastas ou aperitivos.

Possui excelentes propriedades nutricionais, como grande quantidade de aminoacidos,
diversas vitaminas, sais, carboidratos, minerais e ainda o antioxidante resveratrol que protege
o sistema cardiovascular. Os graos apresentam alto valor energético, em média, 596 cal/100g
de sementes (Jambunathan, 1991; Santos et al., 2013). A semente ¢ composta por 50% de
6leo, dos quais aproximadamente 80% consistem em acido oleico (36-67%) e linoleico (15-
43%), dentre outros acidos graxos encontrados em menor quantidade (Moore & Knauft, 1989;
Knauft et al., 1993; Lopez et al., 2000).

O amendoim ¢ uma das culturas mais populares do mundo e ¢ cultivado extensivamente
em regides tropicais, subtropicais e temperadas (Chirinos, 2011), distribuidas nos seis
continentes (Kumar, 2007). Depois da soja (Glycine max L. Merr.; producdo de 285,30
milhdes de toneladas/ano — “Mt/ano”), canola (Brassica napus L.; 63,09 Mt/ano), algodao
(Gossypium hirsutum L.; 44,39 Mt/ano) e girassol (Helianthus annuus; 40,29 Mt/ano), o
amendoim ¢ a quinta oleaginosa mais cultivada no mundo, com uma superficie de area
plantada corresponde a 20,61 milhdes de hectares e produgdo de 36,86 milhdes de
toneladas/ano (USDA-FAS, 2013a; 2013b).

Apesar da América do Sul ser o provavel centro de origem desta cultura, o amendoim
tornou-se mais importante em outras regides do mundo. A grande maioria do amendoim ¢

produzida na Asia e Africa. A China ocupa a primeira posicio (16,5 Mt — milhdes de
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toneladas), seguida pela India (5 Mt), Estados Unidos (3,06 Mt) e Nigéria (1,55 Mt) (USDA-
FAS, 2013a).

Historicamente, o Brasil j4 foi um dos maiores produtores de 6leo de amendoim e
importante produtor de amendoim em casca. O oOleo, principal produto, e a torta, um
subproduto utilizado na composi¢do da racdo animal, eram destinados ao mercado interno e
externo. A partir de 1970, a cadeia produtiva do amendoim no Brasil sofreu profundas
mudangas que resultaram na reducdo do cultivo nacional, tais como: a expansdo da cultura da
soja; custos crescentes na producdo de amendoim acompanhados por baixo rendimento por
area; suscetibilidade as variagdes climaticas com influéncias negativas na qualidade do
produto e intensas variacdes de preco durante a comercializagdo do amendoim (Martins &
Perez, 2006).

O amendoim ainda representa um mercado relativamente pequeno quando comparado a
outros produtos agricolas. O cultivo no Brasil representa menos de 1% da produgdo mundial
de amendoim. Contudo, novas tecnologias foram adotadas pela cadeia produtiva, gerando
aumentos na producdo e maior conquista de mercado (Santos et al., 2013). O aumento da
produtividade observado nas safras colhidas entre 1976 e 2011, expressa em Kg/ha, ¢
mostrada na figura 1. Em 2013 a safra foi de 296 mil toneladas plantadas em 84 mil hectares
(Conab, 2013). Atualmente, grande parte da cadeia de producdo estd localizada na regido
Sudeste, sendo Sao Paulo o maior estado produtor, respondendo por quase 80% do total

produzido no Brasil (Godoy et al., 1999).
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Figura 1: Produtividade de amendoim no Brasil, em Kg/ha. Imagem reproduzida de Anuario Estatistico da
Agroenergia, 2012.
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2. O género Arachis

A familia Leguminosae ou Fabaceae ¢ dividida em trés grandes subfamilias,
Mimosoideae, Caesalpinioideac e Papilionoideae (Judd et al., 2002), distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta (Joly, 2002). Quase todas as
leguminosas de importancia econdmica fazem parte de dois subclados dentro da subfamilia
Papilionoideae: Phaseoloide e Galegoide (figura 2), que divergiram entre si ha
aproximadamente 50 milhdes de anos (Wojciechowski et al., 2004; Lewis et al., 2005). O
subclado Phaseoloide inclui espécies que possuem o nimero de cromossomos 2x = 20 ou 22
como Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, Glycine max e Cajanus cajan. O subclado
Galegoide apresenta 2x = 10 a 16 e inclui as espécies Trifolium ssp., Pisum sativum, Lens
culinaris, Vicia faba, Cicer arietinum, Medicago sativa dentre outras. O género Arachis faz
parte de um subclado diferente, o Dalbergioide, que divergiu do Galegoide e Phaseoloide ha
cerca de 55 milhoes de anos (Cronk et al., 2006).

O género Arachis ¢ encontrado na América do Sul, em uma regido que se estende ao
leste dos Andes, sul da Amazonia, norte da Planicie Platina e noroeste da Argentina
(Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson, 2005). O centro de origem desse género ¢é
definido como o Planalto Central Brasileiro (Gregory et al., 1980; Hammons, 1994) e
atualmente encontra-se distribuido em cinco paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e
Uruguai. Possui 81 espécies descritas, sendo que 65 ocorrem no Brasil (Krapovickas &
Gregory, 1994; Valls & Simpson, 2005) e 48 delas sdo consideradas endémicas da flora
brasileira (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls et al., 2013). Todas as espécies sdo
geocarpicas, caracteristica que define claramente este género (Krapovickas & Gregory, 1994),
e distinguem-se da maioria das outras plantas por produzirem flores acima do solo e os frutos
abaixo do solo (Holbrook & Stalker, 2003).

Baseado na morfologia, distribui¢do geografica, compatibilidade de cruzamentos e
citogenética, este género ¢ arranjado em nove secdes taxondmicas (Arachis, Erectoides,
Heteranthae, Caulorrhizae, Rhizomatosae, Extranervosae, Triseminatae, Procumbentes e
Trierectoides) (Krapovickas & Gregory, 1994; Fernandez & Krapovickas, 1994; Lavia, 1999;
Valls & Simpson, 2005). A maioria das espécies do género ¢ diploide (2x = 2n = 20
cromossomos), algumas sdo aneuploides (2x = 2n = 18) e cinco tetraploides (2x = 4n = 40),
incluindo a espécie cultivada Arachis hypogaea (Krapovickas & Gregory, 1994; Lavia, 1998;
Valls & Simpson, 2005).
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O amendoim (Arachis hypogaea L.) e seus parentais fazem parte da se¢do Arachis que
possui uma ampla distribuicdo, desde os Andes até areas costeiras do Atlantico (Creste et al.,
2005). Um dos critérios para classificagdo das espécies nessa secdo ¢, em teoria, a
possibilidade de cruzamento com a espécie A. hypogaea, independentemente da fertilidade
dos hibridos gerados (Kochert et al., 1991; Krapovickas & Gregory, 1994; Creste et al., 2005;
Tallury et al., 2005; Valls & Simpson, 2005).

Para as espécies diploides da secdo Arachis foram inicialmente descritos os genomas A,
B e D, de acordo com dados citogenéticos e viabilidade de cruzamentos (Smartt et al., 1978;
Gregory & Gregory, 1979; Singh & Moss, 1982; 1984; Singh, 1986; Stalker, 1991; Fernandez
& Krapovickas, 1994; Penaloza & Valls, 2005). As espécies com genoma A sdo aquelas que
possuem um pequeno par de cromossomos, chamado par “A”, (Husted, 1936) que apresenta
menor condensagdo na eucromatina quando comparado aos outros cromossomos (Seijo et al.,
2004; Robledo et al., 2009). As espécies diploides que ndo apresentam o par A, sdo
consideradas associadas ao genoma B de 4. hypogaea, com excecdo de A. glandulifera, que
possui o genoma D, caracterizado pela presenca de seis pares de cromossomos
subtelocéntricos (Stalker, 1991; Fernandez & Krapovickas, 1994, Robledo & Seijo, 2008).
Existem também trés espécies que possuem 2n = 18 cromossomos (4. decora, A. praecox ¢ A.
palustris) (Pefialoza & Valls, 1997; Lavia, 1998). Recentemente, uma nova classificacao foi
feita por Robledo & Seijo (2010), baseada na presenca e tamanho de bandas
heterocromaticas. Algumas espécies antes classificadas como possuindo genoma B foram
reclassificadas como F (4. benensis e A. trinitensis) ¢ K (A. batizocoi, A. cruziana ¢ A.
krapovickasii). Esses dois ultimos tipos de genomas possuem bandas centroméricas na
maioria dos cromossomos, diferindo uma das outras na quantidade e distribuicdo da

heterocromatina. As espécies A. hypogaea € A. monticola sdo alotetraploides com genoma

AABB.
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Figura 2: Representagdo da arvore filogenética da subfamilia Papilionoideae com tridngulos representando os
maiores clados. Os nomes de alguns géneros de importdncia econdmica estdo representados dentro dos
triangulos. O género Arachis ¢ membro do subclado dos Dalbergioide. Esta imagem foi retirada de Bertioli et
al., (2010), modificada de Wojciechowski ef al., (2004).
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3. Origem do amendoim

A maioria das espécies que compreendem o género Arachis é diploide, mas o
amendoim cultivado (4. hypogaea) ¢ tetraploide, com genoma AABB. O amendoim possui o
dobro do numero de cromossomos da maioria das outras espécies do género, sendo que a
metade desses cromossomos ¢ semelhante aos de algumas espécies silvestres diploides com
genoma AA e a outra metade, a algumas espécies que possuem genoma BB.

Acredita-se que um unico evento de hibridizacdo envolvendo duas espécies diploides,
A. duranensis (genoma AA) e A. ipaénsis (genoma BB), seguido da duplicacdo dos
cromossomos, deu origem a um alotetraploide selvagem fértil (Seijo et al., 2007). Apesar da
planta alotetraploide resultante (genoma AABB) apresentar vigor hibrido, tornou-se
reprodutivamente isolada de seus parentes silvestres (Halward et al., 1991; Kochert et al.,
1996; Seijo et al., 2004; 2007), fato que levou a uma variabilidade genética reduzida (Kochert
et al., 1991; 1996; Subramanian et al., 2000; Gimenes et al., 2002; Herselman, 2003;
Moretzsohn et al., 2004; Varshney et al., 2009). A domestica¢ao dessa espécie para uso como
alimento humano, resultou no que hoje chama-se de amendoim -cultivado. Portanto, a
variabilidade morfolégica do amendoim e as diferentes subespécies e variedades existentes,
provavelmente sdo derivadas da pressdo seletiva em diferentes ambientes agroecologicos,
juntamente com a selecdo artificial (Seijo et al., 2007). Evidéncias arqueologicas levam a
hipotese de que o amendoim tenha surgido entre 3.500 e 10.000 anos atras (Bonavia, 1982;
Hammons, 1994; Simpson et al., 2001).

Analises citogenéticas que mostram o padrdo de distribuicdo de heterocromatina e
DNAr (DNA ribossomico) indicam que o cariotipo do amendoim cultivado ¢ equivalente a
soma dos cariotipos das espécies diploides silvestres A. duranensis e A. ipaénsis (Seijo et al.,
2004). Outro estudo utilizando um duplo GISH (Genomic in situ hybridization) reforgou essa
hipotese, baseado na forte hibridizagdo das sondas obtidas a partir de DNA gendmico dessas
duas espécies nos cromossomos de amendoim (Seijo et al., 2007). Além disso, Favero et al.
(2006) produziram um "anfidiploide sintético" por meio de um cruzamento entre A. ipaénsis e
A. duranensis e utilizagdo de colchicina. Cruzamentos realizados entre esse anfidiploide e
varias cultivares de amendoim geraram hibridos altamente férteis. Portanto, constatou-se que
A. ipaénsis foi o doador mais plausivel para todos os 10 cromossomos do genoma BB, ao
passo que A. duranensis para os cromossomos do genoma AA (Burow et al., 2009; Seijo et
al., 2012; Moretzsohn et al., 2013).
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Como o amendoim, diversas espécies cultivadas consideradas agronomicamente
importantes sdo poliploides, tais como alfafa, algoddo, batata, café, cana-de-actcar, trigo,
dentre outras. A poliploidia ¢ definida como a existéncia de mais de dois genomas no mesmo
nucleo celular, fato que desempenha um importante papel na origem e evolu¢do de genomas
(Yoo et al., 2013). E descrita como um processo que conduz a especiagdo instantinea (Mayr,
1963), pois a geracdo de um unico evento, tal como a hibridizagdo entre duas espécies com
subsequente duplicagdo somadtica ¢ considerada suficiente para estabelecer rapidamente as
barreiras que impedem fluxo de genes entre a nova espécie poliploide e aquelas progenitoras.
Isso leva a nova espécie a um isolamento reprodutivo (Ramsey & Schemske, 1998). Porém, a
poliploidia implica muito mais do que a mera unido de dois genomas, e sim a participacdo de
um amplo espectro de ajustes moleculares e fisioldgicos, que incluem rearranjos gendmicos
com troca ou perda de genes, alteracdo na expressdo e silenciamento de genes, além do
controle pela epigenética (Madlung, 2013).

Espécies poliploides podem exibir vantagem durante a selecdo artificial feita pelo
homem (Hilu, 1993), devido ao vigor oriundo da heterose e aumento do tamanho dos tecidos.
Além disso, os eventos causados pela poliploidia, tais como mudangas no controle da
expressdao génica por meio de silenciamento diferencial, além da atividade de elementos de
transposi¢cdo, também podem ser considerados fatores importantes que podem contribuir para
maior adaptabilidade ao cultivo (Soltis & Soltis, 2000; Wessler & Carrington, 2005). As
copias de genes duplicados em poliploides podem evoluir e assumir novas fungdes
(neofuncionaliza¢do ou subfuncionaliza¢do), manter fungdes similares as existentes ou ainda
adquirir uma interagdo, permitindo a expansao do nicho ecoldgico ou maior flexibilidade na
capacidade de resposta do organismo a mudancas ambientais (Adams & Wendel, 2005;
Moore & Purugganan, 2005; Lynch, 2007).

Sejam quais forem os mecanismos moleculares envolvidos, ¢ notavel que o amendoim
alotetraploide que possui uma base genética estreita, foi transformado, por meio da
domesticacdo, em uma das culturas mais importantes do mundo, tornando-se completamente
distinto de seus parentais silvestres, tanto na arquitetura da planta, quanto no tamanho e forma

da semente.
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4. Espécies progenitoras do amendoim: Arachis duranensis (genoma A) e

Arachis ipaénsis (genoma B)

As espécies silvestres de Arachis foram selecionadas durante a evolucdo em uma
variedade de ambientes e sob variados estresses bioticos, podendo constituir uma rica fonte de
diversidade alélica (Nelson et al., 1989; Garcia et al., 1996; Sharma et al., 2003; Bechara et
al., 2010). A partir de meados do século 20, o valor das espécies silvestres geneticamente
mais proximas do amendoim, com maior potencial de uso em seu melhoramento, passou a ser
reconhecido e pesquisado. Desde entdo, deu-se énfase a coleta, caracterizacdo e conservagao
de germoplasma de espécies de Arachis (Santos et al., 2013). A baixa variabilidade genética
do amendoim cultivado e a diferenca de ploidia entre as espécies silvestres sdo consideradas
barreiras que dificultam o seu melhoramento, contudo, cada vez mais, estudos envolvendo a
utilizacdo de espécies silvestres para a incorporacdo de caracteristicas desejaveis em
amendoim sdo desenvolvidos (Simpson et al., 1993; Garcia et al., 1996; Isleib et al., 2001).

O conhecimento sobre o conteudo e a estrutura gendmica do amendoim sdo
necessarios para acelerar o processo de melhoramento e a obten¢do de cultivares com
carateriticas agronomicamente desejaveis. As espécies progenitoras do amendoim oferecem
modelos interessantes para esse fim, pois juntas, representam o amendoim cultivado.

Arachis duranensis e A. ipaénsis sdo plantas anuais consideradas bem adaptadas as
condi¢des regulares de seca (Krapovickas & Gregory, 1994). Os intervalos de ocorréncia
natural dessas duas espécies se sobrepdem ligeiramente. Enquanto A. duranensis foi
encontrada na América do Sul (Argentina, Bolivia e Paraguai), 4. ipaénsis foi encontrada
somente na Bolivia. 4. duranensis cresce em ambientes secos, principalmente em areia e solo
profundo, localizados perto de cursos de 4agua, ao passo que A. ipaénsis cresce
preferencialmente em regides proximas a bromélias (Krapovickas & Gregory, 1994).

Essas duas espécies compartilharam um ancestral comum e, recentemente, a data da
divergéncia evolutiva desses dois genomas foi estimada em aproximadamente 3 a 3,5 Ma
(milhdes de anos atras) (Nielen et al., 2012; Moretzsohn et al., 2013), mais recente do que a
data estimada para os subgenomas de algodao e soja, que divergiram hé aproximadamente 6,7

a 13 Ma, respectivamente (Senchina et al., 2003; Schmutz et al., 2010).
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5. Componentes gendmicos A ¢ B do amendoim: tamanho e contetido

repetitivo

A hibridizagdo dos genomas diploides das espécies A. duranensis e A. ipaénsis, seguida
pela duplicagdo cromossdmica que originou o amendoim, possivelmente ocorreu entre 3.500
e 10.000 anos atrds (Bonavia, 1982; Hammons, 1994; Simpson et al., 2001). Apesar do
amendoim ser um alotetraploide, o emparelhamento dos cromossomos durante a meiose ¢
quase que inteiramente bivalente (Smartt, 1990), indicando que os componentes gendmicos A
e B divergiram consideravelmente a nivel molecular.

Experimentos de GISH (Genomic in situ hybridization) utilizando os DNAs gendmicos
de A. duranensis e A. ipaénsis como sondas geraram resultados que apresentaram sinais de
hibridiza¢do predominantes, mas ndo total, nos respectivos subgenomas que compdem o
amendoim (Seijo et al., 2007). Experimentos de FISH (Fluorescence in situ hybridization)
utilizando como sondas alguns clones BAC selecionados da biblioteca de A. duranensis
(Guimaraes et al., 2008), apresentaram sinais de hibridizacdo predominantemente em
cromossomos metafasicos do componente gendémico ou subgenoma A de amendoim (Araujo
et al., 2012). Em contrapartida, foi observada uma alta colinearidade entre marcadores
(predominantemente génicos) em mapas genéticos construidos para espécies diploides A e B,
indicando uma baixa divergéncia evolutiva entre esses genomas (Burow et al., 2001;
Moretzsohn et al., 2009; Bertioli et al., 2009; Shirasawa et al., 2013). Esses estudos levam a
hipotese de que apenas os componentes repetitivos presentes nos subgenomas A e¢ B
divergiram substancialmente durante suas respectivas jornadas evolutivas.

O genoma de plantas, assim como dos demais eucariotos complexos, ¢ organizado de
forma que se distinguem dois tipos de padrdes de sequéncias de DNA: o ndo-repetitivo e o
repetitivo, que podem ser identificados a partir de ensaios de reassociacdo cinética da fita
dupla de DNA (Flavell et al., 1974). No DNA nao-repetitivo ou com baixo niimero de copias
encontram-se os genes responsaveis pela codificagdo das proteinas estruturais, presentes em
vias metabdlicas, sinalizadoras ou de defesa. O restante do genoma ¢ formado
majoritariamente por sequéncias repetitivas, que sdo organizadas principalmente em virtude
das respostas as pressdes seletivas durante a evolugao. Tais sequéncias tém sido apontadas
como o principal componente de genomas eucaridticos de plantas superiores, sendo

responsaveis pela variagdo no tamanho dos genomas (Schmidt & Heslop-Harrison, 1998).
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As sequéncias repetitivas sdo diferenciadas pela homologia, distribui¢do nas espécies e
organizagdo fisica e gendmica. Podem estar distribuidas em tandem (blocos consecutivos) ou
dispersas ao longo do genoma. As sequéncias em tandem ocorrem em blocos de centenas a
milhares de copias e incluem o DNA codificante, como o DNA ribossdmico e nao
codificante, como classes de DNA satélite (Schmidt & Heslop-Harrison, 1998). A maioria do
DNA repetitivo € localizado interdispersamente com outras sequéncias ao longo do genoma,
tais como elementos de transposi¢cdo. Dentre as sequéncias repetitivas, os TEs apresentam a
maior capacidade de afetar a estrutura e a fun¢do do genoma.

Para a origem do amendoim, 10.000 anos, em termos evolutivos, pode ser considerado
um periodo relativamente curto, no entanto, suficiente para a atividade significativa de
elementos de transposicdo. A atividade diferencial de TEs pode ser uma das possiveis causas
da divergéncia entre os subgenomas A e B do amendoim e a estimativa da data de
transposi¢cdo desses elementos pode fornecer conhecimento acerca da evolucio desse genoma.

As metodologias e padrdes utilizados para realizar o calculo da estimativa de tamanho
de um genoma podem variar substancialmente. Singh e colaboradores (1996) foram os
primeiros a estimar o tamanho do genoma do amendoim. Porém, esse valor foi reavaliado e
resultou em aproximadamente 2,8 Gb (Gigabases) (Temsch & Greilhuber, 2000; 2001). O
tamanho dos genomas de A. duranensis e A. ipaénsis foi estimado como sendo semelhantes
(Seijo et al., 2007), ou seja, cada um equivale a aproximadamente metade do genoma do
amendoim.

A estrutura repetitiva presente no genoma de amendoim foi primeiramente avaliada por
meio de estudos envolvendo a cinética de renaturagcdo (Dhillon et al., 1980). De acordo com
este trabalho, 11,9% do genoma ¢ composto por sequéncias altamente repetitivas, 14,9% por
medianamente repetitivas e 37,4% raramente repetitivas. O restante, 36%, ¢ composto por

sequéncias de copia Unica ou genes.

6. Elementos de Transposicao

Barbara McClintock (1950), em um trabalho envolvendo graos de milho variegados,
descobriu que genomas eucariotos ndo sdo entidades estaticas, mas possuem elementos
moveis ou transponiveis, que tém capacidade de se moverem de um lugar do cromossomo
para outro. Nesse estudo foram identificados dois /oci dominantes que interagiam entre si,

mudando de posi¢do no cromossomo, denominados Ds (Dissociator) e Ac (Activator). Os
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efeitos da transposicdo foram constatados pela mudanca na coloragdo dos graos de milho. Ao
analisar cruzamentos entre linhagens, McClintock concluiu que o /ocus Ac controlava a
transposi¢do de Ds e que o movimento de Ds promovia a ruptura do cromossomo 9. Quando
Ds se excisava daquela posi¢do, o gene responsavel pela coloragdo na camada de aleurona era
liberado do efeito supressor e voltava ao estado nativo, permitindo a sintese do pigmento. O
efeito de mosaico de alguns graos deveu-se a coexisténcia de células contendo o gene da
coloracdo inativado pela inser¢do de Ds e células com o gene ativo. Esse estudo desafiou o
conceito de que o genoma ¢ um conjunto estatico de informagdes transmitidas entre geracdes.

A func¢do dos TEs ja foi amplamente debatida em termos evolutivos. Algumas
caracteristicas desses elementos, tais como persisténcia nos genomas, auséncia de fungdo
aparente, geracdo de mutacdes deletérias, assim como utilizacdo da maquinaria celular de
replicagdo para a manuten¢do de suas coOpias resultaram em alguns estudos, como o de Orgel
& Crick (1980). Neste estudo foi proposto o conceito de “DNA egoista” e, como a fungdo
evolutiva desses elementos ndo estava esclarecida, debates cientificos focaram-se
predominantemente na autopreservagao desses elementos (Doolittle & Sapienza, 1980).

Durante muito tempo esses elementos de transposicdo foram considerados parasitas
moleculares. Porém, como um novo paradigma, sugere-se que os TEs, como fonte gendmica
de mutacdes, possuam um papel fundamental na evolugdo dos genes e na estrutura gendmica
dos eucariotos (Kalendar et al., 2000; Cordaux et al., 2006).

Evidéncias moleculares, sobretudo decorrentes dos projetos de sequenciamento total de
genomas iniciados a partir de 1990, demonstraram que os TEs estdo presentes praticamente
em todos os eucariotos estudados. As unicas excegdes até o momento sdo o Plasmodium
falciparum e possivelmente as espécies relacionadas (Wicker et al., 2007). O sequenciamento
completo de varios genomas mostrou que os TEs sdo componentes majoritarios dos genomas
de eucariotos, compondo pelo menos 45% do humano (Lander et al., 2001) e ultrapassando
80% em algumas espécies vegetais (Meyers et al., 2001).

Atualmente, os elementos de transposi¢do sdo definidos como sendo fragmentos de
DNA que possuem a capacidade de movimentacdo ao longo dos genomas por meio da
transposi¢cdo (Feschotte ef al., 2002). Como consequéncia da sua atividade, os TEs podem
gerar alteragdes funcionais quando inseridos dentro ou proximos as regides promotoras,
inativando ou alterando os padrdes de expressio de genes (Kashkush et al, 2003). A
atividade desses elementos pode ainda ser responsavel pela mobilizacdo de segmentos de

DNA durante a transposicao, resultando na erosdo da colinearidade entre genomas (Wicker et
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al., 2010) e impulsionando a expansdo e a evolugdo da estrutura gendmica em plantas, seja
em estado ativo ou inativo (Alix & Heslop-Harrison, 2004).

Exemplos de TEs envolvidos no desempenho de fungdes relevantes para o organismo
hospedeiro ja estdo descritos na literatura. O alelo recessivo responsavel pelo fendtipo rugoso
observado por Mendel em sementes de ervilha ¢ resultado de uma inser¢do de um elemento
transponivel em um gene que codifica uma enzima responsavel pela concatenagdo de
moléculas de amido. Esta inser¢do gera uma enzima ndo-funcional, diminuindo o actimulo de
amido nas sementes de ervilha (Bhattacharyya et al., 1990). Em Drosophila, a manutencdo
dos teldmeros ¢ realizada por dois TEs, HeT-A e TART, que se transpdem exclusivamente na
extremidade dos cromossomos (Pardue et al., 2005). A recombinacao feita pelos genes RAGI
e RAG2, responsaveis pela geracdo das imunoglobulinas, também estd relacionada a
processos de transposicao (Zhou et al., 2004). Em Arabiposis thaliana, genes que codificam
transposases estdo relacionados a processos de desenvolvimento da planta (Bundock &
Hooykaas, 2005) e as respostas da planta a incidéncia de luz (Hudson et al., 2003; Lin et al.,
2007).

Dessa forma, elementos de transposicdo frequentemente atuam como uma forca
relevante na evolu¢dao dos organismos, seja influenciando a regulagdo génica ou alterando o
tamanho do genoma, como consequéncia do tipo de transposi¢do realizado por alguns
elementos (Kidwell, 1997; Fedoroft, 2000). Isso foi demostrado no estudo realizado com uma
familia de retrotransposon denominada Del, que expandiu o genoma de pimenta para 2,7 Gb

de tamanho (Park et al., 2012).

6.1 Classificagdo dos Elementos de Transposicao

A primeira classifica¢do para elementos de transposi¢cao, amplamente conhecida e ainda
utilizada, foi a proposta por Finnegan (1989), que divide os TEs de acordo com seu
intermediario de transposicdo: RNA (elementos de Classe I ou retrotransposons) ou DNA
(elementos de Classe II ou transposons de DNA). Como consequéncia dos projetos de
sequenciamento de genomas completos em larga escala, os estudos sobre a caracterizagdo de
elementos transponiveis aprofundaram-se, resultando na descoberta de outros tipos de TEs
que ndo se encaixam necessariamente nessas duas classes. A descoberta de TEs bacterianos
(Durval-Valentin et al., 2004) e eucaridticos (Morgante et al., 2005) que se “copiam e

colam”, sem intermediarios de RNA, bem como de TEs portadores de sequéncias muito
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pequenas com caracteristica ndo-autdnoma desafiaram esse sistema. Curcio & Derbyshire
(2003) propuseram uma nova classificacdo baseada em propriedades enzimaticas das
proteinas envolvidas no processo de transposicdo. No entanto, para tal, ¢ necessario o
conhecimento detalhado que ¢ essencialmente compartilhado apenas por especialistas. No
estudo de Wicker et al. (2007) foi proposto um sistema de classificacdo unificada para TEs de
eucariotos, que concilia a divisdo classica dos elementos transponiveis com critérios
enzimaticos e ainda propde critérios objetivos para a anota¢do desses elementos, na qual as
tradicionais classes sdo subdivididas em subclasses, ordens e superfamilias. No entanto, o
sistema inicial com as duas principais classes de TEs ¢ ainda amplamente utilizado.

A Classe I é composta pelos retrovirus e retrotransposons, elementos que se translocam
no interior de um mesmo nucleo via intermedidrio de RNAm (RNA mensageiro), seguida de
transcri¢do reversa e insercdo da copia de DNAc (DNA complementar) em novo sitio do
genoma. A Classe II ¢ composta pelos transposons de DNA, que possuem repeticdes
terminais invertidas (TIR — Terminal Inverted Repeats) e codificam geralmente para uma
unica proteina, a transposase, responsavel pela excisdo do elemento e integracdo em outro
sitio (Fleschotte et al., 2002). Elementos denominados MITEs (Miniature Inverted-repeat
Transposable Elements) caracterizam-se por possuirem sequéncias curtas, com 100 a 600 pb,
e sequéncias TIR em suas extremidades. MITEs ndo codificam a transposase. Porém a
existéncia de transposons de DNA que codificam transposases funcionais e que compartilham
similaridades com sequéncias de MITEs, levou a hipotese de que MITEs possam ser
remanescentes derivados de dele¢des de transposons de DNA, mobilizados em trans pela
acdo das transposases (Fleschotte ef al., 2002; Casacuberta & Santiago, 2003).

Em virtude do mecanismo replicativo de transposicdo, os retrotransposons sao
considerados os maiores contribuidores da fragdo repetitiva de grandes genomas (Kumar &
Bennetzen, 1999; Sabot & Schulman, 2006). Sao divididos em cinco ordens de acordo com as
caracteristicas, organizacdo e filogenia do gene que codifica para a transcriptase reversa:
retrotransposons LTR (LTRs — Long Terminal Repeats), DIRS (Dictyostelium intermediate
repeat sequence), PLEs (Penelope-like elements), LINEs (Long interspersed nuclear
elements) e SINEs (Short interspersed nuclear elements) (Wicker et al., 2007).

Retrotransposons LTR sdo muito abundantes em genomas de plantas e possuem desde
centenas de pares de bases até, excepcionalmente 25 Kb, como o elemento Ogre (Neumann et
al., 2003). As sequéncias LTR que flanqueiam esses elementos possuem desde centenas de

pares de bases até 5 Kb e possuem uma estrutura denominada TG..CA box, que corresponde
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aos nucleotideos TG na extremidade 5’ do LTR 5’ e CA na extremidade 3’ do LTR 3’
(Wicker et al., 2007). As regides LTR 5’ e LTR 3’ sdo idénticas quando o elemento se insere
no genoma hospedeiro. Uma vez inserido, essas sequéncias evoluem separadamente em
virtude principalmente de mutacdes dos tipos insercdo e delegdo. Essas alteracdes nos LTRs
possibilitam estimar a data de insercdo do elemento no genoma hospedeiro. As regides TSD
(Target Site Duplication) sdo repeti¢cdes curtas com 4-6 pb (pares de bases) que flanqueiam as
extremidades 5’ e 3° do elemento e que atuam como sinal de inser¢do. Proxima a regido 3’
terminal do LTR 5° ha uma sequéncia com aproximadamente 18 pb denominada PBS (Primer
Binding Site) que é complementar a cauda terminal 3’ de alguns RNAt (RNA transportador)
onde inicia-se a transcri¢do reversa. Outra regido rica em segmentos de purina denominada
PPT (Polypurine Tract) possui de 11-15 pb de comprimento, e assim como o PBS, é uma
regido envolvida na transcri¢ao reversa (Xu & Wang, 2007).

As duas principais superfamilias de retrotransposons LTR sdo denominadas 7y/-Copia
e Tv3-Gypsy, as quais distinguem-se pela similaridade entre as sequéncia e a ordem entre os
genes (Boeke & Corces, 1989; Xiong & Eickbush, 1990; Wicker et al., 2007; Schulman,
2013). Os elementos autonomos contém essencialmente dois genes necessdrios para a
transposi¢do, gag e pol. O gene gag codifica uma proteina similar ao capsideo viral (VLP —
Virus-like Particle) e pol a poliproteina responsavel pelas atividades da protease (PR),
envolvida no processo de maturacdo da poliproteina; integrase (IN), na integragdo da copia de
DNA no genoma hospedeiro; transcriptase reversa (TR) e RNAse H (RH) na sintese do
DNAc a partir do RNAm (RNA mensageiro). Os retrovirus tém estrutura similar a um
retrotransposon LTR, com uma ORF adicional contendo o dominio env, que lhes confere o
carater infeccioso (Xiong & Eickbush, 1990; Smyth, 1993).

Os retrotransposons LTR ndo-autdbnomos muitas vezes sdo derivados de elementos
auténomos que sofreram dele¢des nas sequéncias ao longo da evolugdo (Witte et al., 2001) e
podem utilizar enzimas sintetizadas por outros elementos para realizar a sua movimentagao
(Wessler, 2006; Wicker et al., 2007). Sao provavelmente derivados de mecanismos
decorrentes de uma forg¢a de “compensacao”, visando minimizar o impacto do aumento do
tamanho do genoma provocado pela amplifica¢do dos retrotransposons. Conforme revisto por
Vitte & Panaud (2005), a recombinagdo entre retrotransposons com grande numero de copias
gera elementos dos quais restaram apenas LTRs (“LTRs-solo”) ou elementos de diferentes

tamanhos.
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6.2 Mecanismo de replicagdo de retrotransposons LTR e controle da atividade

A estrutura e o ciclo de replicacdo dos retrotransposons LTR de plantas sdo semelhante
aqueles dos elementos Gypsy e Copia de fungos e animais, bem como de retrovirus e
retrovirus enddgenos (Schulman, 2013). O LTR 5’ direciona a transcri¢do e contém um
promotor para a enzima RNA polimerase II. O LTR 3' fornece os sinais de terminagdo e
poliadenilacdo. Esses promotores podem ser ativados por uma variedade de estresses bidticos
e abidticos, bem como por tratamento hormonal a que plantas podem ser submetidas
(Grandbastien et al., 2005; Ansari ef al., 2007; Ramallo ef al., 2008).

O modelo classico de replicacao de retrotransposons e retrovirus (figura 3) mostra que o
RNA inteiramente transcrito pela RNA polimerase II codificada pelo hospedeiro, ¢
transportado para o citoplasma, onde ¢ traduzido. Diferentes proteinas sdo resultantes do
processo de traducdo, entre elas a integrase e a transcriptase reversa, que utiliza o RNA
transcrito como molde para produgdo de uma molécula de DNAc. Essa molécula ¢
direcionada para o nucleo e integrada aos cromossomos pela integrase, originando uma ou
mais novas copias do retrotransposon no genoma hospedeiro. Consequentemente, com esse
tipo de processo de mobiliza¢do pode haver um aumento exponencial do nimero de copias do
retroelemento no genoma hospedeiro (Kumar & Bennetzen, 1999).

Tal mecanismo replicativo parece estar relacionado a grande abundéancia dos
retrotransposons, bem como as diferencas nos tamanhos dos genomas nas diferentes espécies
de plantas, enfatizando o papel central que os retroelementos desempenham na reestruturacdo
evolutiva. Por outro lado, também ¢ plausivel a existéncia de mecanismos que controlem a
atividade destes elementos na expansdo dos genomas. A inativagdo dos elementos moveis ¢
decorrente de mecanismos de regulagdo controlados tanto pelo hospedeiro, como pelo proprio
elemento (Bennetzen, 2000). De maneira geral, o ciclo de replicagdo de retrotransposons LTR
apresenta varios pontos de regulacdo e silenciamento epigenético de atividade como formas
de controle. De fato, os retrotransposons presentes em plantas podem ser silenciados durante a
transcri¢do por meio de metilagdo do DNA (Cui et al., 2013) e modificagdo da cromatina
(Eichten et al., 2012) e também pos-transcricionalmente (McCue et al., 2012). Tal como
acontece com virus, alguns retrotransposons também sdo capazes de se evadir do
silenciamento (Herndndez-Pinzon ef al., 2012). Alguns trabalhos evidenciaram a importancia
da traducdo balanceada entre gag e pol para que ocorra transposi¢do, ja que para o

empacotamento de um tnico cDNA correspondente a uma nova copia de retrotransposon sdo
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necessarios varios peptideos de gag (Gao et al., 2003).

A preferéncia por sitios de insercdo também pode exercer um importante controle na
atividade de transposi¢do. Apesar de alguns grupos de retrotransposons possuirem sitios
preferenciais de inser¢do, tais como centromeros e telomeros, muitos deles encontram-se em
regides ndo génicas ou de heterocromatina que, normalmente, apresentam baixa atividade de
transcri¢do (Kumar & Bennetzen, 1999). Em outros casos, os elementos podem se inserir
dentro de outros (nested transposons) ou em introns, assim evitando qualquer ativagdo do
sistema de protecdao do hospedeiro (Martienssen, 1998). Além disso, qualquer modificacdo na
sequéncia dos elementos pode acarretar em inativacgao, tal como a perda de LTRs, o que
impede a inser¢do em um novo local do genoma. Elementos que sofreram delecdo total na
sequéncia, também podem ser praticamente eliminados do genoma ao longo da evolugdo
(Vitte & Panaud, 2005). Entretanto, devido ao seu mecanismo de replicagdo utilizando um
intermediario de RNA, o modo mais eficiente de controle da atividade, ¢ provavelmente
durante a transcrigao.

A transcri¢do de um retrotransposon ndo significa necessariamente que ele ¢ ativo, ou
seja, que ele esteja efetivamente inserindo-se em uma nova regido do genoma. Por isso, o
nimero de retrotransposons LTR com caracterizagdo detalhada sobre sua transposicdo ¢
relativamente limitado, levando-se em conta a representatividade deste grupo de sequéncias
no genoma eucarioto, especialmente das plantas. Alguns artigos mostraram que eventos de
transposi¢do observados nos elementos 7n¢/ de fumo (Grandbastien et al., 1989) e Tosl7 de
arroz (Hirochika et al., 1996) possivelmente estdo relacionados a algum tipo de estresse, tal
como a indug¢do de cultura de células como calos ou protoplastos. A indugdo de calos também
provoca a atividade transposicional de retrotransposons LTR em batata-doce (Tahara ef al.,
2004) e Lotus japonicus (Fukai et al., 2008).

Geralmente, o nivel transcricional ¢ considerado baixo para a maioria dos TEs (Jiao &
Deng, 2007) e poucas familias de retrotransposons LTR apresentam transcri¢do ubiqua
(Madsen et al., 2005; Jiao & Deng, 2007). Andlises transcricionais baseadas em banco de
dados de ESTs (Expressed Sequence Tags) evidenciam que, embora sejam componentes
predominantes no genoma vegetal, sequéncias relacionadas a retrotransposons LTR
correspondem a um baixo percentual do total de transcritos (Meyers et al., 2001; Echenique e?

al., 2002; Vettore et al., 2003; Lopes et al., 2008).
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Figura 3: Ciclo de vida de um retrotransposon LTR. Um elemento da superfamilia 7y/-Copia é mostrado
integrado no genoma, dentro do niicleo (linha rosa). As etapas sdo as seguintes: (1) transcri¢do de uma copia
integrada no genoma a partir do promotor situado na repeticdo longa terminal (LTR); (2) exportagdo nuclear; (3)
traducdo ou, alternativamente, empacotamento de dois transcritos em particulas semelhantes a virus (VLP); (4)
traducdo e sintese de proteinas das regides gag e pol; pol inclui as proteinas PR (protease), TR (transcriptase
reversa), RH (RNAse H) e IN (integrase); (5) Jun¢do de VLPs a partir de gag contendo transcritos de RNA, IN,
TR-RH; (6) transcri¢do reversa pela TR; (7) direcionamento de VLP para o nucleo; (8) passagem do cDNA -
complexo IN para o nticleo e a integragdo do DNAc no genoma. Adaptado de Schulman, 2013.

6.3 Diversidade e localizagao cromossomica dos retrotransposons

O conteido de DNA de um organismo ndo reflete diretamente sua complexidade
(Thomas, 1971) e a amplificagdo dos elementos de transposi¢ao nos genomas pode explicar

em parte, esse fato. Um exemplo dessa questdo pode ser observado na diferenga entre os
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tamanhos dos genomas de milho e sorgo, onde se sugere que o grande acumulo de
retrotransposons LTR no milho seja responsavel pela diferenga (Estep et al., 2013).
Comparacdes realizadas com a regido do gene adhl em milho e sorgo revelaram que em
sorgo ndo ha presenca de retrotransposons nesta regido, inferindo-se que os retrotransposons
foram inseridos no genoma do milho apos a divergéncia entre estas duas espécies (SanMiguel
et al., 1998). No caso de duas espécies de arroz, Oryza sativa e O. australiensis, a variagdo no
namero de copias no elemento RIRE1 pode explicar a diferenca de aproximadamente um
terco no tamanho desses genomas (Vicient & Schuman, 2002).

Durante muito tempo, a indisponibilidade de sequéncias gendmicas completas foi um
fator limitante para analises evolutivas de retrotransposons. O trabalho de Xiong e Eickbush
(1990) foi pioneiro para a compreensdo da relagdo entre retrovirus e retroelementos, a partir
da analise de TR de diferentes organismos. Desde entdo, a maioria dos trabalhos envolvendo
caracteristicas evolutivas dos TEs focavam-se em uma Unica espécie ou em um pequeno
grupo de espécies relacionadas (Wicker et al., 2007), o que dificultava a resolu¢do de
linhagens evolutivas. Somente a partir da disponibilidade da sequéncia completa de genomas,
tornou-se possivel investigar com mais detalhes as relagdes evolutivas dentro de cada grupo
de TEs (Domingues et al., 2012; Kolano et al., 2013; Estep et al., 2013).

Devido a vasta diversidade e heterogeneidade de retrotransposons, acredita-se que
sejam antigos e que possivelmente estavam presentes em espécies ancestrais. Entretanto, em
alguns casos, ¢ dificil determinar a histdria evolutiva de uma espécie com base na distribuicdo
de retroelementos, principalmente em virtude da origem complexa e das diferencas de ploidia.
Os eventos de poliploidizacdo causam, além do aumento no tamanho do genoma, a
amplificagdo em larga escala dos retrotransposons (Heslop-Harrison, 2000). As altas taxas de
erros de correcdo da enzima RNA polimerase em regides repetitivas e da transcriptase
reversa, facilitam o surgimento de mutagdes nas sequéncias dos retroelementos, o que permite
que eles se diferenciem rapidamente, gerando diversidade (Bennetzen, 2000).

A distribui¢do cromossdmica dos TEs ja foi investigada em diversas espécies de plantas
por meio de técnicas de citogenética molecular, como FISH. Os retrotransposons das
superfamilias 7y/-Copia e Ty3-Gypsy foram majoritariamente identificados em plantas como
Helianthus spp. (Natali et al., 2006), Malus domestica (Sun et al., 2008) e Pisum sativum
(Macas et al, 2007). Conforme visto por Kumar & Bennetzen (1999), a distribuicdo de
retrotransposons em cromossomos metafasicos pode ser uniforme ou ndo, dependendo da

espécie ¢ da familia analisada. Geralmente, os retroelementos apresentam uma distribuicdo
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dispersa, que reflete seu mecanismo de transposicdo, sendo encontrados entre outras
sequéncias repetitivas ou associados a regides genOmicas especificas (Heslop- Harrison,
2000).

Belyayev et al. (2005) observaram que em espécies da familia Triticaceae ocorria
preferencialmente um padrdo agrupado de distribui¢do de retrotransposons em algumas
regides cromossomicas. No entanto, em Brassica oleracea (Alix et al., 2005), a organizagao
gendmica de retroelementos apresentou uma distribuicdo mais dispersa. Existem exemplos de
familias de retroelementos que possuem sitios de inser¢do preferenciais. Na espécie Allium
cepa hd uma familia de retrotransposons preferencialmente localizada em telomeros (Pearce
et al., 1996) e em gramineas, hd um grupo de retrotransposons do tipo Ty3-Gypsy presentes
exclusivamente em centromeros (Miller et al, 1998). O sequenciamento de grandes
fragmentos gendmicos derivados de clones de bibliotecas BAC de trigo identificou elementos
em regides intergénicas (SanMiguel ef al., 1996), e o uso desses fragmentos como sonda em
FISH permitiu a localiza¢do de regides cromossdmicas ricas em TEs (Zhang et al., 2004).
Natali et al. (2006) analisaram a localizacdo in situ das sequéncias repetitivas pHaS13 e
pHaS211 com similaridade aos genes IN (retrotransposon 7y3-Gypsy) e RH (retrotransposon
Ty1-Copia), respectivamente, em espécies do género Helianthus. Apesar da distribuicao
dispersa em todo o complemento cromossomico para ambos, a sequéncia relativa a integrase
apresentou uma localizag¢do preferencialmente centromérica em todas as espécies analisadas
enquanto que, em Helianthus annuus, o fragmento da RNAse H distribuiu-se nas regides
terminais dos cromossomos.

Muitas vezes, a localizagdo preferencial de um elemento pode ser “mascarada” em
virtude da mudanga de posicdo apods eventos de recombinacdo, mas de maneira geral, esses
elementos podem ser encontrados ao longo de todo o cromossomo. Portanto, ainda ndo ha um
padrdo determinado de distribuicdo preferencial de retrotransposons (Heslop-Harrison et al.,

1997; Kumar & Bennetzen, 1999).

6.4 Elementos de transposicao em espécies de Arachis

Transposons de DNA do tipo MITE ja foram identificados em mutantes de amendoim
que apresentavam alta relacdo de 4cido oleico:acido linoleico (HO — High Oleic). Essa
caracteristica deve-se a mutagdes distintas identificadas em dois genes homeologos,

ahFAD2A4 e ahFAD2B. No trabalho realizado por Patel er al. (2004) ficou constatada a
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inser¢do de um elemento MITE em ahFAD2B, causando a mutacdo e consequente producgdo
de uma proteina diferenciada. Essa, em conjunto com a mutagdo identificada no outro gene
homeodlogo, gerava o aparecimento desse novo fendtipo HO. Em um trabalho posterior,
Shirasawa e colaboradores (2012) investigaram a diversidade gendmica e a taxa de
transposicdo de AhMITEI, revelando que esse transposon de DNA pode ter afetado a
expressao de varios genes, desde a origem do amendoim cultivado.

Em outro estudo realizado por Nielen et al. (2010), o primeiro retrotransposon de
amendoim pertencente a superfamilia 7y3-Gypsy, denominado FIDEL (Fairly long Inter-
Dispersed Euchromatic LTR retrotransposon), foi descrito e caracterizado como sendo mais
frequente no componente gendmico A do que no B. Experimentos com FISH revelaram uma
distribuicdo dispersa nas regides de eucromatina e ausente em centromeros, regides
teloméricas e regido organizadora nucleolar. Esta distribuicdo desigual ¢ possivelmente
resultante da atividade de transposi¢cdo ocorrida de forma mais conspicua no genoma A,
provavelmente apds a divergéncia evolutiva das espécies parentais.

Nielen et al. (2012), também descreveram posteriormente, um retrotransposon
moderadamente repetitivo, pertencente a superfamilia 7y/-Copia e denominado Matita. Em
contraste com FIDEL, Matita ¢ igualmente abundante nos componentes genomicos A e B,
porém com distribuigdes cromossOmicas distintas. Em contraste com FIDEL, Matita esta
localizado principalmente nas regides distais dos bragos dos cromossomos. Por meio de
estudos realizados com clones das bibliotecas BAC construidas para as espécies parentais do
amendoim (Guimardes et al., 2008), foi mostrado que a distribuicdo de Matita exibe uma
tendéncia de ser mais abundante perto de genes de resisténcia do que de genes de copia Gnica
(Nielen et al., 2012). Todos estes estudos “acenderam” a importancia dos TEs na organizagao

e evolugdo do genoma de amendoim.

7. Ferramentas para estudos gendmicos em Arachis

A biotecnologia vegetal aliada aos métodos de melhoramento classico oferecem muitas
aplicagdes e vantagens no estudo e na producdo de plantas com caracteristicas
agronomicamente favoraveis, como resisténcia a pragas, tolerancia a estresses abioticos,
aumento no valor nutritivo, resisténcia a pesticidas, dentre outros. Essas aplica¢des oferecem
grandes beneficios para a industria alimenticia, consumidor, meio ambiente e para o produtor,

gerando maior qualidade e rendimento nas safras.
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Na ultima década, grandes avancos foram alcangados na compreensdo do genoma de
amendoim, mesmo sem a disponibilizacdo da sequéncia gendmica completa. Somando-se as
andlises citogenéticas (Seijo et al., 2004; 2007), varias ferramentas foram construidas para
auxiliar os estudos envolvendo amendoim, como o desenvolvimento de mapas genéticos
utilizando espécies silvestres (Halward et al., 1993; Garcia et al., 2005; Burow et al., 2001;
Moretzsohn et al., 2005; 2009; Leal-Bertioli et al., 2009; Foncéka et al., 2009) e cultivada
(Herselman et al., 2004; Varshney et al., 2009; Hong et al., 2010; Khedikar et al., 2010;
Gautami et al., 2012; Qin et al., 2012), dentre outros. Esses estudos possibilitaram a
comparagdo entre os mapas diploides e tetraploides, evidenciando a sintenia entre os genomas
A e B de Arachis e a constatagdo da ocorréncia de poucos rearranjos cromossomicos. Um
grande nimero de marcadores também foi desenvolvido para o amendoim nos ultimos anos,
sendo que alguns deles estdo associados a resisténcia a ferrugem e mancha preta (Mace et al.,
2006) e a queima-de-Sclerotinia (Chenault et al., 2009), por exemplo.

Estudos envolvendo o mapeamento comparativo entre Arachis e outras leguminosas-
modelo também ja foram realizados. Em 2008, Hougaard e colaboradores utilizaram
marcadores ancoras desenvolvidos para leguminosas para verificar a sintenia entre as espécies
Phaseolus vulgaris, Lotus japonicus, Medicago truncatula e Arachis. O alto nivel de sintenia
entre Arachis, Lotus e Medicago também foi verificado a partir de outro estudo desenvolvido
por Bertioli ef al. (2009), constatando que a presenc¢a de TEs e a sintenia observada entre
esses genomas apresentaram uma correlacdo negativa e mostrando que regides
evolutivamente mais conservadas tendem a apresentar baixa densidade de TEs, ao passo que
regides varidveis tendem a apresentar maior densidade de TEs.

A avaliagdo da expressdo de genes em determinadas situagdes de estresse também tem
produzido resultados significativos em amendoim, auxiliando a entender algumas vias de
regulacdo, além de respostas aos mais variados processos biologicos (Zhang et al., 2012; Feng
etal., 2012; Wu et al., 2013; Yin et al., 2013). Outros estudos envolveram a identificacao de
genes responsivos especificamente ao estresse hidrico no transcriptoma de amendoim (Guo et
al., 2006; Govind et al., 2009; Kottapalli et al., 2009; Guimaraes et al., 2012) ou estresse
biotico (Proite et al., 2007; Guimaraes et al., 2010).

Outra ferramenta amplamente utilizada no melhoramento de plantas ¢ a transformagao
genética. A primeira planta transgénica de amendoim foi obtida por Ozias-Akins e
colaboradores (1993). Mais tarde, plantas geneticamente modificadas de amendoim

expressando o gene do nucleocapsidio de TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) apresentaram
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altos niveis de tolerancia a infec¢dao pelo virus (Yang et al., 2004). Plantas de amendoim
contendo o gene da defensina de mostarda também exibiram tolerancia aos fungos causadores
de cercosporioses (Anuradha et al., 2008). Em outro caso, plantas expressando o gene cryl EC
de Bacillus thuringiensis exibiram resisténcia a Spodoptera litura (Keshavareddy et al.,
2013). Em outro estudo desenvolvido por Qiao ef al. (2014), que descreve a clonagem e a
transformagdo genética do gene da B-1,3-glucanase em plantas de amendoim, as plantas
transgénicas produzidas apresentaram mais resisténcia ao fungo que causa a mancha preta.

Nos ultimos anos, trés bibliotecas BAC foram construidas para o género Arachis, uma
para o amendoim, 4. hypogaea, com genoma AABB (Yiiksel & Paterson, 2005) e outras duas
para as provaveis espécies progenitoras do amendoim A4. duranensis (genoma A) e A. ipaénsis
(genoma B) (Guimaraes et al., 2008). Essas bibliotecas sdo consideradas fundamentais na
constru¢do de mapas fisicos e no isolamento de sequéncias de interesse. Clones BAC
derivados da biblioteca de A. duranensis ja forneceram dados importantes acerca do contetido
repetitivo de Arachis (Nielen et al., 2010; 2012).

Recentemente, em abril de 2014, foi divulgado o sequenciamento dos genomas dos
progenitores do amendoim, 4. duranensis e A. ipaénsis, resultado do esforco de um grande
grupo de cientistas dos Estados Unidos, China, Brasil, India e Israel. A Iniciativa
Internacional do Genoma do Amendoim (IPGI) reuniu cientistas com os objetivos de
sequenciar o genoma, caracterizar a variagdo genética e fenotipica do amendoim cultivado e
seus parentes silvestres e desenvolver ferramentas gendmicas para o melhoramento do
amendoim. O sequenciamento inicial foi realizado pelo BGI, Shenzen, China. A montagem
foi feita no BGI, USDA- ARS, Ames - IA e UC Davis, CA. O projeto foi viabilizado pelo
financiamento fornecido pela industria de amendoim através da Peanut Foundation, pela
MARS Inc., trés Academias chinesas, dentre outras (http://www.peanutbioscience.com).

Além de servirem como arcabougo para a montagem do genoma do amendoim
cultivado, o sequenciamento das espécies silvestres progenitoras também possibilitard decifrar
as alteracdes gendmicas que levaram a domestica¢cdo do amendoim, marcada por aumentos no
tamanho das sementes e mudangas no hébito de crescimento da planta. As sequéncias
gendmicas e informagdes adicionais estdo disponiveis em

http://peanutbase.org/files/genomes/.
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O@’etivo Geral

Analisar os contetudos repetitivo e génico nos genomas dos parentais silvestres diploides
do amendoim, Arachis duranensis (genoma A) e Arachis ipaénsis (genoma B), e sua
distribuicdo nos cromossomos dos subgenomas A ¢ B do amendoim tetraploide (AABB) por
meio de ferramentas de bioinformatica e hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH), bem

como identificar genes de interesse pela utilizacao de pools de BAC.

Objetivos especificos:

* Identificar novas sequéncias de retrotransposons LTR em clones da biblioteca
BAC e no genoma de 4. duranensis (genoma A);

¢ Identificar novas sequéncias de retrotransposons LTR no genoma de 4. ipaénsis
(genoma B);

* C(Classificar os retrotransposons LTR em familias e superfamilias;

* Estimar a frequéncia génica e a data de transposicdo das familias de
retrotransposons LTR nos genomas de A. duranensis e A. ipaénsis;

* Avaliar a distribui¢do de algumas familias de retrotransposons LTR em
cromossomos A e¢ B de amendoim;

* Comparar conteidos repetitivo e génico em regides homeologas dos genomas A
e B das espécies silvestres e A. hypogaea;

* Identificar sequéncias codantes de interesse em pools de BAC;
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Ca}n’tuﬁ) 7

O componente repetitivo do genoma A de amendoim (Arachis hypogaea) e seu
papel no remodelamento do espago de sequéncias intergénicas desde a
divergéncia evolucionaria do genoma B
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1. Introducao

O amendoim (Arachis hypogaea L.) pertence a familia Fabaceae ou Leguminosae e ¢
originario da América do Sul. Ele ¢ cultivado nos tropicos e subtropicos e ¢ muito importante
na Asia e Africa. Sua producio anual chega a aproximadamente 37 milhdes de toneladas
(USDA-FAS, 2013). Dentro da subfamilia Papilionoideae, o0 amendoim pertence a um clado
denominado Dalbergioides, predominante nos tropicos do Novo Mundo (Lewis et al., 2005;
Lavin et al., 2001) e evolutivamente separado da maioria das demais leguminosas
economicamente importantes hd aproximadamente 55 milhdes de anos.

A maioria das espécies do género Arachis possui 20 cromossomos (2n=2x=20), porém
o amendoim ¢ uma exce¢do, com 40 cromossomos (2n=4x=40). Trata-se de um alotetraploide
recente, provavelmente resultante da hibridizagdo entre duas espécies silvestres, seguida por
uma duplicagdo cromossomica espontanea (Halward et al., 1991; Young et al., 1996; Seijo et
al,. 2004; 2007).

O tamanho estimado do genoma do amendoim ¢ 2.8 Gb (Greilhuber, 2005), contendo
uma fracdo repetitiva significativa de aproximadamente 64%, determinada por renaturagao
cinética do DNA (Dhillon et al., 1980). Anélises citogenéticas do amendoim revelaram dois
tipos de cromossomos: 10 pares de cromossomos do tipo A, que apresentam a
heterocromatina do centrémero fortemente corada com 4’,6-diamino-2-phenylindole - DAPI
(portanto ricos em AT), incluindo o menor par de cromossomos (Husted, 1936; Smartt et al.,
1978) e outros 10 pares de cromossomos designados de B, com bandas heterocromaticas
centroméricas mais fracamente coradas por DAPI (Smartt et al., 1978; Smartt & Stalker,
1982; Seijo et al., 2004; Robledo & Seijo, 2010).

Estudos dos padrdes de coloragdo de bandas heterocromaticas, localizagdo de clusters
de DNAr (DNA ribossdémico) nos cromossomos (Seijo et al., 2007; Robledo et al., 2009;
Robledo & Seijo, 2010) juntamente com a hibridizagdo gendmica in situ — GISH (Genomic
In Situ Hybridization) (Seijo et al,. 2007), sugerem que os cromossomos A de A. hypogaea
sdo similares aqueles presentes na espécie diploide silvestre A. duranensis, enquanto que os
cromossomos B sdo similares aos de 4. ipaénsis, outro silvestre também diploide. Outras
evidéncias, como a distribuicdo geografica das espécies (Robledo et al., 2009; Robledo &
Seijo, 2010) e filogenia molecular (Kochert et al., 1996; Burow et al., 2009; Moretzsohn et
al., 2013) corroboram que os mais provaveis doadores dos genomas A ¢ B do amendoim sao

respectivamente A. duranensis e A. ipaénsis.
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O pareamento dos cromossomos em A. hypogaea durante a meiose ¢ quase que
inteiramente bivalente (Smartt, 1990), uma indicacdo da divergéncia genética entre os
subgenomas A e B e do potencial controle genético do pareamento dos cromossomos.
Diferencas no conteudo repetitivo dos componentes gendmicos A e B também foram
evidenciadas por GISH, utilizando-se como sonda o DNA gendémico, o que possibilitou a
distin¢do entre os genomas (Seijo et al., 2007), além de mostrar a distribuicao preferencial do
retroelemento FIDEL (Nielen ef al., 2010). Em contraste, os marcadores moleculares ligados
a fracdo do genoma com baixo numero de copias mostraram alta homologia e poucos
rearranjos estruturais entre os genomas A e B. Essa alta colinearidade entre genes observada
por marcadores em mapas genéticos indica uma baixa divergéncia evolutiva entre esses
genomas (Burow et al., 2001; Moretzsohn et al., 2009; Bertioli et al., 2009; Shirasawa et al.,
2013), estimada em torno de 3 a 3,5 milhoes de anos atras (Nielen et al., 2012; Moretzsohn et
al., 2013).

Essas evidéncias propdem um paradoxo aparentemente intrigante em relagdo a evolugao
da estrutura gendmica do amendoim: a fragdo repetitiva de DNA predominante no genoma
encontra-se em fluxo evolucionério, enquanto que, a0 mesmo tempo, o DNA com baixo
namero de copias permanece conservado.

Para estudar detalhada e separadamente a divergéncia e evolugdo dos genomas A ¢ B,
bibliotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome) das espécies silvestres A. duranensis e A.
ipaénsis foram construidas (Guimaraes et al., 2008). No presente trabalho essas bibliotecas
foram utilizadas para investigar o componente repetitivo do subgenoma A de Arachis, mais
especificamente, os retrotransposons LTR, a fim de entender os processos evolutivos

ocorridos durante a divergéncia entre os subgenomas A e B em amendoim.
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2. Material e Métodos

2.1 Selecao de clones BAC

Em trabalhos anteriores, 27 clones BAC pertencentes a biblioteca de 4. duranensis -
acesso V14167 (genoma A) foram selecionados com base na hibridizagdo com sondas
construidas a partir de marcadores ligados a genes de copia Ginica ou poucas copias presentes
em genomas diploides de leguminosas (Choi et al., 2006; Fredslund et al., 2006).
Hibridizagdes in situ por fluorescéncia (FISH) utilizando esses clones como sondas foram
realizadas em cromossomos metafasicos obtidos a partir de meristema radicular jovem de
amendoim (Cultivar “Tatu”). Para muitos clones, o resultado do FISH produziu sinais de
hibridizacdo multiplos e dispersos em varios cromossomos (preferencialmente nos
cromossomos A), apesar do uso de altas concentragdes de DNA de bloqueio (Cot 100).
Hibridizagdes mostrando dois pontos em um ou mais pares de cromossomos, tal como
esperado quando se utilizam sondas contendo sequéncias de DNA tunicas ou com baixo
nimero de copias (genes), ndo foram detectadas. Portanto, concluiu-se que todos os clones
BAC utilizados como sonda para FISH continham sequéncias de DNA altamente repetitivas
(Aragjo et al., 2012).

A partir desses resultados, 13 desses clones BAC da biblioteca de A. duranensis foram
selecionados para sequenciamento e anotagdo, juntamente com dois outros clones, sendo um
do genoma de A. ipaénsis (genoma B) e outro do subgenoma ou componente genomico B de
A. hypogaea. Também foi selecionado para anotagdo outro clone BAC da biblioteca A ja

sequenciado em um estudo anterior (Nielen et al., 2010).

2.2 Isolamento de clones BAC

O DNA dos 13 clones selecionados foi isolado separadamente a partir de uma colonia
da placa original (384 pogos) da biblioteca BAC de A. duranensis. Culturas foram
desenvolvidas em placas de Petri contendo 20 mL de meio s6lido LB (Luria Bertani — 1% de
Triptona; 0,5% de Extrato de Levedura; 1% de NaCl; 1,5% de Agar—égar), acrescidos de 20
pL do antibiotico cloranfenicol (12,5 mg/uL). Para cada placa apenas uma colonia de bactéria
foi selecionada e utilizada para nova cultura em 3 mL de meio LB contendo 3 pL de

cloranfenicol (12,5 mg/uL). A incubagdo foi realizada a 37° C por 12 horas sob rotacdo em
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torno de 225 rpm.

Para isolar o DNA, a cultura foi centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 200 pL de tampao a 4° C (glicose
50 mM; Tris-HCI 1M pH 8; EDTA 500 mM; 100 pg de RNAse A). A solugdo foi
homogeneizada, acrescida de 200 pL de tampao de lise (NaOH 200 mM; SDS 1%) e
misturada gentilmente por 2 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pL de
tampao de neutralizagdo (acetato de potéssio 1,32 M, pH 4,8) e o tubo, incubado em gelo.
Apobs 3 minutos, a solugdo foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos a 4° C e o
sobrenadante transferido para novo tubo. Foram adicionados 400 pL de isopropanol,
misturando-se os tubos gentilmente. As amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por
20 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso em 100 pL de tampao
TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM), precipitado com 10 pL de acetato de sodio 3 M (4° C) e
250 pL de etanol absoluto a -20° C e mantido em freezer a -80° C por 1 hora seguida de
centrifugacdo por 20 minutos a 4° C. O precipitado (DNA) foi lavado com 500 pL de etanol
70% a 4° C e seco completamente por evaporagdo. Foram adicionados 30 pL de agua MilliQ

autoclavada ao DNA, que foi posteriormente armazenado a -20° C.

2.3 Sequenciamento e montagem de clones BAC

O sequenciamento dos clones BAC selecionados foi realizado utilizando-se a técnica de
fragmentacdo por shotgun e o método Sanger (Sanger et al., 1977) ou método 454 (Roche
Applied Science - http://454.com/).

Para o sequenciamento pelo método Sanger, 768 subclones foram obtidos e
sequenciados para cada clone BAC (2 placas com 384 pocos cada). A montagem das
sequéncias foi feita utilizando o sofiware CAP3 (Huang & Madan, 1999). Os consensos
foram produzidos e editados manualmente utilizando o software Consed (Gordon et al.,
1998).

O outro sequenciamento foi feito utilizando-se o Sistema Roche 454GS-FLX com a
quimica de titanio realizada pela GATC Biotech AG, Konstanz, Alemanha. As amostras
foram sequenciadas em placa FLX Pico-Titer utilizando a quimica GS FLX Titanium XLR70.
Os dados das sequéncias foram produzidos no formato Flowgram padrdo para cada leitura e a
montagem foi realizada utilizando GS De Novo Assembler (aka Newbler, o GS FLX System

Software) com os parametros padrao.
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2.4 Anotagao de retrotransposons LTR do genoma A

Sequéncias de todos os clones BAC comparadas contra elas mesmas, por meio de dot
plots obtidos pelo software Gepard (Krumsiek et al., 2007), permitiram a identificacdo de
sequéncias repetitivas independentemente da similaridade com quaisquer elementos
previamente identificados. Sequéncias de retrotransposons LTR ja identificadas em
amendoim (Nielen et al., 2010; 2012) também foram comparadas contra as sequéncias recém
obtidas. A maioria dos retrotransposons presente em plantas e animais contém repeti¢des
terminais longas designadas LTRs (Long Terminal Repeats). Essas sequéncias LTRs
representadas em grafico de plotagem produzem um padrio de pontos que facilita
visualmente a identificacdo de sequéncias de retrotransposons completas. Além disso,
retrotransposons LTR também foram identificados utilizando o software LTR_FINDER (Xu
& Wang, 2007).

A fim de visualizar o contetdo repetitivo dos clones BAC, graficos contendo um
“Indice Repetitivo” foram desenvolvidos a partir do nimero de similaridades identificadas
quando as sequéncias dos clones foram comparadas a 42.000 sequéncias derivadas de
sequenciamento de BAC ENDs de A. duranensis via BLASTn (Altschul et al, 1997). Os
parametros utilizados foram “-e 1e-20; —m 8”. O resultado obtido foi organizado em tabela e
um script Perl (http://perl.org.br/) foi utilizado para produzir um indice para cada base de
DNA, calculado da seguinte forma: indice repetitivo = loglO(N), onde N é o niimero de

similaridades detectadas pelo BLASTn.

2.5 Anotacao de genes

Para anotagdo de genes, alguns softwares disponiveis em dominio publico foram
utilizados: FGENESH (Salamov & Solovyev 2000); hmmsearch contra a biblioteca A do
Pfam (Eddy, 2011); BLAST, utilizando proteinas presentes em bancos de dados contendo
sequéncias génicas de soja e Arabidopsis, ESTs de Arachis e 42.000 sequéncias de A.
duranensis (sequéncias GSS, e dois acessos pertencentes ao Genbank: FI321525 e FI281689)
e LTR FINDER. Os resultados foram visualizados no browser para anotagdo gendmica
denominado Artemis (Rutherford et al., 2000). Varios arquivos de saida obtidos nas analises
utilizando esses sofiwares foram convertidos para o formato Genbank utilizando scripts Perl

“-m 8”, conforme necessario.
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2.6 Publicagao de sequéncias

Todas as sequéncias contidas nesta publicagdo foram depositadas no banco de dados
The European Nucleotide Archive (ENA — disponivel em http://www.ebi.ac.uk) com o
namero de estudo ERP002436.

2.7 Alinhamento de LTRs e estimativa da data de transposi¢do dos retrotransposons

As sequéncias relativas aos dois LTRs de cada elemento identificado foram separadas e
alinhadas utilizando o software Muscle (Edgar, 2004), que possibilitou a identificagdo dos
eventos de mutagdo, tais como inser¢des, dele¢des ou substitui¢des, ocorridos em cada LTR e
necessarios para o calculo da data de transposi¢do dos elementos. As datas de transposi¢ao
foram estimadas para retrotransposons LTR com sequéncia completa pelo método de
divergéncia das por¢des LTR, utilizando a equacdo t = K/2r, onde t ¢ a idade; K ¢ o numero
de substitui¢des de nucleotideos por local entre cada par de LTR; e r ¢ a taxa de substitui¢cdo
de nucleotideo de 1.3x10™® por sitio por ano, como descrito no estudo publicado por Ma &
Bennetzen (2004). Esse calculo e a organizagdo dos dados foram feitos utilizando um script

Perl.

2.8 Analise de frequéncia dos retrotransposons LTR no genoma A

Um banco de dados contendo as sequéncias de todos os elementos identificados foi
elaborado utilizando a ferramenta BLASTn. Com o auxilio de um script foram realizadas
comparagdes das sequéncias do banco de dados com os arquivos de texto em formato
FASTA, relativos as sequéncias dos clones BACs. O e-value utilizado foi 1x10™*°. Os dados
resultantes foram organizados em tabela e inspecionados em Excel (Microsoft) para os
calculos referentes a estimativa da porcentagem de ocorréncia de cada retrotransposons LTR

no genoma A de 4. duranensis.

2.9 Comparagao entre sequéncias homeodlogas nos genomas A e B de Arachis

Para realizar uma andalise comparativa entre sequéncias homeologas derivadas de clones

BACs pertencentes aos genomas de A. duranensis (acesso V14167 - genoma AA) e A.
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ipaénsis (acesso KG30076 - genoma BB) (Guimardes et al., 2008), e/ou de 4. hypogaea
(Cultivar "Florunner" - genoma AABB - Yiiksel & Paterson 2005), screenings foram
realizados nessas bibliotecas utilizando duas sondas génicas desenvolvidas com base na
sequéncia do gene que codifica a enzima DNA girase (marcador Legl28; Fredslund et al.,
2006) e o alérgeno Ara hl do amendoim. As sequéncias dos clones identificados foram

comparadas em graficos de plotagem e software Artemis.
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3. Resultados

3.1 Selecdo e sequenciamento de clones BAC

Um total de 16 clones BAC de Arachis spp. foi caracterizado quanto aos conteudos
repetitivo e génico (tabela 1). Desses, 15 foram sequenciados (13 clones BAC de A.
duranensis (genoma A) e dois clones do genoma B, um de A. ipaénsis e outro do subgenoma
B de A. hypogaea. O clone ADH180A21 (genoma A) ja havia sido sequenciado em um
estudo anterior (Nielen et al., 2010).

O protocolo de extragdo de DNA dos clones atendeu as necessidades requeridas,
resultando em DNA sem contamina¢do ou degradagdo. A quantificagdo foi feita por gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e em espectrofotdmetro (Nanodrop ND100) e
mostrou uma concentragdo de aproximadamente 70 ng/uL para cada clone (figura 4).

Dos 14 clones da biblioteca BAC de A. duranensis, quatro formaram dois pares
sobrepostos (ADHS51117 e ADH83F22; ADH79023 e ADH72J06). Estes clones, juntamente
com outro clone BAC previamente sequenciado (ADH180A21), compuseram 12 regides
gendmicas de 4. duranensis (tabela 2).

Para cada um dos clones analisados, o sequenciamento gerou um arquivo contendo uma
ou mais sequéncias consenso (contigs), que juntas somaram aproximadamente o tamanho do
inserto clonado na biblioteca (100-110 kb). Para anotagdo, os maiores contigs foram
selecionados, ordenados por tamanho (do maior para o menor) e concatenados para as
analises. Um total de 1,26 Mb (milhdes de bases) pertencentes ao genoma de A. duranensis
foi sequenciado e caracterizado.

Os dois clones do genoma B (ADH147A20 de A. ipdensis e AHF417E07 do subgenoma
B de 4. hypogaea), que em graficos de plotagem indicaram ter regides homeologas a duas
regides genomicas de A. duranensis (ADH68E04 ¢ ADHO035P21, respectivamente), também

foram analisados.
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Tabela 1: Lista de clones BAC selecionados para sequenciamento e anotagéo.
| Genoma de referéncia Clone BAC |
ADH180A21
ADHO51117
ADHO083F22
ADHI123K13
ADHI177M04
ADHI179B13
ADHI129F24
ADHI167F07
ADHO079023
ADHO072J06

ADH25F09
ADHO068E24
ADHI18B08
ADHO035P21

A. ipénsis (Genoma BB) ADH147A20
A. hypogaea (Genoma AABB) AHF417E07
(Subgenoma BB)

A. duranensis (Genoma AA)

Figura 4: Analises de qualidade e concentracdo de amostras de DNA dos clones BAC de A. duranensis
ADHI129F24, ADH123K13, ADH51117, ADH79023 ¢ ADH167F07 (pogos 2-6), realizadas em gel de agarose
1,0% corado com brometo de etidio. Marcador molecular utilizado High DNA Mass Ladder — pogo 1
(Invitrogen).

Tabela 2: Clones BAC selecionados e sequenciados da biblioteca BAC de 4. duranensis (genoma A) formando
12 regides gendmicas.

| Clone BAC N° de contigs Tamanho em pb |
ADHI80A21 1 89.966
ADHO51117-83F22 5 115.680
ADHI123K13 2 114.820
ADH177M04 3 90.712
ADH179B13 6 92.455
ADHI29F24 6 99.171
ADHI167F07 9 99.579
ADH079023-72J06 11 141.775
ADH25F09 6 99.839
ADHO068E24 1 101.960
ADHI8B08 3 92.084
ADHO035P21 5 125.289
Total 1.263.330
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Um dos clones BAC de 4. duranensis, ADH18B08, foi sequenciado por meio de duas
técnicas, a de fragmentacdo randomica que utilizou a quimica de Sanger, e pelo método 454
GS FLX Titanium. A primeira técnica gerou sete sequéncias consenso, ao passo que a
segunda, gerou apenas trés.

Como apresentado na figura 5, os dois métodos foram consistentes. Apesar dos métodos
gerarem fragmentos de sequéncia de tamanhos diferentes, a montagem foi satisfatoria para
ambos os casos. No grafico, as sequéncias oriundas dos dois métodos foram plotadas uma
contra a outra e de acordo com a diagonal resultante, foi possivel constatar que havia cinco
pequenas regides invertidas. A montagem selecionada para o estudo foi aquela relativa ao
sequenciamento pela técnica 454, para permitir a comparacdo com os demais clones também

sequenciados por essa estratégia.

ADH18BO08 - Sequenciamento 454

ADH18B08 — Sequenciamento Sanger

Figura 5: Grafico de comparag@o entre sequéncias oriundas de diferentes tipos de sequenciamento. No eixo x
estdo representadas trés sequencias consenso referentes ao clone BAC ADH18B08 sequenciado pela técnica 454.
No eixo y estdo representadas sete sequéncias consenso do mesmo clone, porém oriundas do sequenciamento
pela técnica de Sanger. A similaridade entre os dois tipos de sequéncias ¢é representada pelas diagonais. Foram
detectadas cinco pequenas diagonais representando regides invertidas. Grafico de plotagem produzido pelo
software Gepard.

3.2 Anotacao de retrotransposons LTR

Para visualizar o conteido de sequéncias repetitivas no genoma A, mais
especificamente de retrotransposons LTR presentes nos clones selecionados, graficos de
comparagdo das sequéncias dos clones BAC plotadas contra elas mesmas foram obtidos
utilizando o software Gepard. Esses graficos iniciais possibilitaram a identificagdo de perfis

representados por varios tipos de sequéncias repetitivas, incluindo retrotransposons LTR
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completos, fragmentos de retrotransposons LTR e LTRs-solo.

A figura 6 apresenta a sequéncia do clone ADH18B08 plotada contra ela mesma. Foi
identificado apenas um retrotransposon LTR completo, ou seja, um retrotransposon contendo
dois LTRs flanqueadores e uma regido central codificadora de proteina (detalhe ampliado).
No entanto, outros clones, tais como o ADH123K13 (figura 7), apresentaram tanto elementos
completos, quanto fragmentados. Foram observadas varias linhas diagonais inversas, com
tamanhos distintos, pouco conservadas e contendo gaps (falhas em sua continuidade),
indicando a complexidade do conteudo repetitivo presente nesta sequéncia. Com a construgao
dos graficos, foram avaliadas a conservagdo entre as sequéncias dos elementos, de forma

comparativa, assim como a orientagdo em que estes foram inseridos no genoma.
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Figura 6: Comparagdo por meio de grafico de plotagem utilizando a sequéncia do clone ADH18BO0S (biblioteca
de A. duranensis) plotada contra ela mesma (direcdo 5° — 3’). O resultado revelou apenas um retrotransposon
LTR completo, presente no inicio da sequéncia. O elemento ¢ composto por dois LTRs terminais e uma regido
central codificadora de proteina. Nota-se que o padrdo granuloso é menor onde o retrotransposon LTR esta
inserido. Grafico de plotagem produzido pelo software Gepard.
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Figura 7: Comparagao por meio de grafico de plotagem utilizando a sequéncia do clone ADH123K13 (biblioteca
de A. duranensis) plotada contra ela mesma, ambas na mesma diregdo. O resultado revelou trés retrotransposons
LTR completos (um inserido na diregdo 5’ — 3’ e dois inseridos na dire¢do 3’ — 5’) e varios elementos
incompletos, fragmentos e LTRs-solo. Uma série de diagonais inversas, com tamanhos distintos, pouco
conservadas e contendo gaps foram observadas. Grafico de plotagem produzido pelo software Gepard.

A partir do perfil complexo de diagonais presentes nos graficos de comparagdo foi
criado um esquema para simplificar o entendimento acerca da ocorréncia, tipo e distribuicdo
dos retrotransposons LTR e seus respectivos fragmentos nas sequéncias dos clones BAC.
Esse esquema viabilizou uma anotacdo mais segura e detalhada, baseada no mesmo principio
para todos os clones analisados. A figura 8 exemplifica os diferentes perfis dos elementos de
repeti¢do resultantes da comparacao de uma sequéncia contra ela mesma por meio de dot plot.
Seguindo esse modelo proposto, foi possivel anotar de forma inequivoca tanto sequéncias
completas de retrotransposons LTR, quanto diferentes tipos de fragmentos de

retrotransposons.
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Figura 8: Esquema explicativo dos perfis apresentados pelos retrotransposons LTR e seus fragmentos ao
comparar uma sequéncia contra ela mesma em graficos de plotagem. No eixo x encontram-se cinco exemplos de
elementos ou fragmentos na diregdo 5’ — 3. No eixo y encontra-se o exemplo de um retrotransposon LTR
completo na direcdo 5’ — 3’. Elementos completos e similares plotados um contra o outro (a); Elementos
completos, porém apenas com os LTR iguais (em cor azul) plotados um contra o outro (b); Elementos iguais,
porém um deles sendo fragmentado, plotados um contra o outro (c); Elementos iguais, porém um sem os LTRs e
o outro completo, plotados um contra o outro (d); Um elemento completo plotado contra um LTR-solo igual (e).

Para verificar a presenca do retrotransposon LTR FIDEL foram realizadas comparacdes
por meio de graficos de plotagens dos 14 clones BAC (12 regides gendmicas do genoma A)
contra a sequéncia isolada de FIDEL. Para a maioria dos clones analisados, as plotagens
revelaram uma alta frequéncia de LTRs-solo desse elemento. Conforme revisado por Vitte &
Panaud (2005), a recombinagdo entre retrotransposons LTR presentes em grande numero de
copias geram fragmentos contendo apenas as por¢cdes de LTRs. Em um exemplo visto na
sequéncia do clone ADH180A21, dois elementos completos de FIDEL foram identificados,

além de cinco regides contendo LTRs-solo deste elemento (figura 9).
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Figura 9: Comparagao por meio de grafico de plotagem utilizando a sequéncia do clone ADH180A21 (biblioteca
de A. duranensis) na dire¢do 5° — 3°, plotada contra a sequéncia completa do retrotransposon LTR FIDEL. O
resultado revelou dois retrotransposons FIDEL completos, além de cinco LTRs-solo desse elemento. Grafico de
plotagem produzido pelo sofiware Gepard.
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No entanto, ao realizar um inspecdo mais detalhada em graficos produzidos pela
comparacdo de todas as sequéncias dos clones contra elas mesmas, individualmente,
constatou-se que muitos desses aparentes LTRs-solo de FIDEL possuiam uma distancia
similar e uma sequéncia conservada entre eles. Dessa forma, tornou-se evidente a
identificagdo de um novo elemento nao-autonomo, com LTRs e parte da regido ndo traduzida
(3'-UTR) muito semelhante ao FIDEL. Em contrapartida, na regido codificadora de proteina
ndo havia nenhuma semelhanga significativa entre a sequéncia dos dois elementos. Em
virtude da semelhanga apenas no tamanho das regides terminais, esse elemento foi
denominado de "Feral". Trata-se de um tipo de retrotransposon LTR incompleto, pertencente
a superfamilia 7y3-Gypsy, ndo-autdbnomo e provavelmente parasita de FIDEL, pois codifica
proteinas com os dominios gag e protease, mas ndo o da transcriptase reversa, necessaria para
sua transposi¢cdo. O grafico de comparacao da sequéncia do clone ADH177M04 com as
sequéncias de FIDEL e Feral exemplifica de forma satisfatoria a relacdo entre esses elementos
e, ainda, a semelhanca apenas nas regides terminais. Portanto, em virtude dessa semelhanca,
ndo foi possivel definir se os LTRs-solo presentes nesse e nos outros clones, seriam

exclusivamente de FIDEL ou Feral (figuras 10 e 11).
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Figura 10: Comparagdo por meio de grafico de plotagem utilizando a sequéncia do clone ADH177M04 na
diregdo 5’ — 3’ plotada contra as sequéncias dos retrotransposons FIDEL e Feral, ambos na direcdo 5* — 3°. O
resultado revelou dois elementos Feral completos, sendo que o primeiro estava inserido na dire¢do 3° — 5’ e o
segundo na dire¢do 5’ — 3°, além de um LTR-solo de Feral ou FIDEL na direcdo 3’ — 5°. Grafico de plotagem
produzido pelo software Gepard.
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Figura 11: Comparagdo por meio de grafico de plotagem utilizando a sequéncia do retrotransposon LTR FIDEL
(eixo x) plotado contra Feral (eixo y), ambos na diregdo 5’ — 3°. As sequéncias de Feral e FIDEL sdo
semelhantes apenas nas por¢des dos LTRs (em azul). A figura contém o esquema ilustrativo da estrutura desses
dois elementos. Grafico de plotagem produzido pelo software Gepard.

Outras comparagdes em graficos de plotagens, juntamente com resultados obtidos pelo
software LTR_FINDER indicaram a presenca de outro retrotransposon LTR também presente
em multiplas copias em alguns dos clones. O elemento identificado ndo codifica nenhuma
proteina de dominio conservado, mas possui uma ORF (Open Reading Frame) perto da
extremidade 3' do LTR 5'. No entanto, esta proteina codificada ndo apresentou homologia
com quaisquer proteinas ja descritas e disponiveis em bancos de dados de dominio publico.
Esse elemento ndo-auténomo foi chamado de "Pipa". O elemento autdnomo que seria par de
Pipa ndo foi encontrado nos clones BAC sequenciados neste estudo, porém um clone BAC de
A. hypogaea sequenciado em outro estudo ainda ndo publicado (BAC AHF107L23),
apresentou dois representantes completos de um retrotransposon autonomo com semelhancas
significativas com Pipa. Este elemento autonomo pertencente a superfamilia 7y3-Gypsy foi
denominado de "Pipoka". Pipoka codifica os dominios proteicos gag, protease, a transcriptase
reversa, RNAse H e integrase. Pipa e Pipoka possuem semelhangas nas sequéncias dos LTRs
e na regido interna proxima a extremidade 3’. Mas apesar disso, esses dois elementos também
possuem diferencgas significativas, pois as regides codificadoras que estdo localizadas na
metade interna da regido 5 sdo completamente distintas. As figuras 12-A e 12-B mostram
esses dois elementos presentes nos clones ADH177M04 ¢ AHF107L23 quando comparados
com Pipa e Pipoka por dot plot.
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Figura 12: Comparagdo por meio de grafico de plotagem utilizando as sequéncias dos clones ADH177M04 (A) e
ADHI107L23 (B), ambos na dire¢do 5’ — 3’ comparadas com as sequuéncias dos retrotransposons LTR Pipa (3’ —
5”) e Pipoka (5’ — 3’). O resultado mostrou que o clone ADH177M04 possui um elemento Pipa, enquanto o

clone AHF107L23 possui dois elementos Pipoka completos e um fragmento. Pipa e Pipoka tém semelhancas nas
sequéncia dos LTRs e na regido interna proxima ao 3’. Grafico de plotagem produzido pelo software Gepard.

Outros retrotransposons LTR foram identificados no genoma de A. duranensis, tais
como o elemento "Gordo", que possui LTRs grandes e bem distintos (2.337 pb), cada um com
cerca de sete repeti¢des em fandem, contendo motivos com 116 pb de comprimento. A regido
interna deste retrotransposon codifica os dominios proteicos gag e protease, mas nao possui a
sequéncia correspondente ao gene que codifica a transcriptase reversa, sendo, portanto, um
elemento ndo-auténomo. Os demais retrotransposons identificados foram nomeados de:
"Curu", um retrotransposon 7y3-Gypsy com LTRs grandes (3448 pb); "RE128", um
retrotransposon 7yI-Copia; “Mico" e "Grilo", dois elementos 7y3-Gypsy.

Sequéncias completas e fragmentos dos retrotransposons FIDEL e Matita (Nielen et al.,
2010; 2012) também foram identificadas nas 12 regides gendmicas analisadas. Uma
representacdo esquematica dos retrotransposons LTR identificados neste estudo ¢ apresentada
na figura 13. Além de retrotransposons completos, pseudogenes derivados de elementos de
transposi¢do e retrovirus também foram identificados nos clones analisados, mas nao foram

completamente caracterizados neste estudo.

61



Feral I - — ]

FIDEL
Pipa ﬂ ] “—
Pipoka I —
v
Gordo I I u E—
Cury T ——
RE128 | T T T - —
mm =LTR
ico T v =PBSand PPT
Mico I & = = Pipa ORF 0
=3 = Gag/Pol
Matita Ji o ——— i
mm = Reverse transcrlptase
== = RNase H
. = Integrase
Grilo rv:lzc-I!:l:V- — oo
I T T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Figura 13: Diagrama esquematico dos retrotransposons LTR identificados no genoma A de A. duranensis. Os
elementos e seus componentes estdo em escala de pares de base (eixo x). Sequéncias de DNA que codificam
dominios de proteinas conservadas estdo nas cores indicadas de acordo com a legenda a direita. A ORF 0 em
Pipa codifica uma proteina de fun¢do desconhecida.

Uma vez identificados e caracterizados esses oito novos retrotransposons LTR, os
clones pertencentes ao genoma de A. duranensis puderam ser anotados de forma mais precisa
e detalhada quanto ao conteudo total de sequéncias repetitivas. Portanto, os graficos de
plotagens obtidos pela comparacdo das sequéncias dos clones BAC contra elas mesmas e
contra sequéncias dos retrotransposons descritos em estudos anteriores, foi considerada uma
metodologia eficiente para identificagdo de novos retrotransposons LTR e seus seus
respectivos fragmentos.

Alguns dos elementos identificados nos graficos de plotagem, também foram
identificados pelo software LTR _FINDER e estruturas como TSR, PBS e PPT foram
descritas quando presentes. A juncdo das andlises desenvolvidas por esses dois softwares
possibilitou a caracterizagdo das estruturas repetitivas de forma detalhada, assim como a
orientacdo de insercdo dos elementos no genoma. Porém, apenas as inspe¢des manuais
possibilitaram a identificagdo de fragmentos de retrotransposons e LTR-solo, além da
observagdo da conservagdo entre as sequéncias dos elementos repetitivos.

A figura 14 mostra um exemplo de uma comparacao por meio de grafico de plotagem
utilizando a sequéncia do clone ADH180A21 (genoma A) (eixo x) com todas as sequéncias

dos elementos descritos nesse estudo (eixo y). Foram detectados na sequéncia desse clone
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BAC: dois elementos FIDEL completos (inseridos na direcdo 5’ — 3’), um elemento Pipa
completo (dire¢do 3’ — 5°), um fragmento do elemento Gordo (direcdo 5° — 3°) e outro
fragmento do elemento Pipoka (dire¢do 3’ — 5°). A ocorréncia de um elemento inserido dentro
de outro (nested transposon) também pode ser observada na anotagdo deste clone (também
comum em outros clones). O primeiro elemento FIDEL estava inserido dentro de um
elemento Gordo (direcdo 5’ — 3°). O software LTR _FINDER identificou apenas as
coordenadas referentes aos elementos FIDEL, o que demonstra a eficiéncia do método de

plotagem para identificagdo e anotagdo de elementos repetitivos e retrotransposons LTR.
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Figura 14: Comparagdo por meio de grafico de plotagem utilizando a sequéncia do clone ADHI80A21 na
diregdo 5 — 3’ (eixo x) com todos os retrotransposons LTR identificados neste e em outros estudos na diregéo 5’
— 3’ (eixo y). Cada elemento esta apresentado em uma cor diferente e as por¢des LTR dos elementos estdo em
cor azul. A por¢do hachurada representa a sequéncia do clone BAC que ndo possui elementos de repetigdo.
Grafico de plotagem produzido pelo software Gepard.

63



3.3 Anotacado de genes

O software FGENESH identificou muitos genes putativos situados dentro e sobrepostos
aos retrotransposons LTR, bem como em seus fragmentos truncados. Estes genes preditos, na
maioria das vezes, codificavam dominios proteicos com fungdes relacionadas a elementos de
transposi¢do, conforme observado em informagdes depositadas no banco de dados do PfamA.
Porém, em alguns casos, as proteinas preditas ndo apresentavam nenhuma funcao ja descrita.
Foram preditas estruturas inadequadas compostas de exons/introns para estes genes, 0s quais
sdo, possivelmente, pseudogenes derivados dos genes que codificam poliproteinas ou ainda
artefatos produzidos pelos algoritmos utilizados pelo software FGENESH.

Para a anotacdo dos genes presentes nas sequéncias completas de retrotransposons, foi
utilizada a nomenclatura “pseudogenes” para todos os dominios proteicos caracteristicos de
retrotransposons (FIDEL, Feral, Pipoka, Pipa, etc.), mas ndo para seus fragmentos.
Pseudogenes derivados de elementos transponiveis ndo caracterizados também foram
anotados. Comparagdes com ESTs do género Arachis indicaram que possivelmente ha
atividade de transcrig@o para esses retrotransposons LTR.

Os genes preditos pelo software FGENESH para outras regides ndo repetitivas e que
ndo estavam relacionadas a elementos de transposicdo foram corroborados por algumas
evidéncias secundérias. A confiabilidade em relagdo a alguns genes foi evidenciada pela
presenca de ESTs de Arachis, dominios proteicos depositados no pfamA e similaridade com
genes preditos em Arabidopsis e soja. Portanto, fungdes foram atribuidas a esses genes, para
que pudessem ser anotados como proteinas putativas.

Alguns dos clones BAC apresentaram conteudo essencialmente repetitivo, como
ADHI180A21, ADH167F07, ADH179B13 ¢ ADH18B08. Outros apresentaram contetidos
repetitivo e génico, tais como ADH35P21, ADHI123K13, ADH25F09, ADHI29F24,
AHF417E07 e AIPA147A20. Os demais clones contendo conteido génico, ADH177M04,
ADH79023-72]J06, ADH68E04 ¢ ADHS51117-83F22, escolhidos para serem sequenciados,
apresentavam marcadores genéticos desenvolvidos em outras leguminosas (Choi et al., 2006;

Fredslund et al., 2006). O conteudo génico predito para cada clone encontra-se na tabela 3.
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Tabela 3: Contetido génico e repetitivo das doze regides gendmicas de A.

com os clones do genoma B, AHF417E07 ¢ AIPA147A20.

duranensis sequenciadas juntamente

| BAC | Predicfio da fungio | Intervalo de bases |
putative MULE-type transposon 198 a 4889
hypothetical protein 7680 a 10034
retrotransposon:Matita 16175 a 21598
hypothetical protein 24828 a 26163
hypothetical protein 30797 a 31153
putative transmembrane BT1 family protein 41147 a 44316
hypothetical protein 45991 a 46728
ADHO035P21 putative lipid transfer / seed storage / trypsin-alpha amylase inhibitor 66281 a 67099
putative lipid transfer / seed storage / trypsin-alpha amylase inhibitor 69172 a 70231
proteasome subunit 70554 a 71250
hypothetical protein 71798 a 72171
seed storage protein Ara hl 72469 a 74531
hypothetical protein 79069 a 79512
hypothetical protein 83142 a 83495
hypothetical protein 84885 a 85097
remnant retrotransposon sequence with similarity to Curu 893 a 1994
remnant retrotransposon sequence with similarity to Curu 3704 a 4847
remnant retrotransposon sequence with similarity to Pipa 15483 a 19231
retrotransposon:Pipa 24164 a 31681
remnant retrotransposon sequence with similarity to Curu 32888 a 34000
fragment of retrotransposon Pipa; includes LTR 33994 a 37929
ADHI167F07 remnant of retrotransposon Pipa 38245 a 39659
fragment of retrotransposon Feral; includes LTR 45133 a 53551
transposon protein (nonfunctional) 53577 a 55643
transposon protein (nonfunctional) 61271 a 65086
remnant retrotransposon Pipa 65634 a 68309
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 87909 a 89458
hypothetical protein 89558 a 92447
hypothetical protein 8809 a 1067
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 13310 a 15057
hypothetical protein 16267 a 17459
transposon protein (nonfunctional) 24583 a 26213
retrotransposon:Gordo 26328 a 37595
transposon protein (nonfunctional) 37603 a 39866
ADHI179B13 remnant or solo LTR Feral/FIDEL 41736 a 42491
fragment of retrotransposon Pipa 42822 a 49210
hyopthetical protein 49499 a 50322
remnant or solo LTR Gordo 66339 a 68526
fragment of retrotransposon Feral; includes single LTR 69263 a 77060
fragment of retrotransposon Pipa 84046 a 84902
fragment of retrotransposon Curu 85337 a 90087
fragment retrotransposon Pipa 35a246
fragment of retrotransposon Feral 247 a 1285
remnant or solo LTR retrotransposon Pipa 1286 a 2712
fragment of retrotransposon Feral 2713 a 10973
predicted WD40 domain containing protein 2713 a 10973
fragment of retrotransposon Gordo 27177 a 27558
fragment retrotransposon Pipa includes LTR region 28635a 31973
retrotransposon:Feral 32222 a 42515
ADHI23K13 fragment of retrotransposon Pipa includes LTR 52545 a 55650
fragment of retrotransposon Feral includes LTRs 55798 a 67151
fragment of retrotransposon Pipa 68343 a 73157
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL 78940 a 80524
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL 81168 a 82704
retrotransposon:Feral 89747 a 95494

fragment of retrotransposon Pipa
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL

106970 a 112555
112619 a 114661
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ADH79023-ADH72J06

hypothetical protein

protein kinase

EF hand calcium-binding protein

pfkB family kinase

hypothetical protein

hypothetical protein

putative endonuclease/exonuclease/phosphatase
remnant or solo LTR retrotransposon Pipa
fragment of retrotransposon Pipoka
retrotransposon protein (nonfunctional)

remnant or solo LTR retrotransposon Feral/FIDEL
transposon protein (nonfunctional)

transposon protein (nonfunctional)

transposon protein (nonfunctional)

hypothetical protein

glycoside hydrolase

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

remnant or solo LTR retrotransposon Pipa
hypothetical protein

fragment of retrotransposon Gordo, includes LTR
fragment of retrotransposon sequence with similarity to FIDEL
fragment of retrotransposon Pipoka; includes LTR
fragment of retrotransposon Feral
caulimovirus-like protein (non-functional)
putative cytidylyltransferase

69 a 1628
3573 a 7189
7602 a 8739
8926 a 13158
18831 a 19702

24692 a 26198
26958 a 28566
28767 a 30301
30269 a 34479
34429 a 35094
36225 a 37871
39130 a 39798
40680 a 40928
43642 a 45564
52229 a 55360
55932 a 60886
62694 a 64134
68068 a 69323
70806 a 73516
75344 a 76852
83463 a 85732
95011 a 103766
110799 a 114162
118279 a 125335
125436 a 132282
132383 a 136207
139233 a 142152

NB-ARC LRR protein

TIR NB-ARC LRR protein

remnant or solo LTR retrotransposon RE128
transposon protein (nonfunctional)
fragment retrotransposon Pipa

fragment retrotransposon Pipa
retrotransposon:Matita

1287 a 6940
7514 a 13806
14246 a 16086
23775 a 25924
31536 a 34609
35130 a 39326
41633 a 47818

BAC25F09 TIR NB-ARC LRR protein 48503 a 54372
TIR NB-ARC LRR protein 57845 a 62276
TIR NB-ARC LRR protein 62453 a 67698
putative protein with similarity to DUF313 79800 a 81759
fragment retrotransposon RE128 85030 a 87229
fragment retrotransposon RE128 89031 a 94482
remnant or solo LTR retrotransposon Pipa 97241 a 100317
putative glycosyl phosphatidyl inositol transamidase like protein 1305 a 13352
putative oligosaccharide biosynthesis protein 13851 a 17614
putative mitochondrial carrier protein 17693 a 22645
putative fatty acid elongase 31097 a 34178
putative fatty acid elongase 36856 a 41585

ADH68E04 putative gyrase protein 41713 a 58077
putative HpcH/Hpal aldolase/citrate lyase 59121 a 60905
putative single-stranded DNA binding protein 60941 a 65033
putative serine carboxypeptidase 78278 a 85944
retrotransposon:RE128 87057 a 98305
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 1a637
fragment of retrotransposon sequence with similarity to Feral 630 a 4292
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 4315 a 6030
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 7627 a 9198
putative FAD binding protein 14483 a 15241
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 16524 a 23696
fragment of retrotransposon sequence with similarity to Grilo 24744 a 26153
fragment of retrotransposon Feral or FIDEL 26276 a 26653

ADHI129F24 hypothetical protein 32274 a 33648
putative transposon endonuclease/exonuclease/phosphatase (nonfunctional) 41142 a 44155
fragment of retrotransposon sequence with similarity to Feral 49992 a 51867
retrotransposon:Feral 53589 a 61000
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 66270 a 68008
fragment of retrotransposon Feral or FIDEL 69607 a 69978
fragment of Retrotransposon Grilo, including single LTR sequence 81149 a 88473
fragment of retrotransposon Feral including partial LTR sequences 88774 a 96586
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retrotransposon: Pipa

remnant or solo LTR retrotransposon Feral/FIDEL
retrotransposon: Feral

remnant retrotransposon sequence with similarity to Curu

38 a 7649
11915 a 13488
15843 a 26146
30343 a 36411

remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL
remnant retrotransposon Pipa

remnant retrotransposon Pipa

remnant retrotransposon Feral

transposon protein 41535 a 47740
remnant or solo LTR retrotransposon Pipa 50266 a 51657
ADH177M04 hypothetical protein 53874 a 59713
retrotransposon: Mico 61256 a 70869
remnant retrotransposon Gordo 76738 a 77338
remnant or solo LTR of retrotransposon Feral or FIDEL 78123 a 78687
remnant of retrotransposon Feral 79197 a 86033
remnant or solo LTR retrotransposon Feral 86033 a 86645
remnant or solo LTR retrotransposon Gordo 87034 a 87766
ADH18B08 retrotransposon: Mico 5002 a 14575
remnant retrotransposon Feral 381a919
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL 1021 a 2602
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL 2657 a 5309
hypothetical protein 17467 a 19336
hypothetical protein 21554 a 22938
retrotransposon Feral outer of two nested 24062 a 44643
retrotransposon Feral inner of two nested 30901 a 41478
remnant or solo LTR retrotransposon Feral or FIDEL 48294 2 49974
remnant retrotransposon sequence with similarity to FIDEL 51390 a 54505
remnant or solo LTR retrotransposon Pipa 56646 a 58578
ADHS51117-ADH83F22  remnant or solo LTR retrotransposon Feral/FIDEL 59178 a 60775
retrotransposon: FIDEL 61598 a 75657
remnant retrotransposon Pipa 75800 a 80140
putative LSD1 zinc finger domain protein 83510 a 85267
hypothetical protein 85915 a 86508

99047 a 100088
100567 a 102085
103859 a 105368
105410 a 106496
106497 a 109497
111352 a 115686

hypothetical protein
putative protein, contains domain DUF623
seed maturation protein

3920 a 4354
11382 a 11987
13975 a 14836

hypothetical protein 17128 a 17622
hypothetical protein 19787 a 19957
retrotransposon Mico 22327 a 32027
hypothetical protein 33495 a 33979
putative protein, contains domain DUF1677 42715 a 43071
putative transmembrane BT1 family protein 56649 a 59786
AHF417E07 putative protein contains domain DUF581 61852 a 62605
retrotransposon Joka 64671 a 69845
putative lipid transfer / seed storage / trypsin-alpha amylase inhibitor 83619 a 84681
transposon ARMITE -2 86331 a 86536
putative lipid transfer / seed storage / trypsin-alpha amylase inhibitor 86939 a 87949
proteasome subunit 88348 a 89055
hypothetical protein 89598 a 89988
seed storage protein Ara hl 90317 292591
fragment retrotransposon YARA 94378 a 95903
hypothetical protein 97153 a 97416
fragment or remnant of retrotransposon Gordo 1 a 6497
remnant or solo LTR retrotransposon Gordo 15903 a 17580
remnant or solo LTR retrotransposon Feral/FIDEL 17638 2 19210
fragment of retrotransposon Pipoka 20285 a 25447
remnant or solo LTR retrotransposon Feral/FIDEL 28143 a 29016
retrotransposon Gordo nested outside retrotransposon FIDEL 29041 a 49021
retrotransposon FIDEL nested inside retrotransposon Gordo 33765 a 44964
putative LTR retrotransposon 49023 a 56263
ADHI80A21 remnant or solo LTR retrotransposon FIDEL/Feral 56562 a 57960
retrotransposon Pipa 58074 a 66069
remnant retrotransposon sequence with similarity to Feral 66442 a 69175
remnant or solo LTR retrotransposon Feral/FIDEL 69400 a 70092
retrotransposon FIDEL 70129 a 81451
remnant or solo LTR retrotransposon Pipa 81590 a 82994
remnant or solo LTR retrotransposon FIDEL/Feral 83175 a 83601

remnant or solo LTR retrotransposon FIDEL/Feral

88461 a 88964
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hypothetical protein 1100 a 8729

hypothetical protein 13167 a 27650
hypothetical protein 28840 a 29241
hypothetical protein 30981 a 31847
hypothetical protein 32481 a 38861
hypothetical protein 43510 a 45691
hypothetical protein 46889 a 53057
hypothetical protein 55708 a 60194
hypothetical protein 61280 a 63442
AIPAT47A20 hypothetical protein 64631 a 66038
putative glycosyl phosphatidyl inositol transamidase like protein 67519 a 78917
putative oligosaccharide biosynthesis protein 80277 a 83088
putative mitochondrial carrier protein 83831 a 88428
hypothetical protein 94686 a 95244
putative fatty acid elongase 102258 a 102884
putative fatty acid elongase 106341 a 107413
putative C2 domain contatining protein 109408 a 111505
DNA gyrase; 3' gene fragment 112323 a 113880

Para as anotagdes completas das sequéncias dos clones BAC exclusivos de A.
duranensis, foram criados arquivos em formato “.txt” para que se pudesse visualizar os
contetidos génico e repetitivo por meio de graficos. As anotagdes das regides repetitivas, de
retrotransposons, juntamente com dados do "Indice repetitivo" indicaram que os
retrotransposons identificados nesse estudo explicam quase todo o conteido de DNA
altamente repetitivo presente nas 12 regides gendmicas analisadas. Essa forma grafica para
visualizacdo foi bastante 1til, pois também possibilitou a inser¢ao dessas sequéncias no banco
de dados. A referéncia em banco de dados do NCBI (Genbank) do clone BAC sequenciado
anteriormente (ADH180A21) ¢ GU480450.1. As anotacdes completas dos clones BAC estdo
disponiveis no banco de dados ENA com os seguintes numeros de acesso: HF937564-
HF937576.

Para facilitar a visualizagdo das anotag¢des das sequéncias dos clones, foram compiladas
varias andlises, tais como, aquelas realizadas nos softwares Artemis e Gepard (clones vs. 10
retrotransposons LTR), juntamente com o grafico que representa o “indice repetitivo” (figuras
15 a 25). Todos os resultados obtidos sob diferentes perspectivas, se complementaram,
chegando a um resultado comum. Nos graficos a seguir os retrotransposons com sequéncia
completa sdo mostrados em branco com LTRs em azul e os fragmentos de retrotransposons

estdo em cor verde.
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Figura 15: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADHI180A21, utilizando os

programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 16: Grafico mostrando a compilacdo de analises feitas para o clone BAC ADHS51117-ADH83F22,

utilizando os programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice

repetitivo também consta na analise.
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Figura 17: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADH123K13, utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 18: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADH177M04, utilizando os

programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 19: Grafico mostrando a compilacdo de analises feitas para o clone BAC ADH179B13, utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 20: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADH129F24, utilizando os

programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 21: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADH167F07, utilizando os

programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 22: Grafico mostrando a compilacdo de analises feitas para o clone BAC ADH079023-ADH072J06,

utilizando os programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice

repetitivo também consta na analise.
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Figura 23: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADH25F09, utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 24: Grafico mostrando a compilacdo de analises feitas para o clone BAC ADH68E(4, utilizando os
programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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Figura 25: Grafico mostrando a compilagdo de analises feitas para o clone BAC ADHO035P21 utilizando os

programas Artemis e Gepard. O grafico que representa o resultado para o calculo de indice repetitivo também

consta na analise.
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3.4 Estimativa da data de transposi¢do de retrotransposons LTR no genoma A e andlise

de frequéncia

No total, 20 retrotransposons LTR completos estavam presentes nos clones analisados
de A. duranensis: sete Feral; trés FIDEL; trés Pipa; dois Gordo; dois Mico; dois Matita e um
RE128. A média das estimativas das datas de transposi¢do de todos os elementos foi de 1,38
Ma (milhdo de anos) (figura 26), com apenas duas das datas estimadas sendo mais antigas do
que 3,5 milhdes de anos, data de divergéncia entre os genomas A e B.

Sequéncias completas de retrotransposons LTR estavam presentes em cerca de 14,5%
da sequéncia gendmica de A. duranensis analisada, sendo que 14% estava representada por

retrotransposons cuja idade de inser¢do foi estimada em menos de 3,5 milhdes de anos.

Transposigao (Ma)
: 7 : : ; : 2 ! :
— [ .
*

Data de divergéncia estimada entre os genoma Ae B

-
-
-
-

Figure 26: Estimativa da data dos 20 eventos de transposi¢do presentes em doze regides gendmicas de Arachis
duranensis representadas em uma linha do tempo. As linhas verticais dentro da flecha representam os eventos de
transposicdo. A data estimada de divergéncia evolutiva dos genomas A e B, cerca de 3,5 milhdes de anos atras,
estd representada por uma seta preta solida.

Além disso, sequéncias remanescentes de elementos e LTRs-solo foram muito comuns.
Para todos os clones analisados (1,26 Mb), Feral, FIDEL e seus respectivos resquicios de
fragmentos abrangeram cerca de 16,8% do total das sequéncias; Pipa e Pipoka, 8,2%; Gordo,
3,2%; Curu, 1,7%; RE128 1,6%; Mico, 1,5%; Matita 0,9% e Grilo 0,7% (tabela 4 e figura
27). Os dez elementos com sequéncia completa, juntamente com seus fragmentos e partes

remanescente explicam mais de um ter¢o da sequéncia analisada de A. duranensis (34,6%).
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Tabela 4: Porcentagem de retrotransposons LTR presentes em cada BAC e porcentagem de cobertura de cada
elemento em todos os BACs de 4. duranensis.

(Sl FIDEL/ Pipa/ | Gordo Curu RE128 Mico Matita Grilo | Porcentagem de
A. duranensis Feral | Pipoka elementos

ADHO0051117-83F22 46,9 9 6,6 62,4
ADH177M04 20,2 9,9 1,5 6,7 10,6 48,9
ADH179B13 11,1 7.8 14,6 5.1 38,7
ADHI29F24 27,6 8,8 36,4
ADHI167F07 10 19,4 34 32,8
ADH079023-72J06 13,2 10,1 6,2 29,5
ADH25F09 10,4 9,5 6,2 26,1
ADHO068E04 11 11

ADH18B08 7,6 7,6

ADHO035P21 5,9 5,9

Porcentagem de cobertura
em todos os BACs

16,8 | 8,2 | 32 | 1,7 | 1,6 | 1,5 | 0,9 | 0,7 |

1,26 Mb do genoma de 4. duranensis

W FIDEL/ Feral

i Pipa/ Pipoka
Gordo

& Curu

RE128

65,4

Outros Mico

Matita

Grilo

Outros

Figura 27: Grafico ilustrando a frequéncia em porcentagem dos 10 tipos de retrotransposons LTR identificados
nas 12 regides genomicas de 4. duranensis (1,26 Mb).

3.5 Comparagdo entre sequéncias homeo6logas nos genomas A e B de Arachis

Foram selecionados dois clones BAC, sendo um oriundos da biblioteca B de A.
hypogaea e um da biblioteca de A. duranensis, contendo a sequéncia referente ao gene Ara
hl, alérgeno de amendoim. Ambos apresentaram alta similaridade e foram definidos portanto,
como homedlogos, possibilitando a comparacdo entre clones representantes dos genomas A e
B.

A comparagdo realizada por meio de grafico de plotagem utilizando os dois clones BAC
indicou regides microssinténicas contendo cerca de 57 Kb em AHF417E07 (genoma B) e 53
Kb em ADHO035P21 (genoma A) (figura 28). A microssintenia entre estas regides ¢
delimitada por regides sem semelhanca significativa entre os genomas A e B nas
extremidades 5' e 3' das sequéncias de ambos os clones. Dentro da regido microssinténica

existem segmentos contendo alto nivel de identidade, sendo que a regido mais longa com 290
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pb, exibiu 100% de identidade. Esses segmentos altamente semelhantes estavam delimitados
por pequenos segmentos (mais frequentemente mutacdes do tipo indels), sem similaridade
significativa na sequéncia. As sequéncias que flanqueiam as regides microssinténicas sdo
repetitivas em ambos os genomas, porém com natureza totalmente diferente para os dois
genomas. Na extremidade 5' da regido vicinal a regido microssinténica, o genoma A abriga
uma inser¢do do retrotransposon Matita (data de transposi¢ao estimada em 1,1 milhdes de
anos). No mesmo local, o genoma B abriga uma inser¢do do retrotransposon Mico (3,8
milhdes de anos). No limite 3' da regido microssinténica, ambos 0s genomas possuem
sequéncias de DNA repetitivo que sdo completamente diferentes em sua natureza, tornando
dificil a defini¢cdo de sua origem. No genoma B, essa regido abriga alguns fragmentos de um
retrotransposon LTR denominado "Yara".

Os segmentos sem similaridade significativa, situados dentro da regido sinténica,
também mostraram uma tendéncia a serem de origem repetitiva. Em uma dessas regides no
genoma B h4 uma inser¢do de um retrotransposon completo denominado "Joka", que possui
data de inser¢do estimada em 423 mil anos. Outros segmentos menores detectados,
possivelmente, também sdo repetitivos, porém sem origem precisa.

O contetdo génico dos dois genomas dentro da regido microsinténica foi predito como
sendo 0 mesmo, com mesma ordem e orientagdo. A predi¢do para estes genes, na diregdo 5’ -
3' foi de: duas proteinas putativas, uma proteina transmembrana da familia BT1; uma proteina
putativa; duas proteinas inibidoras de tripsina alfa-amilase, uma proteina de proteossomo e
uma proteina Ara hl de reserva na semente (tabela 3).

O padrdo de "granulagao" ou "pontos" apresentados no grafico representam na maioria,
sequéncias curtas com baixa complexidade. Como observado, os genes, os retrotransposons
completos e seus fragmentos truncados formam coordenadas com espagos menos densos no
grafico de plotagem, ao passo que sequéncias intergénicas e sem origem repetitiva tendem a

formar um “caminho” granular denso.
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Figura 28: Grafico de comparagdo das sequéncias homedlogas dos genomas A (clone BAC ADHO035P21) ¢ B
(clone BAC AHF417EQ7). Grafico de plotagem desenvolvido no software Gepard.

As outras duas regides homeologas dos genomas A e B comparadas estavam presentes
nos clones BAC de A. duranensis (ADHO68E(04 — genoma A) e de A. ipaénsis (AIPA147A20
- genoma B) (figura 29). Essas duas regides possuem um marcador para gene que codifica a
enzima DNA girase (Leg 128, Fredslund et al., 2006) e apresentaram microssintenia ao longo
de 43kb e 47kb, respectivamente. As regides microssinténicas estio situadas nas extremidades
5' e 3' dos clones BAC de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. As regides
microssinténicas foram representadas quase que inteiramente por segmentos de sequéncia
muito semelhantes, interrompidas por regides sem similaridade aparente (mais
frequentemente, correspondendo a mutagdes do tipo indels). O segmento mais longo com
100% de identidade possui 331 pb. Foram detectadas 15 interrupgdes distintas, sendo quatro
repetitivas.

Os genes preditos para as regides microssinténicas nos dois clones sdo quase que
inteiramente os mesmos: proteina glicosil fosfatidil inositol transamidase; proteina de
biossintese de oligossacarideo; proteina transportadora mitocondrial; duas elongases de acidos
graxos, € os genes que codificam a enzima girase de DNA. A sequéncia de A. ipaénsis
AIPA147A20 (genoma B) contém um gene putativo extra antes do primeiro gene que codifica
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a elongase de acido graxos, e um dominio C2 adicional antes do gene que codifica a girase.
No clone AIPA147A20, o gene que codifica a girase estd truncado no final da sequéncia do
clone de BAC.

As sequéncias dos genes putativos preditos nos clones homeologos estdo disponiveis
em bancos de dados de dominio publico com os seguintes nimeros de acesso: CCW28718 —

CCW28854.

Arachis ipaénsis AIPA147A20 (Genoma B)
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Figura 29: Grafico de comparagdo das sequéncias homedlogas dos genomas A (clone BAC ADH68E04) e B
(clone BAC AIPA147A20). Grafico de plotagem desenvolvido no software Gepard.
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4. Discussao

Uma caracteristica intrigante acerca dos genomas eucarioticos ¢ o fato de que os genes,
que possuem maior significado funcional, ocupem apenas uma pequena fracdo do genoma. Ja
o DNA repetitivo ocupa a maior parte do genoma e determina a estrutura em larga escala dos
cromossomos (Schmidt & Heslop-Harrison, 1998).

Neste trabalho, foi investigada a natureza do DNA repetitivo presente no subgenoma A
de amendoim. O amendoim cultivado ¢ um alotetraploide do tipo AB (Smartt et al., 1978;
Smartt & Stalker, 1982). Em termos de investigacdo acerca da estrutura genOmica de
leguminosas, o amendoim pode ser considerado muito informativo, pois filogeneticamente,
ele € um grupo separado da maioria das outras leguminosas de importancia econémica (Lavin
et al., 2001; Lewis et al., 2005). Além disso, 0 amendoim torna-se um importante objeto de
estudo, em virtude dos componentes genomicos A e B proximamente relacionados. A partir
de alguns estudos foi possivel estimar a data de divergéncia entre esses dois componentes
gendmicos em 3 — 3,5 milhdes de anos atras (Nielen ef al., 2012; Moretzsohn et al., 2013).
Apenas muito recentemente eles se uniram por meio de um evento de poliploidizacao
(Bertioli et al., 2011).

Em trabalhos anteriores, hibridizagdes in situ por fluorescéncia (FISH) feitas utilizando
como sondas 27 clones BAC de Arachis duranensis, selecionados quanto a presenga de genes,
apresentaram sinais de hibridizacdo dispersos principalmente nos cromossomos A de
amendoim (Araujo et al., 2012). A observacao do padrdo difuso desses sinais foi semelhante
ao observado quando retrotransposons identificados em Arachis foram utilizados como
sondas (Nielen et al., 2010; 2012), sendo claramente diferentes de sinais pontuais obtidos para
hibridizacdo com sondas contendo o gene Ara h2 (alérgeno de amendoim) e Ara h 6
(relacionado a conglutina) em Arachis spp. (Laura Ramos et al., 2006). Essas observacdes
indicaram que os sinais eram caracteristicos de hibridizagdo com sequéncias de DNA
repetitivo, o que induziu a uma investigacdo da natureza e frequéncia desses elementos
repetitivos em amendoim, assim como da especificidade pelo genoma por meio do
sequenciamento de alguns clones BACs.

Foram utilizados os métodos Sanger e 454 para o sequenciamento desses clones. Para
um clone especifico, foram comparadas montagens obtidas por ambos os métodos. Apesar
dos resultados do sequenciamento terem sido amplamente consistentes, algumas inversodes e

regides de baixa complexidade (segmentos A/T e outros) foram detectadas nesse clone,
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corroborando a grande dificuldade para gerar uma representacdo completamente correta de
sequéncias gendmicas que contém elementos repetitivos e que utilizam essas tecnologias de
sequenciamento (Kuhn et al., 2012). Em relacdo ao sequenciamento pela técnica Illumina
(http://www.illumina.com/), que gera sequéncias de menor tamanho, esses problemas tendem
a ser mais agudos. A montagem de sequéncias gendmicas mais curtas, por exemplo, sdo
muitas vezes realizadas a partir do descarte de sequéncias repetitivas, pois estas dificultam a
montagem. Em contrapartida, sequéncias repetitivas perfazem a maior parte do genoma, o que
torna complicado o estudo de forma mais abrangente.

Juntamente com a localizacdo de sequéncias de copias unicas (genes) pela técnica de
FISH, mapeamento genético e sequenciamento do genoma, a localizacdo de sequéncias
repetitivas nos clones podem auxiliar o entendimento acerca dos processos evolutivos que
ocorrem no genoma a longo, médio e curto prazo, além de proporcionar uma visdo mais
aprofundada acerca da organiza¢do em larga escala de sequéncias repetitivas especificas do
genoma de amendoim.

No total, 1,26 Mb de sequéncia gendmica derivadas de 12 regides gendmicas do
genoma A de A. duranensis foram analisadas. Para identificar sequéncias repetitivas foram
utilizadas plotagens, buscas por similaridade com sequéncias depositadas em bancos de dados
e softwares como o LTR FINDER. Plotagens comparativas utilizando as sequéncias dos
clones BACs contra elas mesmas e umas contra as outras mostraram que todas essas
sequéncias continham trechos repetitivos, indicando a presenca de retrotransposons LTR.
Foram identificados dez diferentes tipos de retrotransposons LTR completos nos clones BAC
analisados: FIDEL e Matita, retrotransposons de amendoim ja& identificados (Nielen et al,
2010; 2012), e oito novos retrotransposons.

O elemento mais abundante, denominado Feral, apresentou alta similaridade com as
sequéncias dos LTRs e na regido 3' ndo traduzida de FIDEL, porém com uma grande
diferenga nas regides de codificagdo e regido 5' ndo traduzida. Além disso, enquanto FIDEL ¢
um retrotransposon autdbnomo que codifica todas as proteinas essenciais para sua
transposi¢do, o retrotransposon Feral ndo codifica a enzima transcriptase reversa, portanto, ¢
considerado como um elemento ndo-autdnomo. Parece mais provavel que Feral seja um
parasita de FIDEL. Além de retroelementos completos, foram identificadas muitas sequéncias
repetitivas fragmentadas, especialmente LTR-solos e sequéncias remanescentes de elementos

de transposi¢do. No total, os elementos completos e fragmentos derivados dos elementos
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FIDEL e Feral compdem cerca de um sexto das regides analisadas do genoma de A.
duranensis.

O terceiro elemento mais frequente foi o retrotransposon Pipa. Este elemento ndo possui
regides que codificam proteinas conhecidas presentes em retrotransposons, 0 que
provavelmente o tornou do tipo ndo-autonomo. No entanto, ele possui uma ORF com fun¢ao
desconhecida préxima a regido do LTR 5°. Um retrotransposon autonomo com similaridade
significativa a sequéncia de Pipa também foi identificado e chamado de Pipoka.

Uma caracteristica interessante entre Feral e Pipa ¢ que ambos codificam proteinas que
sdo completamente diferentes daquelas codificadas por seus provaveis pares autdbnomos.
Estudos anteriores demonstraram que os transposons de DNA e retrotransposons podem
"capturar" sequéncias de genes (Alix et al., 2008) e a amplificagdo de tais sequéncias de
codificacdo podem desempenhar um papel importante ndo s6 na amplificacdo de genes, mas
também na divergéncia entre genomas. Embora ndo possamos atribuir qualquer significado
bioldgico para os elementos nao-autonomos descritos neste trabalho, torna-se evidente que
Feral e Pipa ndo sdo derivados de seus pares autdbnomos simplesmente pela degradagdo
mutacional e exclusdo de partes de sequéncias. Eles provavelmente evoluiram por meio de
mecanismos complexos ou atipicos para se tornarem elementos nao-autonomos.

Outro elemento abundante, chamado de Gordo, possui repeti¢des em tandem dentro de
seus LTRs e também ¢ do tipo ndo-autdnomo. Retrotransposons menos abundantes e
autonomos foram denominados de Curu (que tem LTRs excepcionalmente longos com 3448
pb), RE-128, Mico e Grilo.

Estes oito novos retrotransposons ocupam uma propor¢ao surpreendente das regides
gendmicas analisadas (1,26 Mb). FIDEL e Feral, juntamente com Pipa e Pipoka perfazem um
quarto das sequéncias, e estes quatro, juntamente com Gordo e Curu, perfazem um terco.

A frequéncia de elementos repetitivos nos genomas deve ser analisada levando-se em
conta o tipo de sequenciamento e as estratégias de montagem utilizadas, além do tamanho do
genoma. A presenga elevada de retrotransposons LTR de Classe I, observada no género
Arachis nesse estudo, ja havia sido documentada em muitas monocotiledoneas e
dicotiledoneas, tais como Sorghum bicolor (55%), milho (79%), arroz (26%) (Paterson et al.,
2009), Medicago truncatula (26,5%) (Medicago truncatula Genome Project), soja (42%)
(Schmutz et al., 2010) e Lotus japonicus (19,23%) (Sato et al., 2008). Além disso, elementos

ndo-autonomos abundantes e de origem recente, LTRs-solo e agrupamentos de retroelementos
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dentro de outros, tém sido observados em outros genomas de plantas (Wawrzynski et al.,
2008; Schmutz et al., 2010).

A evidéncia de que os componentes repetitivos presentes nas sequéncias gendomicas A e
B de Arachis tém divergido rapidamente ¢ apoiada pela constatagdo de que os
retrotransposons mais abundantes estdo predominantemente localizados nos cromossomos de
apenas um genoma (Nielen ez al., 2010). E também corroborada pelo fato de que, quase todos
os eventos de transposicdo determinados t€ém menos de 3,5 milhdes de anos, que ¢ a data
estimada para a divergéncia evolutiva entre os genomas A e B (Nielen et al., 2012;
Moretzsohn et al., 2013). No total, 14% das regides sequenciadas do componente gendomico A
de A. duranensis esta ocupada por retrotransposons completos inseridos a menos de 3,5
milhdes de anos.

O padrao granular presente nos graficos de plotagem sdo relativos a presenga de
sequéncias curtas com baixa complexidade que se acumulam numa escala de tempo
evolucionario longa em virtude do “deslize” da DNA polimerase durante a replicagdo. Este
padrdo estd ausente nos graficos quando sdo observados os exons de genes, presumivelmente,
porque mutagdes em exons tendem a ser eliminadas pela selecdo natural. Esse padrao também
estd ausente nos retrotransposons completos e nas sequencias remanescentes, provavelmente
em virtude de uma origem recente.

O software FGENESH previu muitos genes ao longo das sequéncias dos clones BAC
analisados. Esses resultados foram corroborados pela comparacdo com sequéncias disponiveis
no banco de dados do PfamA, sequéncias de proteinas de Arabidopsis ou soja e, com ESTs de
Arachis, que forneceram fortes evidéncias da ocorréncia de transcricdo a partir de
retrotransposons.

Caso nao sejam identificados corretamente, os retrotransposons e suas sequéncias
remanescentes podem tornar confusa a anotacdo do genoma de amendoim que estd em
andamento. Além disso, como observado por Wang et al. (2012), genes relacionados a
retrotransposons podem ser anotados dentro da fracdo génica, subestimando o contetido
repetitivo do elemento no genoma.

Para as duas regioes homedlogas dos genomas A e B de Arachis que foram comparadas,
as por¢des microssinténicas estdo flanqueadas por regides de DNA repetitivo que eram
completamente diferentes nos genomas A e B. Em ambos os casos, dentro das regides

microssinténicas, existem segmentos altamente conservados (com aproximadamente 95% de
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identidade), pontuados por segmentos sem homologia significativa. Possivelmente estes
segmentos pertenciam a uma classe repetitiva.

Esses dados indicam o papel fundamental de DNA repetitivo na erosdo de similaridade
de sequéncia desde a divergéncia estrutural dos genomas A e B. Esta divergéncia ndo ¢
distribuida uniformemente, e sim concentrada principalmente nas regides intergénicas.
Portanto, as sequéncias dos genes e a ordem entre eles permanecem altamente conservadas.
Isso fornece uma solucdo para o aparente paradoxo da dinamica entre elementos repetitivos e
a conservacdo das fragdes génicas na estrutura de genomas.

O artigo cientifico referente a esse estudo encontra-se no anexo 4.
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5. Conclusao

Neste estudo, foi demonstrado que uma proporc¢ao substancial do componente altamente
repetitivo do genoma do amendoim estéd representado por um numero relativamente pequeno
de retrotransposons LTR. Trés dos elementos mais abundantes sdo ndo-autdnomos, sendo que
dois deles parecem ter seu par autbnomo para auxiliar na atividade de transposicao.

A partir disso, tornou-se evidente que estes retrotransposons € seus respectivos
fragmentos truncados poderiam tornar-se um grande fator dificultador para a anotacdo de
genes, caso nao fossem corretamente identificados.

Foi mostrado também, que esses elementos possuem predominantemente uma origem
evolutiva recente, com data de divergéncia evolutiva aparentemente posterior aquela estimada
para os genomas A e¢ B do amendoim. Claramente, estes elementos contribuiram de forma
notavel para a divergéncia desses genomas. Os genomas A ¢ B possuem segmentos de DNA
altamente semelhantes, porém interrompidos por segmentos de DNA repetitivo que ndo
apresentam sequéncias correspondentes. Além disso, observagdes sobre dois pares de
segmentos homedlogos dos genomas A e B indicam que os retrotransposons identificados
neste estudo, juntamente com outros DNAs repetitivos tém desempenhado um papel
importante na remodelacdo do genoma, especialmente em regides intergénicas, ao longo do

tempo evolutivo.
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quitu[b 91

Caracterizagdo do conteudo repetitivo dos genomas de Arachis duranensis
(genoma A) e Arachis ipaénsis (genoma B) e sua distribui¢gdo em cromossomos

de amendoim
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1. Introducao

Ao longo dos tltimos anos, o sequenciamento gendmico de plantas evidenciou que os
genomas sdo compostos principalmente por sequéncias repetitivas, que diferem entre si em
sua distribuicdo, tipo de sequéncia, numero de pares de bases, nimero de copias e regides
codantes. Dois tipos sdo reconhecidos: as sequéncias repetitivas dispersas de forma
intercalada e aquelas organizadas em tandem. As sequéncias repetitivas dispersas encontram-
se normalmente distribuidas em todo o genoma e constituem uma consideravel fracdo. Dentre
essas sequéncias, as mais frequentes sdo os elementos genéticos de transposicdo (TEs),
descobertos primeiramente no genoma do milho (McClintock, 1951).

Os TEs estao classificados em Classe I ou II, dependendo da presenca de intermediarios
de RNAm (RNA mensageiro) em seu mecanismo de transposicdo. Os elementos de Classe I
ou retrotransposons utilizam o mecanismo de transcri¢do reversa para inser¢do da copia em
novo sitio do genoma, sempre catalizado pela enzima transcriptase reversa. Nessa Classe
estdo os retrotransposons com longas repeticdes terminais (Long Terminal Repeats),
denominados retrotransposons LTR, considerados os mais abundantes na maioria dos
genomas de plantas (Pearce et al., 1996; SanMiguel et al., 1996; SanMiguel & Bennetzen,
1998; Turcotte et al., 2001; Gaut & Ross-Ibarra, 2008), sendo divididos em duas principais
superfamilias denominadas 7y3-Gypsy e Ty1-Copia (Xiong & Eickbush, 1990).

Os retrotransposons podem atuar, por exemplo, em resposta as condi¢des ambientais e
estresses, em etapas do metabolismo, desenvolvimento, reproducdo e morfogénese
(Schulman, 2013). Isso acontece porque as duplica¢des recorrentes, atividades de transcri¢do
e excisdo/integracdo desses TEs implicam em varias consequéncias, tais como o aumento do
tamanho do genoma hospedeiro (Estep ef al., 2013; Park et al., 2012), mutagdes de inser¢ao
(Duangpan et al., 2013), controle epigenético (da expressdo) de genes (Lisch & Bennetzen,
2011), duplicagdo e transposicao de genes completos ou segmentos génicos (Wicker et al.,
2010) e, ainda, na atuagdo desses elementos como promotores ou sinais regulatdrios
(Kashkush & Khasdan, 2007). Devido a essa capacidade de transposi¢do, os TEs podem estar
presentes em um grande nimero de copias no mesmo genoma e, apesar da degeneragdo
dessas sequéncias ocorrer evolutivamente, sabe-se que sequéncias remanescentes, fragmentos
e LTRs-solo derivados de recombinacdo ilegitima (Shirasu et al., 2000; Bennetzen et al.,

2005), podem permanecer no genoma, mesmo na auséncia do elemento completo.
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Amendoim era até muito pouco tempo atras, uma cultura mal representada em termos
de sequéncia completa de seu genoma e de estudos sobre gendmica estrutural, comparando-se
a outras plantas-modelo ou aquelas com importancia econdmica mais evidente, tais como
Arabidopsis, arroz e soja. Entretanto, recentemente, mesmo na auséncia da sequéncia do
genoma completo de amendoim ou de qualquer parente silvestre, estudos contemplando a
estrutura genOmica organizacional do amendoim foram realizados, principalmente via
citogenética (Seijo et al., 2004; 2007; Nielen at al., 2010; 2012; Bertioli et al., 2013),
constru¢do de mapas de ligacao (Halward et al., 1993; Garcia et al., 1995; Burow et al., 2001,
Moretzsohn et al., 2005; 2009; Leal-Bertioli et al., 2009; Foncéka et al., 2009; Varshney et
al., 2009; Hong et al., 2010; Khedikar et al., 2010; Gautami ef al., 2012; Qin et al., 2012;
Shirasawa et al., 2013) e por meio de estudos utilizando bibliotecas BAC (Yiiksel & Paterson,
2005; Guimaraes et al., 2008).

Nos ultimos anos, uma iniciativa internacional designada IPGI (The International
Peanut Genome Initiative - http://www.peanutbioscience.com) se dedicou com sucesso na
obtencdo das sequéncias completas do genoma dos progenitores do amendoim, 4. duranensis
e A. ipaénsis (http://peanutbase.org/files/genomes/). As sequéncias dos genomas dos parentais
diploides sdo consideradas excelentes arcabougos para a montagem do genoma tetraploide
completo do amendoim: o genoma de A. duranensis como um modelo para o subgenoma A
do amendoim, e A. ipaénsis, para o subgenoma B. Andlises comparativas entre os genomas A
e B nas espécies silvestres e os subgenomas A e B na espécie cultivada contribuirdo para
decifrar alteragdes gendmicas que levaram a domesticagdo do amendoim.

Como descrito em outras plantas, o genoma do amendoim também esta repleto de TEs
(Bertioli et al., 2013). Junto aos MITE (Miniature Inverted-Repeat Transposable Element -
Miniaturas de Elementos de Transposicdo com Repeti¢cdes Invertidas), os retrotransposons
LTR s3o os que tém contribuido notavelmente na organizacdo e evolucao desse genoma. O
primeiro retrotransposon identificado em amendoim foi denominado FIDEL, pertencente a
superfamilia 7y3-Gypsy (Nielen et al., 2010). Analises da distribuicdo desse elemento por
hibridizacdo in situ por fluorescéncia em cromossomos de amendoim mostraram sua maior
frequéncia no subgenoma ou componente repetitivo A, principalmente nas regides dos bragos.
O ntmero de copias estimado para FIDEL foi de 3.000 e 820 por genoma haploide,
respectivamente, sendo este elemento menos frequente em regides proximas a genes de copia
unica. Apesar da maioria das copias de FIDEL possivelmente encontrarem-se

epigeneticamente silenciadas, dados de estudos com ESTs (Expressed Sequence Tags —
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Etiquetas de Sequéncia Expressa) indicaram ocorréncia de atividade, e que a transcri¢ao desse
elemento pode estar ligada a estresses bioticos e a seca (Brasileiro et al., 2012). Outro
elemento identificado, denominado Matita, ¢ um 7y/-Copia pertencente a linhagem Bianca
(Nielen et al., 2012). Possui aproximadamente 520 cdpias no genoma haploide do amendoim
e esta distribuido na mesma frequéncia nos subgenomas A e B, principalmente nas regides
distais dos bragos dos cromossomos. Matita exibe uma tendéncia significativa de abundancia
em regides proximas a genes de resisténcia. Em estudo recente (Bertioli et al., 2013), ja
discutido no Capitulo I, andlises das sequéncias (1,26 Mb) de 12 clones BAC pertencentes a
A. duranensis (genoma A), determinaram que a maioria do conteudo repetitivo poderia ser
explicado pelas varias copias de apenas dez diferentes retrotransposons LTR, incluindo
FIDEL e Matita e seus respectivos fragmentos e LTRs-solo.

Com o avango das metodologias de sequenciamento massal para obtencdo de genomas
eucarioticos completos, a ocorréncia de TEs pode ser considerada uma presenca
inconveniente, que dificulta enormemente a montagem mais precisa das sequéncias de DNA e
anota¢do acurada de genes, inclusive para o amendoim. Entretanto, reconhece-se que a
onipresenca ¢ abundancia desses elementos de repeti¢do em genomas de eucariotos indicam
sua importancia no genoma (Vesely et al., 2012).

Apesar da func¢do ainda indeterminada para a maior parte desses elementos, fica claro
que estes representam um fator critico na evolugdo génica e gendmica, pois evolutivamente,
podem apresentar um intenso nivel de atividade. Portanto, a identificagdo e anotagdo desses
retrotransposons LTR sdo consideradas informagdes fundamentais necessarias para a
compreensdo da estrutura, do funcionamento e da evolucdo do genoma de amendoim. Além
disso, o conhecimento dessas sequéncias repetitivas no genoma ¢ essencial para a anotacao de
genes e comparacdo entre sequéncias gendmicas apropriadamente, agora que o
sequenciamento massal foi realizado em Arachis spp. A abundancia desses elementos no
genoma, sem que haja uma anotagdo consistente, pode comprometer toda a ordem estrutural
da sequéncia do genoma de amendoim.

Portanto, nesse capitulo sdo apresentadas ferramentas computacionais eficientes e
acessiveis bem como uma compilacio dos dados de identificacdo, caracterizagdo,
determina¢do da distribui¢do nos genomas, carater de autonomia para transposicao,
frequéncia, idade, relacdo espacial e funcional com genes, seu potencial codante e anotagdo
apropriada do contetido repetitivo presente nas sequéncias gendmicas completas de A.

duranensis e A. ipaénsis, de forma comparativa entre os retrotransposons LTR nos dois
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genomas. Regides homeodlogas presentes em A e B também serdo comparadas para verificar
possivel origem de divergéncia desses genomas. Esse ¢ um trabalho pioneiro, pois trata de
analises comparativas entre o conteudo repetitivo dos genomas A e B de Arachis, focando em
retrotransposons LTR. Os dados aqui obtidos poderdo auxiliar no entendimento acerca da
evolucdo do genoma do amendoim e na anotacdo do contetido génico proveniente do

sequenciamento gendomico completo recém obtido.
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2. Material e Métodos

2.1 Sequenciamento gendmico de Arachis duranensis e Arachis ipaénsis

Foram utilizadas sequéncias dos genomas de Arachis duranensis (acesso V14167) e
Arachis ipaénsis (acesso KG30076) obtidas na colaboragdo com a UC Davis Genome Center
(CA — EUA), bem como dados de sequenciamento obtidos pelo BGI (China). A montagem
das sequéncias genomicas foi realizada por meio da colabora¢dao das empresas BGI, USDA-
ARS, Ames-IA e UC Davis Genome Center, utilizando os softwares De Bruijn graph based
assembly (v. 2), CLC Assembly Cell, SSPACE scaffolding software, GapClosed (v. 1) e
Allpaths LG assembly (v. 2), sob os auspicios da Peanut Foundation, MARS Inc. e as
academias chinesas Henan Academia de Ciéncias Agrarias ¢ Shandong Academia de
Ciéncias. A lista completa das instituigdes envolvidas e as fontes de financiamento estdo
disponiveis em http://www.peanutbioscience.com. Versdes parciais e definitivas dos dados de
sequenciamento foram geradas e organizadas em scaffolds (contigs gendmicos), totalizando
1,24 Gb (Gigabases) para o genoma de A. duranensis (genoma A) e 1,5 Gb para A4. ipaénsis
(genoma B).

2.2 Componente repetitivo do genoma de A. ipaénsis (genoma B)

2.2.1 Identificagdo de retrotransposons LTR

Para identificagdo de retrotransposons LTR no genoma B foi utilizado o software
LTR FINDER (Xu & Wang, 2007) que possibilitou a comparagdo entre as sequéncias
gendmicas em formato FASTA com um vasto banco de dados contendo sequéncias de
retrotransposons LTR de Arabidopsis thaliana. A utilizagdo do algoritmo Smith-Waterman
(Smith & Waterman, 1981) auxiliou no ajuste e pareamento dos pares de LTRs candidatos
identificando inicialmente as regides TG..CA box, TSR (Target Site Repeat) e LTRs (Long
Terminal Repeat). Também foram identificadas as regides PBS (Primer Binding Site), PPT
(Polypurine Tract) e ORFs putativas (Open Reading Frames) para cada retrotransposon LTR
identificado. O resultado contendo as coordenadas relativas a cada elemento foi utilizado para
formatar um arquivo contendo as sequéncias em formato FASTA, com o auxilio de um script

Perl (http://perl.org.br/) (Anexo 3-A).
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Para compreender a relagdo entre os retrotransposons LTR identificados e classifica-los
em familias foram utilizadas duas metodologias: agrupamento de sequéncias similares de
retrotransposons e comparacao entre sequéncias por meio de graficos de pontos (dot plots). A
primeira metodologia foi aplicada para o sequenciamento preliminar de A. ipaénsis (800
Mpb), enquanto a segunda, para a versao contendo o sequenciamento completo de 4. ipaénsis

(1,5 Gb).

2.2.2 Agrupamento de sequéncias de retrotransposons LTR

Sequéncias consenso (contigs) derivadas do alinhamento entre os retrotransposons
foram produzidas pela ferramenta CAP3 (Huang & Madan, 1999). Essa ferramenta alinha e
calcula valores de sobreposi¢do entre multiplas sequéncias. Para isso foram utilizados os
parametros padrdo de analise, sem valores de qualidade. O trecho de sequéncia que
apresentou maior similaridade em cada alinhamento entre os elementos (e-value < 1x10°),
denominado de top HSP (High-scoring Segment Pair), foi “recortado”, selecionado como
referéncia e comparado com todas as sequéncias dos retrotransposons LTR, com auxilio da
ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1997). O resultado representando a relagdo entre essas
sequéncias, na forma de agrupamentos, foi visualizado na interface do software Biolayout
Express 3-D (http://www.biolayout.org). Esta ferramenta facilitou a conversdo dos dados de
sequéncia obtidos para graficos 3-D baseando-se na correlagdo entre as sequéncias analisadas,
possibilitando que o grande conjunto de dados pudesse facilmente ser interpretado a partir da

representacdo esquematica dos agrupamentos das sequéncias.

2.2.3 Comparacao entre sequéncias de retrotransposons LTR (grafico de pontos ou dot

plots)

Graficos de comparagdo (dot plots) entre sequéncias de retrotransposons LTR foram
produzidos pelo software Gepard (Krumsiek et al., 2007). Essa metodologia permitiu
corroborar os agrupamentos produzidos pelo Biolayout Express 3-D e auxiliou a identificagdo
e classificacdo dos retrotransposons LTR presentes na versdo completa do sequenciamento
gendmico (1,5 Gb).

Foram realizadas comparacdes por meio de dot plots entre todas as sequéncias de

retrotransposons LTR de cada agrupamento contra elas mesmas, ou ainda, contra sequéncias
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selecionadas aleatoriamente dentro do mesmo agrupamento.

Com objetivo de ampliar o numero e o tipo de retrotransposons LTR identificados pelo
método de agrupamento utilizado para a versdo preliminar do genoma B (800 Mb), os
retrotransposons LTR identificados pelo LTR_FINDER na versdo completa (1,5 Gb) foram
separados em arquivos menores € comparados contra eles mesmos também por dot plots. O
resultado dessa comparagdo permitiu a identificacdo de novos elementos, baseando-se no

perfil de diagonal obtido.

2.2.4 Caracterizagdo e classificagdo dos retrotransposons LTR em familia e superfamilia

Para a classificagdo dos retrotransposons LTR em familias compostas por elementos
autonomos ou nao-autonomos, e superfamilias do tipo 7yI/-Copia ou Ty3-Gypsy foi
necessaria a determinagdo da estrutura génica de todos os elementos identificados. Para isso,
arquivos contendo as sequéncias dos elementos similares em formato FASTA foram
analisados separadamente pelo software Artemis (Rutherford et al., 2000). Dentro da interface
desse programa foram identificadas as sequéncias codantes (CDS - Coding Sequences) com
tamanho minimo de 50 pb. Essas sequéncias foram comparadas com sequéncias de mais de
10.000 familias de proteinas presentes no banco de dados do Pfam-A4 (Eddy, 2011)
(http://pfam.sanger.ac.uk/). Com auxilio de um script Perl (Anexo 3-B), os resultados
contendo os kits positivos que apresentaram e-value < 1x10™ foram organizados em arquivo
de texto e visualizados na interface do Artemis.

A partir da andlise do contetido génico, juntamente com a comparacgao entre o tamanho
e a conservacdo entre as sequéncias dos elementos similares, foi possivel realizar a
classificagdo em familia e superfamilia. Para anotagdo e submissdo em banco de dados foi
selecionado um tnico retrotransposon LTR representante para cada familia descrita para o
genoma de A. ipaénsis. Para a selegdo do elemento representante foram utilizados critérios
tais como: plotagens coerentes que revelaram o perfil completo de um retrotransposon LTR;
conservagdo entre a sequéncia selecionada e os demais elementos da familia; escolha de
elementos que apresentaram o maior numero de genes necessarios para a transposi¢do e a
menor estimativa da data de transposi¢@o, quando possivel, além da corre¢do da orientacdo da
sequéncia para direcdo 5° — 3.

Foi feita uma comparagio utilizando BLASTn (e-value de 1x10™") com as sequéncias

dos elementos representantes contra o arquivo contendo todos os retrotransposons
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identificados no genoma completo de 1,5 Gb pelo LTR_FINDER. Os resultados contendo as
coordenadas de cada retrotransposon LTR e sua respectiva familia de origem foram
organizados em tabela e, com auxilio de um script Perl, as sequéncias desses elementos foram
separadas. Essa separacdo possibilitou a inspe¢do manual da qualidade e confiabilidade das
sequéncias, assim como a contagem do niimero de retrotransposons LTR presentes em cada

familia identificada no genoma de A. ipaénsis.

2.3 Componente repetitivo do genoma de A. duranensis (genoma A)

A identificag¢do de retrotransposons LTR no genoma completo de 4. duranensis (1,24
Gb) foi realizada pelo software LTR_FINDER. Utilizando as sequéncias dos retrotransposons
LTR representantes selecionados de cada familia do genoma B, foi realizada uma
comparagio, por meio da ferramenta BLASTn e utilizando o e-value de 1x10™, com todos os
retrotransposons LTR identificados pelo LTR_FINDER no genoma A. Os resultados foram
organizados em tabela e, com auxilio de um script Pyton (http://www.atgc.org/), as
sequéncias de elementos do genoma A similares aos do genoma B foram identificados. A
caracterizagdo, classificacdo em familias, superfamilias de retrotransposons LTR e sele¢ao de
elementos representantes para o genoma A foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita para o genoma B. Com isso, foi possivel obter a comparacdo entre as familias de
retrotransposons LTR presentes nos genoma A e B de Arachis. A estratégia utilizada neste
estudo para a identificagdo de retrotransposons LTR nos genomas A e B ¢ mostrada na figura

30.

A. ipaénsis (Genoma B)

A. duranensis (Genoma A)

| — ] | —p |

N _Las5535°777 Utilizagdo das sequéncias dos
clementos representantes de cada
familia identificada no genoma B

para busca de retrotransposons
. . LTR similares no genoma A

Identificagdo, caracterizagdo ¢ [ I
classificagdo dos retrotransposons LTR
em familia e superfamilia

Retrotransposons

Retrotransposons

Identificagdo, caracterizagdo e
classificagdo dos retrotransposons LTR

, em familia e superfamilia

Comparacio entre os
retrotransposons LTR
presentes nos genomas A e B

Figura 30: Identificagdo de retrotransposons LTR nos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénsis,
respectivamente.
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Elementos presentes apenas no genoma A foram identificados por grafico de pontos ou

dot plot.

2.4 Estimativa das datas de transposicao dos retrotransposons LTR nos genomas de A.

duranensis (genoma A) e A. ipaénsis (genoma B)

As sequéncias referentes aos LTRs 5” e 3° de cada retrotransposon foram separadas com
auxilio de um script Perl (Anexo 3-C), e alinhadas pelo software Muscle (Edgar, 2004) para
identificacdo dos eventos de mutagdo ocorridos em cada LTR (insergdes, delegdes ou
substitui¢des), necessarias para o calculo de estimativa da data de transposi¢do dos elementos.
As datas de transposi¢do foram estimadas pelo método de divergéncia das por¢des LTR,
utilizando a equagdo t = K/2r, onde t ¢ a idade, K ¢ o nimero de substitui¢des de nucleotideos
por local entre cada par de LTR, e r, a taxa de substituicdo de nucleotideo de 1,3x10® por
sitio, por ano, como descrito no estudo publicado por Ma & Bennetzen (2004). Esse célculo e
a organizacao dos dados foram feitos por um script Perl (Anexo 3-D). A média entre as datas
de transposicdo dos elementos foi calculada e graficos representando as médias de cada
familia e graficos contendo a distribuicdo de idades para cada familia separadamente foram

organizados em Excel.

2.5 Nomenclatura e anotagdo das sequéncias de retrotransposons LTR representantes

dos genomas de A. duranensis (genoma A) e 4. ipaénsis (genoma B)

Familias presentes em ambos os genomas foram igualmente nomeadas, porém a
nomenclatura completa para cada elemento diferiu, baseada em diferengas tais como: genoma
de origem; niimero de acesso no banco de dados gendémico analisado; nome da familia;
autonomia de transposi¢do ou ndo; e superfamilia (7y1-Copia ou Ty3-Gypsy).

Para a anotacdo das sequéncias dos elementos representantes foram utilizadas as
principais coordenadas identificadas pelo programa LTR FINDER, como o tamanho da
sequéncia completa do retrotransposon, bem como de seus LTRs, e os dominios TSD, PBS e
PPT. Os genes identificados pelos softwares Artemis e pfamA (ver item 2.2.4) foram anotados
como pseudogenes. A estimativa da data de transposi¢do de cada retrotransposon no seu
respectivo genoma também foi incluida na anotagao.

A inclusdo das sequéncias dos elementos representantes no banco de dados GenBank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) foi realizada por meio da ferramenta opcional de
submissdo denominada Bankit. Para a submissdo foram requeridas tabelas em formato
especifico contendo cinco colunas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/html/help/feature-

table.html), incluindo as principais caracteristicas de cada elemento.

2.6 Estimativa da frequéncia dos retrotransposons LTR nos genomas e pseudomoléculas

AeB

Para estimar a frequéncia de ocorréncia dos retrotransposons LTR de cada familia
identificada no genoma de A. duranensis (1,24 Gb), A. ipaénsis (1,5 Gb) e nas suas
respectivas pseudomoléculas (sequéncias equivalentes aos cromossomos), o software
RepeatMasker v-4.0.3 (http://www.repeatmasker.org/) foi utilizado com os seguintes
parametros: “-nolow” para ndo mascarar sequéncias de baixa complexidade ou repeti¢des
simples; “-x” para mascarar as sequéncias de interesse (sequéncias dos elementos
representantes); “-gff” para criar um arquivo de saida em formato de tabela ou Gene Feature
Finding format contendo as coordenadas de sequéncias mascaradas para cada elemento nos
genomas. Foram utilizados para andlises apenas os scaffolds gendmicos contendo 2.000 pb ou
mais. A partir dos resultados obtidos, célculos foram realizados utilizando a propor¢do de
sequéncias mascaradas ou utilizando o arquivo de saida em formato de tabela em Excel.
Graficos foram obtidos separadamente, mostrando a porcentagem e o numero de
retrotransposons LTR com sequéncias completas em cada familia identificada nos genomas A
e B.

A distribuicdo das familias de retrotransposons LTR nas pseudomoléculas AO1 (similar
ao cromossomo 1 de A. duranensis) e BOl (similar ao cromossomo 1 de A4. ipaénsis) foi
avaliada por meio da ferramenta BLASTn (e-value 1x10™®"). As sequéncias dos elementos
representantes de algumas familias selecionadas nos dois genomas foram comparadas com as
sequéncias das respectivas pseudomoléculas e, o numero de Aits positivos foram quantificados
e avaliados quanto a distribui¢do por meio de graficos construidos em Excel na escala de 2

Mb.

101



2.7 Distribui¢do dos retrotransposons LTR nos cromossomos de amendoim por FISH

(hibridizagdo in situ por fluorescéncia)

2.7.1 Obtengao de sondas

2.7.1.1 Alinhamento de sequéncias de TR (Transcriptase Reversa) e desenho de primers

Dentre as familias de retrotransposons LTR identificadas em A. ipaénsis (genoma B),
algumas foram selecionadas para a andlise da sua distribuicdo em cromossomos metafasicos
de amendoim (subgenomas A e B). As sequéncias de todos os elementos de cada familia
foram alinhadas pelo programa Muscle (Edgar, 2004) e, quando necessario, corregdes
manuais, tais como remocao de sequéncias e mudanca na orientacdo foram realizadas. O
alinhamento foi visualizado na interface do programa Jalview (Waterhouse et al., 2009). A
regido interna do gene que codifica a enzima transcriptase reversa (TR) foi utilizada como
molde para a confec¢do de DNA marcado para hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH),
pois esse dominio de sequéncia apresenta alto nivel de conservacdo entre elementos de uma
mesma familia.

Pares de primers foram desenhados para a regido interna do gene da TR, seguindo os
seguintes parametros: primers com 20-24 bases de comprimento; composi¢do com
aproximadamente 50% de bases G/C (Guanina/Citosina); cada base nucleotidica apresentando
mais de 80% de similaridade no alinhamento; produto de amplificagdo com tamanho entre

250-800 pb.

2.7.1.2 Extragdo do DNA gendmico de 4. ipaénsis

Sementes obtidas no Banco Ativo de germoplasma mantido na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF foram germinadas e folhas jovens de A. ipaénsis
(acesso KG30076) coletadas antes da expansao foliar total. O protocolo de extragdo de DNA
foi baseado em CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Amdnio) (Ferreira & Grattapaglia, 1998)
apos modificagdes.

Aproximadamente 200 mg de tecido vegetal foram macerados em nitrogénio liquido e
acrescidos de 700 pL de CTAB 2% (CTAB 2% (p/v); NaCl a 1,4 M; Tris-HCl a 100 mM e
pH 8,0; EDTA a 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2% (v/v)) em tubos de polipropileno de 2 mL
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(Eppendorf). As amostras foram incubadas a 65° C por 50 minutos, em seguida acrescidas de
700 pL da solu¢do cloroférmio-isoamilico (24:1) e misturadas até a formagdo de uma
emulsdo. As amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por 15 minutos e a fase aquosa foi
transferida para dois novos tubos (1,5 mL). Foram adicionados 600 puL de tampao CTAB 1%
[CTAB 1% (p/v); Tris-HCl a 50 mM e pH 8,0; EDTA a 20 mM] e os tubos agitados
lentamente e centrifugados a 13.200 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado dos dois tubos foi ressuspenso em 300 pL de NaCl a 1,2 M. O volume dos dois
tubos foi transferido para um unico tubo, totalizando 600 pL. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para novo tubo. O
DNA foi precipitado com 1 mL de etanol absoluto sob agitagdo lenta. As amostras foram
centrifugadas a 13.200 rpm por 2 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi
lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%, ressuspenso em 100 pL. de agua estéril com
0,01 mg/mL de RNAse-A e incubado a 37° C por 10 minutos. A quantificagdo foi realizada
em gel de agarose 1,0% utilizando um marcador de peso molecular (High Mass Ladder -
Invitrogen). Para utilizacdo em reagdes de amplificagdo por PCR, as amostras foram diluidas

para a concentracao de 5 ng/uL e mantidas a -20° C para realiza¢do do experimento.

2.7.1.3 Amplificagdo das sequéncias da transcriptase reversa (TR) dos retrotransposons LTR

por meio de PCR

Todas as reagdes de PCR seguiram o mesmo protocolo, modificando apenas o conjunto
de primers e 0o DNA molde. Para 25 pL de reag¢do de amplificacdo por PCR, foram utilizados:
2,5 uL (10%) de tampao para PCR sem MgCl, (Invitrogen); 1 uL de MgCl, a 50 mM
(Invitrogen); 0,3 puL de cada primer a 10 uM; 0,3 pL de dNTPs a 10 mM, 0,15 pL de Taq
Polymerase (Taq Recombinant-Invitrogen) e 1 uL. de DNA molde (100 ng de DNA genomico
ou 20 ng de DNA de plasmideo). O ciclo utilizado em termociclador Eppendorf: 5 minutos a
94° C; 35 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos de 55° a 66° C, dependendo do par de
primers, 30 segundos a 72° C; e 7 minutos a 72° C. O tamanho do amplicon foi verificado por
meio de eletroforese feita em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio a uma
concentragdo de 0,5 pg/mL em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato ¢ 1 mM de EDTA
pH 8,0). A eletroforese foi realizada durante 40 minutos sob voltagem constante de 70V
(Volts). A visualizacdo dos fragmentos foi realizada sob luz UV (ultravioleta) em foto-

documentador ImageQuant300 (GE Healthcare Life Sciences).
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Os amplicons (produtos de PCR) foram purificados com o Kit GFX TM PCR DNA and

Band Purification (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante.

2.7.1.4 Clonagem das sequéncias de TR de A. ipaénsis amplificadas por PCR

A ligagdo das sequéncias de TR de diferentes familias de retrotransposons LTR de 4.
ipaénsis amplificadas por PCR foi realizada em vetor pPGEM-T Easy (Promega) ou TOPO TA
(Invitrogen), de acordo com o protocolo dos fabricantes.

Para a reacdo com o vetor pGEM-T Easy foram necessarios 50 ng de vetor, 3 U de
enzima T4 DNA ligase, 10% de tampao de ligacdo e a quantidade de produto de PCR
variando de acordo com o peso molecular para 10 pL de volume final. A reagdo foi incubada
a 4° C por aproximadamente 16 horas. Para o vetor TOPO TA foram necessarios 200 ng de
produto de PCR (aproximadamente 2 pL), 0,5 puL de solu¢do salina (Salt Solution), 0,5 puL de
vetor ¢ 9 ul. de agua para um volume final de 12 pL. A incubacdo foi realizada em

temperatura ambiente, por aproximadamente 30 minutos.

2.7.1.5 Preparo de células competentes e transformagdo dos vetores contendo as sequéncias de

RT

As células de Escherichia coli (Cepa XL1-Blue) foram preparadas de acordo com o
seguinte protocolo: 10 mL de uma cultura saturada foi inoculada em 1 L de meio LB com
metade da concentragdo de sal (Luria Bertani — 1% de Triptona; 0,5% de Extrato de
Levedura; 0,5% de NaCl) e incubada a 37° C até alcangar uma O.D 0,6 (Densidade optica
igual a 0,6) sob comprimento de onda de 600 nm (nandmetros), mensurada com auxilio de
espectrofotometro. As células foram coletadas por centrifugagao (4000 rpm por 20 minutos a
4° C) e ressuspensas duas vezes em agua estéril gelada (1 L e 500 mL). Em seguida, foram
ressuspensas em 20 mL de glicerol 10%, centrifugadas (nas mesmas condi¢des) e
ressuspensas novamente em 2 mL de glicerol 10%, separadas em aliquotas de 40 uL e
armazenadas em freezer a -80° C.

A transformag¢do de células competentes com o vetor contendo o amplicon
correspondente a TR de familias de retrotransposons LTR de 4. ipaénsis foi feita pela técnica
de eletroporacdo, utilizando 1 pL da reacdo de ligagdo para transformar 40 pL de células

competentes. A reacdo foi incubada no gelo por 1 minuto e transferida para as cuvetas
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resfriadas. As cuvetas foram submetidas ao eletroporador Gene Pulser (Biorad) sob as
seguintes condigdes: resisténcia de 200 Ohms; capacitancia de 25 pFD e 1,8 Kvolts. Apos a
eletroporacdo, a cultura foi acrescida de 1 mL de meio LB liquido para ser incubada a 37°C
por 1 hora. Apos esse periodo, 100 pL da suspensao (10%) foram plaqueados em placas de
Petri contendo meio LB so6lido contendo o antibidtico ampicilina (100 mg/mL), IPTG (100
mM) e X-GAL (50 ng/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas e as colonias
recombinantes (brancas) selecionadas e crescidas em meio LB liquido contendo ampicilina

(100 mg/mL) sob agitacdo constante, a 37°C, por 16 horas.

2.7.1.6 Extracao de plasmideos e analise dos fragmentos de TR por restri¢cdo enzimatica

Para extragdo de plamideos resultantes da clonagem de amplicons de TR foi utilizado o
protocolo de lise alcalina (Ahn ef al., 2000) com modificacdes. As células foram coletadas
por centrifugac¢do a 13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspenso em 200 pL de tampdo (Tris-HCl 50 mM pH 8; EDTA 10 mM; 20 pug de
RNAse A). Adicionaram-se 200 pL. de tampao de lise (NaOH 200 mM; SDS 1%). A solugdo
foi homogeneizada a temperatura ambiente e acrescida de 240 pL de tampao de neutralizacdo
(acetato de potassio a 3 M, pH 5,5). A solucdo foi homogeneizada novamente por 3 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo contendo 200 pL de isopropanol e homogeneizando por 1 minuto a
temperatura ambiente. A solucdo foi centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado com 500 puL de etanol 70% gelado e posteriormente seco
e ressuspenso em 50 pL. de dgua Milli-Q estéril.

A presenca e o tamanho do inserto foram detectados a partir de digestdo enzimatica.
Aproximadamente 100 ng do plasmideo foram digeridos com 1U de enzima de restricao
EcoRI (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante e incubado a 37° C por 3 horas.
O perfil de restri¢ao foi visualizado em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio. O
marcador molecular utilizado para verificar o tamanho das bandas foi o / Kb Plus DNA

ladder (Invitrogen).
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2.7.1.7 Sequenciamento e analise dos dados

O sequenciamento dos clones foi realizado pela Empresa Macrogen Inc. (Coreia do
Sul), de acordo com o protocolo padrdo baseado na Quimica do Big Dye® por meio do
sistema de eletroforese capilar em sequenciador ABI 3730x1 (http://www.macrogen.com).
Para isso, foram necessarios 100 ng de DNA diluidos em 20 pL de dgua. As sequéncias
obtidas pela clonagem dos segmentos de DNA referentes as sequéncias de RT presentes em
algumas familias de elementos LTR identificadas em A. ipaénsis, foram inicialmente
comparadas com dados de sequéncias ndo redundantes do GeneBank, utilizando BLASTx
(Basic Local Alignment and Search Tool) (Altschul et al., 1997). Essas sequéncias também
foram analisadas pela ferramenta Vecscreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/),
que identifica sequéncias derivadas de vetores de clonagem. O processamento das sequéncias
foi feito pelo pacote de softwares Staden Package (Staden et al., 1996). A ferramenta Pregap
permitiu a remocdo da sequéncia de vetores e verificagdo da qualidade das bases
nucleotidicas. A ferramenta Gap4 foi utilizada para alinhar e sobrepor as sequéncias

originadas em ambos os sentidos.

2.7.2 Hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH)

2.7.2.1 Marcacgdo das sondas

Para a obtencdo de sondas para realizacdo de FISH foram utilizados de 200-300 ng de
cada um dos amplicons (com tamanho inferior a 800 pb de comprimento) referentes aos genes
que codificam a transcriptase reversa (TR) dos retrotransposons LTR pertencentes as familias
selecionadas do genoma de A. ipaénsis. O sistema de marca¢do de sonda foi baseado na
metodologia descrita por Foinberg & Vogelsteis (1983; 1984), que utiliza sequéncias
randomicas de hexa ou heptanucleotideos como primers. Neste sistema, a reacdo de
polimerizacdo ¢ catalisada pelo fragmento Klenow da DNA polimerase I, com incorporagao
de dNTPs marcados e ndo marcados fornecidos para a rea¢do. As sondas foram marcadas com
biotina-14-dCTP ou digoxigenina-11-dUTP pela técnica de random primer utilizando os Kit
BioPrime DNA Labelling System (Invitrogen 18094-011) e BioPrime Array CGH Genomic

Labelling System (Invitrogen cat. 18095-011), respectivamente. Todas as sondas foram
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purificadas por precipitacdo etanolica, ressuspensas em 50 pL de agua MilliQ estéril e

mantidas a -20° C.

2.7.2.2 Teste para verificagdo de incorporagdo de nucleotideos marcados (dot blot)

A verificacdo da incorporacdo de nucleotideos marcados nas sondas foi feita por dot
blot. Um fragmento de membrana Hybond-N+ (Amersham, Pharmacia Biotech) foi recortada
e colocada em uma placa de Petri de 55 mm de didmetro contendo 3 mL de Tampao 1 (Tris-
HCI1 100 mM pH 7,5; NaCl 15 mM) por 5 minutos. A membrana foi removida utilizando
pinga plastica e seca entre folhas de papeis filtro. Um total de 0,5 pL da sonda foi aplicada na
membrana que foi armazenada a temperatura ambiente por 5-10 minutos. Apos esse tempo, a
membrana contendo as sondas foi imersa novamente na placa contendo 5 mL do Tampao 1
por 1 minuto. O Tampao 1 foi descartado e a placa foi acrescida de Tampao 2 (reagente de
bloqueio dissolvido no Tampao 1 em uma concentragdo final de 0,5% (p/v) e aquecido a 60°
C por 1 hora) e incubada sob agitacdo leve por 30 minutos. O Tampao 2 foi descartado e a
placa contendo a membrana foi acrescida de 500 pL de Solugdo de Deteccgdo (estreptavidina
conjugada com fosfatase alcalina diluida no Tampao 1 na propor¢do de 1:500 ou anti-
digoxigenina conjugada com fosfatase alcalina diluida no Tampao 1 na propor¢ao de 1:1000)
exatamente sobre a membrana que foi coberta por um pedago de plastico estéril e incubada a
37° C sob leve agitagdo por 30 minutos. Apds o tempo, o plastico foi removido e
adicionaram-se 5 mL de Tampao 1 a placa que foi incubada por 10 minutos a tempertatura
ambiente. O Tampao 1 foi removido e 5 mL de Tampao 3 (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl
100 mM; MgCl2 50 mM) fora adicionados a placa que foi incubada por 5 minutos. O Tampao
3 foi removido e 1 mL da solu¢do NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate / nitro
blue tetrazolium) foi adicionado a membrana que foi incubada por 5 minutos no escuro. A

membrana foi removida da placa, lavada e seca entre papeis filtro.

2.7.2.3 Coleta de material vegetal e preparacdo de ldminas contendo cromossomos metafasicos

de A. hypogaea (amendoim)

Fragmentos com aproximadamente 5 mm de comprimento da extremidade radicular de
plantas jovens da espécie cultivada A. hypogaea (cultivar Tatu) foram isolados e tratados com

8-hidroxiquinoleina a 2 mM por 2 horas a temperatura ambiente e outras 2 horas com nova
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solugdo, a 4°C. Foram entdo fixados em solug¢do de etanol 100%:4cido acético glacial, (3:1;
v/v) por 1 hora a temperatura ambiente e, apos troca por nova solucdo fixadora, armazenados
a 4° C. Amostras foram lavadas em tampdo citrato de soédio 1X e hidrolisadas
celuloliticamente em solugdo contendo celulase e pectinase por 45-60 minutos a 37° C. Cada
meristema radicular foi colocado em uma gota de acido acético 45% sobre uma lamina
histologica, coberto por uma laminula e apds leve pressdo, as células meristematicas
radiculares foram gentilmente espalhadas. A laminula foi removida por diferenca de
temperatura e as laminas contendo pelo menos 5 conjuntos de cromossomos completos em
metafase, livres de restos citoplasmaticos e bem espalhados foram selecionadas em

microscopia de fase para FISH.

2.7.2.4 FISH

As laminas selecionadas foram pré-tratadas, hibridizadas, lavadas e os sitios de
hibridizacdo detectados de acordo com Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000), apos
modificacdes. As solucdes de hibridizagcdo foram preparadas utilizando uma ou duas sondas
diferentemente marcadas — biotina ou digoxigenina (aproximadamente 100 ng de
sonda/pL/lamina contendo metafases. A hibridizacdo foi realizada durante 12-16 horas a 37°
C. Lavagens poés-hibridizacdo foram realizadas com aproximadamente 92% de nivel de
estringéncia (de acordo com Schwarzacher & Heslop-Harrison, 2000) e os sitios de
hibridizac¢ao detectados utilizando o anticorpo anti-digoxigenina conjugado com FITC (Roche
Diagnostics) e/ou estreptavidina conjugada com o fluoréforo Alexa Fluor 594 (Life
Technologies/Molecular Probes). Cromossomos foram contra-corados com DAPI (4’,6-
diamino-2-phenylindole) e observados em microscopio epifluorescente Zeiss Axiophote (Carl
Zeiss , Alemanha). As imagens foram digitalmente capturadas com auxilio do software
Axiovision e analisadas pelo software Adobe Photoshop CS utilizando apenas fungdes que

afetam toda a imagem, de maneira equivalente.

2.8 Comparagdo entre sequéncias homeodlogas nos genomas de A. duranensis e A.

ipaénsis

Foram comparadas duas sequéncias gendomicas homeologas de 4. duranensis (acesso

V14167 - genoma A) e A. ipaénsis (acesso KG30076 - genoma B), que apresentam o
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marcador Legl28 desenvolvido para leguminosas (Fredslund et al., 2006). Para isso, foram
avaliados os contetidos génico e repetitivo. As duas sequéncias homeologas dos genomas A e
B foram comparadas por meio de graficos de plotagens obtidos pelo software Gepard e
caracterizacdo pelo software Artemis. Para isso, foram realizadas anotacdes dos genes
putativos, retrotransposons LTR e fragmentos de elementos identificados nas duas sequéncias.

A predi¢cdo da localizagdo dos genes (com estruturas de introns e exons) foi realizada
pela ferramenta FGENESH (Solovyev et al., 2006) (http://www.softberry.com/) contra os
dados de sequéncia da leguminosa Medicago truncatula. Os resultados foram modificados
para visualizagdo em Artemis utilizando um script Perl (Anexo 3-E). Com intuito de
corroborar a localizacdo dos genes putativos e predizer sua fun¢do, as ORFs com tamanho
maior que 100 pb presentes nas sequéncias foram identificadas pelo Artemis e confrontadas
com sequéncias depositadas no banco de dados pfamA. Os resultados foram analisados em
Artemis por meio de sobreposi¢gdo com os dados encontrados no FGENESH.
Retrotransposons LTR foram identificados pelo sofiware LTR FINDER, ao passo que
fragmentos de retrotransposons, LTR-solo e sequéncias em tandem foram identificados por
meio de comparagdes de cada sequéncia contra ela mesma e contra as sequéncias de
retrotransposons LTR ja descritos, por meio de graficos de plotagens obtidos no software

Gepard.
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3. Resultados

3.1 Componente repetitivo do genoma de A4. ipaénsis (genoma B)

3.1.1 Identificacdo e agrupamento de retrotransposons LTR na sequéncia genomica

parcial

Com auxilio do software LTR_FINDER, foram identificadas 1.965 sequéncias putativas
de retrotransposons LTR no arquivo parcial do genoma de A. ipaénsis (800 Mb). Essas
sequéncias putativas foram os primeiros dados do componente repetitivo identificados no
genoma B de Arachis.

A partir desse resultado, foram geradas pelo programa CAP3, 123 sequéncias consenso
derivadas do alinhamento das 1.965 sequéncias putativas de retrotransposons LTR. A relacdo
entre as 123 sequéncias consenso e as sequéncias dos retrotransposons foi visualizada na
interface do software Biolayout Express 3-D (figura 31). As 1.965 sequéncias foram
organizadas em 78 agrupamentos simples ou complexos, contendo uma ou mais sequéncias
consenso interligadas pela similaridade as sequéncias de retrotransposons LTR. Nos
agrupamentos complexos foram possivelmente incluidos elementos autonomos e nao-
autdbnomos, ou mesmo elementos apresentando similaridade somente em parte da sequéncia.

Comparagdes por meio de graficos de plotagens (dot plot) foram realizadas para cada
agrupamento, em que todos os elementos foram comparados contra eles mesmos, no intuito
de verificar se a selecdo feita pelo sofiware LTR FINDER de fato identificou somente
retrotransposons LTR, ou se outras sequéncias repetitivas foram equivocadamente incluidas.
O padrao esperado em graficos quando se compara uma sequéncia de retrotransposons LTR
contra ela mesma resulta em trés diagonais paralelas (discutido no Capitulo I). As analises dos
graficos revelaram que 40 agrupamentos ndo possuiam o perfil de diagonal esperado na
comparagdo entre retrotransposons LTR (figura 32-A), mas sim de sequéncias em tandem
(figura 32-B).

Portanto, a busca utilizando o soffiware LTR_FINDER e a corroboracdo pelas analises
de dot plots de cada agrupamento comparado com ele mesmo resultou em 734

retrotransposons LTR, distribuidos em 38 agrupamentos validos: 27 simples e 11 complexos.
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Figura 31: Representacdo esquematica das sequéncias dos 1.965 retrotransposons LTR putativos identificados
pelo software LTR_FINDER organizados em 78 agrupamentos simples ou complexos. Agrupamentos
produzidos pelo software Biolayout Express 3-D.
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Figura 32: Grafico de plotagem que mostra uma sequéncia de retrotrotransposon LTR comparada consigo
mesma, revelando uma diagonal ininterrupta juntamente com outras duas diagonais menores paralelas
correspondentes as sequéncias flanqueadoras ou LTRs (A). Grafico de plotagem que mostra uma sequéncia com
motivos em tandem plotada contra ela mesma (B). Graficos produzidos pelo software Gepard.
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3.1.1.1 Agrupamentos simples

Anadlises realizadas pelo software Biolayout Express 3-D resultaram em 27
agrupamentos simples, representados pelo conjunto de um ou mais retrotransposons LTR
validos e similares, ligados a apenas uma sequéncia consenso situada ao centro. A ligagdo esta
representada por meio de linhas coloridas, onde a cor vermelha representa maior similaridade
e a azul menor similaridade entre os retrotransposons e a sequéncia consenso (figuras 33-A e
33-B).

Com o objetivo de identificar a relacdo entre os retrotransposons LTR e o nivel de
similaridade entre suas sequéncias, para cada agrupamento foram obtidas plotagens entre
todos os elementos (ou a maioria deles) contra um dos elementos escolhidos aleatoriamente.
As figuras 34-A e 34-B exemplificam esse tipo de comparagdo realizada entre os elementos

pertencentes aos agrupamentos mostrados na figura abaixo.

A B

Figura 33: Representacdo de sequéncias de retrotransposons LTR organizadas em um agrupamento simples.
apresentando uma sequéncia consenso no centro, interligada por linhas vermelhas a 21 sequéncias de
retrotransposons LTR (A); Representacdo de sequéncias de retrotransposons LTR organizadas em um
agrupamento simples. apresentando uma sequéncia consenso no centro interligada por linhas vermelhas a 33
retrotransposons LTR e uma linha azul ligada a apenas um deles (B). Agrupamentos produzidos pelo software
Biolayout Express 3-D.

Para o agrupamento mostrado na figura 33-A, a comparacdo por grafico de plotagem
das sequéncias de nove retrotransposons LTR (eixo x) com uma dessas sequéncias escolhida
aleatoriamente (eixo y) resultou em nove diagonais com o perfil padrao de retrotransposons
LTR (figura 34-A). A similaridade entre esses elementos foi corroborada pela presenca de
linhas continuas mais ou menos pontilhadas que determinaram maior ou menor similaridade,
respectivamente. A baixa conservacdo entre as sequéncias de alguns elementos similares
ocorreu possivelmente devido a mutagdes durante a evolugdo do genoma. Neste exemplo,
provavelmente esses elementos fazem parte da mesma familia.

Para o agrupamento mostrado na figura 33-B, a comparagdo por grafico de plotagem
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das sequéncias de 12 retrotransposons LTR (eixo x), incluindo o elemento ligado pela linha
azul — designado como elemento 11, contra uma dessas sequéncias escolhida aleatoriamente
(eixo y), resultou em 11 linhas diagonais tipicas de retrotransposons LTR (figura 34-B).
Apenas uma Unica linha diagonal diferiu das demais: aquela correspondente ao elemento
ligado pela linha azul. Isso porque apenas uma das regides LTR desse elemento ¢ similar as
dos demais elementos comparados. Portanto, nem a outra regido LTR, nem a regido génica
apresentaram similaridades com os demais retrotransposons, sugerindo que esse elemento seja

possivelmente de outra familia.

Elemento 1 Elemento 2 Elemento 3 Elemento 4 Elemento 5 Elemento 6 Elemento 7 Elemento 8 Elemento 9
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Figura 34: Grafico de comparag@o por meio de plotagem utilizando nove sequéncias de retrotransposons LTR
pertencentes a um agrupamento simples contra um desses elementos escolhidos aleatoriamente (elemento 7) (A);
Grafico de comparagdo por meio de plotagem utilizando 12 sequéncias de retrotransposons LTR pertencentes a
um agrupamento simples contra um desses elementos escolhidos aleatoriamente (elemento 12). O elemento 11
possui apenas uma das porgdes LTR similares aos outros elementos (B). As setas em ambos os exemplos
indicaram a orientagdo que esses retrotransposons LTR foram inseridos no genoma de A. ipaénsis, ou seja, para
direita representa a dire¢do 5° — 3’ e para esquerda dire¢do inversa. Graficos de plotagem produzidos pelo
software Gepard.

3.1.1.2 Agrupamentos complexos

Um agrupamento complexo foi descrito como um conjunto de retrotransposons LTR
validos e similares, ligados a duas ou mais sequéncias consenso situadas ao centro, formando
subgrupos ligados entre si. A figura 35 mostra um exemplo desse tipo de agrupamento,
contendo dois subgrupos.

A comparacdo por grafico de plotagem das sequéncias de 11 retrotransposons LTR

selecionadas aleatoriamente dos dois subgrupos (eixo x), contra duas sequéncias também
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escolhidas aleatoriamente (eixo y), resultou em 11 linhas diagonais tipicas de retrotransposons
LTR, sendo 10 similares a um elemento de um subgrupo ¢ um elemento similar ao outro
subgrupo (figura 36).

O elemento diferente apresentou apenas as duas regidoes LTR similares as dos demais
elementos comparados, possivelmente por se tratar de um elemento nao-autonomo ou
simplesmente por ser diferente, sugerindo que os dois subgrupos representem duas familias
distintas, mas que compartilham similaridade em alguma parte das sequéncias. Os demais
elementos mostram similaridades entre as sequéncias, porém diferengas no tamanho e
variados graus de conservagdo, sugerindo a ocorréncia de mutagdes, tais como insercdes €
delegdes de fragmentos. Provavelmente, para representar todos esses elementos e suas
particularidades, mais de uma sequéncia consenso foi gerada pela ferramenta CAP3, o que

resultou na formag¢ao de um agrupamento complexo gerado pelo Biolayout.

Figura 35: Representacdo de sequéncias de retrotransposons LTR organizadas em um agrupamento complexo
(com dois subgrupos ligados entre si) composto por duas sequéncias consenso ligadas por linhas vermelhas e
azuis a 88 retrotransposons LTR. Agrupamento produzido pelo software Biolayout Express 3-D.
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Figura 36: Grafico de comparagdo por meio de plotagem utilizando 16 elementos pertencentes a um
agrupamento complexo (contendo dois subgrupos) contra dois elementos escolhidos aleatoriamente para cada
subgrupo O elemento 9 possui apenas as regides LTR similares aos demais elementos do outro subgrupo,
indicando que podem haver duas familias distintas de retrotransposons LTR organizadas em um mesmo
agrupamento. Grafico produzido pelo sofiware Gepard.
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Essa avaliacdo da similaridade entre sequéncias de elementos do mesmo agrupamento
comparados uns com os outros, permitiu que os elementos agrupados equivocadamente
fossem descartados das analises.

Portanto, utilizando as sequéncias gendmicas preliminares do genoma B (800 Mb), 49
provaveis familias de retrotransposons LTR foram identificadas ao todo, sendo 27 familias
oriundas dos 27 agrupamentos simples e, 22 familias oriundas da subdivisdo de 11
agrupamentos complexos. Um retrotransposon LTR representante de cada provéavel familia
foi selecionado. Contudo, a classificacdo definitiva das familias e superfamilias s6 foi
determinada a partir da predicao da estrutura génica de todos os elementos presentes em cada

familia, baseado na andlise da sequéncia gendomica completa de A. ipaénsis (1,5 Gb).

3.1.2 Identificagdo de retrotransposons LTR na sequéncia gendmica completa

Utilizando o arquivo contendo o sequenciamento completo do genoma de A. ipaénsis
(1,5 Gb), 67.832 sequéncias de putativos retrotransposons LTR foram identificadas pelo
software LTR_FINDER. Parte dessas sequéncias putativas tratava-se de sequéncias em
tandem. A figura 37 mostra uma comparacao por meio de grafico de plotagem utilizando 500
sequéncias de putativos retrotransposons (selecionadas aleatoriamente de um total de 67.832)
plotadas contra elas mesmas. O resultado da comparagdo mostou diversos blocos
representados por motivos de sequéncias em tandem como exemplificado anteriormente na
figura 32-B. Apesar disso, utilizando a técnica de dot plots, 40 novos tipos de
retrotransposons LTR foram identificados no arquivo gendémico completo.

Dessa forma, as 49 sequéncias de elementos representantes identificadas anteriormente
pelo método de agrupamento, juntamente com as 40 sequéncias identificadas pelo método de
plotagem resultaram em 89 diferentes tipos de retrotransposons LTR presentes no genoma de
A. ipaénsis.

Ao comparar todas as sequéncias de retrotransposons LTR identificadas no genoma
completo de A4. ipaénsis com os 89 diferentes tipos de retrotransposons LTR, por meio da
utilizagdo de BLASTn (e-value 1x10™°), foi possivel separar e estabelecer em qual das 89
provaveis familias essas sequéncias pertenciam, respectivamente. Com isso, a caraterizacao

de parte do conteudo repetitivo do genoma B de Arachis tornou-se exequivel.
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Sequéncias de 500 putativos retrotransposons LTR do genoma B
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Figura 37: Grafico de comparag@o por meio de plotagem utilizando 500 sequéncias de putativos retrotransposons
LTR identificados pelo LTR FINDER no genoma B (Versdo completa do sequenciamento contendo 1,5 Gb)
contra elas mesmas. Foram identificadas sequéncias que correspondem ao perfil correto de retrotransposons LTR
(imagem superior ampliada), porém muitos segmentos de sequéncias em fandem também foram identificados
(imagem inferior ampliada). Grafico produzido pelo software Gepard.

3.1.3 Caracterizagao e classificagdo dos retrotransposons LTR em familia e superfamilia

Apoés a investigacdo do genoma completo de A. ipaénsis e pré-classificacdo das
sequéncias de retrotransposons LTR em familias distintas, graficos de plotagem foram
construidos para cada provavel familia, comparando todos os elementos contra o elemento
representante, possibilitando observar a similaridade e conservagdo entre as sequéncias dos
elementos e nomear cada familia separadamente. Das 67.832 sequéncias de putativos
retrotransposons identificados no genoma completo de A. ipaénsis, 12.274 sequéncias
completas e validas de retrotransposons LTR foram separadas em 89 familias distintas.
Destas, 24 eram compostas por retrotransposons LTR nao-autonomos, e 65 autobnomos, das
quais 32 eram da superfamilia 7y3-Gypsy e 33 da TyI-Copia.

Exemplos de comparacdes realizadas com elementos de cinco familias (Lima, Doros,
Talita, Buba e Dakota) com os seus respectivos elementos representantes (dot plot) podem ser

vistos na figura 38. O resultado mostrou diagonais conservadas entre os elementos da mesma
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familia, porém contendo dele¢des em algumas sequéncias.

As regides codantes (CDS) presentes nos elementos e que apresentaram hit positivo

com sequéncias de proteinas disponiveis no banco de dados pfamA foram utilizadas para

classificacdo em familias compostas por elementos autdnomos ou ndo-autdonomos. A posi¢cao

do gene que codifica a enzima integrase (IN) foi utilizada para classificagdo em superfamilia.

Quando esse gene esta posicionado anteriormente ao gene que codifica a enzima transcriptase

reversa (TR), o elemento pertence a superfamilia 7y/-Copia. Quando o gene da integrase (IN)

encontra-se posteriormente situado a TR, a superfamilia é 7y3-Gypsy (figura 39). Na auséncia

do gene que codifica a TR, os elementos foram classificados como nao-autonomos (Wicker et

al.,

2007).

Elemento Elemento Elemento Elemento

Elemento

Elementos da familia Lima

ERNIANN INNTVINSTL 7 7N NNVANN N INN LN NN INIINTIN

Elementos da familia Doros
E NN NN s LN L L L NNt SN NN AN SN TT TSN NS
Elementos da familia Talita
I N o e 2]

Elementos da familia Buba

Figura 38: Graficos de comparagdo entre as sequéncias de todos os elementos de cinco familias diferentes (eixo
X) contra as sequéncias de seus respectivos elementos representantes (eixo y). Grafico produzido pelo software

Gepard.
Ty1-Copia
TSR PBS PPT TSR
Ty3-Gyps
TSR PBS Y YPsYy PPT TSR

Figura 39: Desenho esquematico de retrotranposons LTR das superfamilias Ty/-Copia e Ty3-Gypsy. Nota-se ha
diferenga apenas na ordem do gene que codifica a integrase (IN) na cor cinza.
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Ao compilar os resultados das plotagens (sofiware Gepard) e do contetido génico
(software Artemis) foi possivel constatar diversas peculiaridades presentes nos elementos, tais
como a ocorréncia de nested transposons, que corresponde a ocorréncia de um elemento
inserido dentro de outro, mutagdes nas sequéncias, diferencas entre os tamanhos e dire¢do de
insercao. Um exemplo pode ser visto na figura 40, que mostra uma familia denominada Juliett
composta por seis elementos, os quais foram plotados contra o elemento representante. Os
elementos 1, 3, 4 e 6 sdo bastante similares, ao passo que o elemento 5 possui uma sequéncia
menos similar possivelmente pela ocorréncia de mutagdes. Na plotagem, o elemento 2
apresentou similaridade com os demais apenas nas extremidades e com uma aparente
inser¢do na parte central, no entanto, ao compilar os dados de conteudo génico, foi possivel
inferir que o dobro de CDSs presentes neste elemento poderia ser um indicio da ocorréncia de
um nested. E ao comparar esse elemento com os outros 89 tipos, ficou evidente que tratava-se
de uma insercdo do elemento denominado REI128 (descrito em Bertioli et al., 2013 e no
Capitulo I da Tese), dentro da sequéncia do elemento 2 da familia Juliett. A ocorréncia de
nested transposons foi bastante recorrente para a maioria das familias. Foi possivel inferir que
esta familia ¢ composta por seis elementos autonomos de tamanhos similares pertencentes a
superfamilia 7y /-Copia, sendo que um deles possui um elemento completo da familia RE128
inserido em sua sequéncia.

A partir desse tipo de andlise realizada para todas as familias, foi possivel recriar
graficamente as estruturas de todos os retrotransposons LTR presentes em cada familia, assim
como avaliar o sentido de transcricdo e, consequentemente, a direcdo de inser¢do desses
elementos no genoma. Foram observados os tamanhos das sequéncias completas, dos LTRs e
a presenca de genes.

Essa andlise permitiu corroborar o método de classifica¢do aplicado neste estudo. Dados
obtidos apenas de uma das analises ndo seriam suficientes para elucidar a relagdo entre
membros de uma familia de retrotransposons. Agregar observacdes e edigdes manuais aos
resultados obtidos nos softwares possibilitou uma classificagdo e caracterizagdo bastante
detalhada acerca dos tipos e peculiaridades presentes em familias de retrotransposons LTR

identificadas em Arachis.
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Figura 40: Compilagdo dos resultados das analises realizadas nos softwares Gepard e Artemis, representando os
seis retrotransposons presentes na familia Juliett (barras em cor marron e laranja). Barras azuis situadas acima
dos elementos representaram os genes putativos (CDS) na direcdo 5°-3°, ao passo que barras abaixo, dire¢do
inversa. Trés elementos estdo inseridos no genoma na direcdo 5°-3” e os outros trés na diregdo inversa. Um dos
elementos (Juliett 2), apesar de pertencer a mesma familia, mantinha um elemento, pertencente a familia RE-128
integrado a sua sequéncia.

3.2 Componente repetitivo do genoma de A. duranensis (genoma A)

Da mesma forma como foi descrita para o genoma B de A. ipaénsis, os dados do
sequenciamento gendomico completo de A. duranensis (1,24 Gb), analisados pelo software
LTR FINDER, resultaram na identificacdo de 36.131 sequéncias de putativos
retrotransposons LTR. Grande parte dessas sequéncias também foi identificada como do tipo
tandem.

Comparagdes via BLASTn (e-value < 1x10™*") foram realizadas utilizando os elementos
representantes das 89 familias do genoma de A. ipaénsis (genoma B) com as 36.131
sequéncias de putativos retrotransposons LTR do genoma de A. duranensis (genoma A).

Foram identificadas 81 familias similares nos genomas A e B, igualmente nomeadas. A
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caracterizagdo, classificacdo dos retrotransposons LTR, quantificacdo e selecdo de elementos
representantes do genoma A foi feita da mesma forma que para o genoma B.

Das 36.131 sequéncias putativas identificadas no genoma A, 18.839 sequéncias validas
de retrotransposons LTR completos foram organizadas em 81 familias distintas. Destas, 23
familias eram compostas por retrotransposons LTR nao-autonomos e 58 por retrotransposons

LTR auténomos, sendo 28 da superfamilia 7y3-Gypsy e 30 da TyI-Copia.

3.3 Caracterizagdo e nomenclatura dos retrotransposons LTR representantes dos

genomas A ¢ B

Para o maior conhecimento do contetido repetitivo que compde os genomas de A.
duranensis e A. ipaénsis, e assim facilitar a anotacdo de genes nas sequéncias genomicas
completas dessas espécies, as sequéncias de retrotransposons LTR representantes de cada
familia foram caracterizadas, nomeadas, anotadas e disponibilizadas no GenBank e ENA,
bancos de dados de dominio publico.

A nomenclatura completa utilizou cinco caracteristicas: o genoma de origem; 0s
numeros de acesso dos elementos (para identificar em qual scaffold gendmico os elementos
representantes foram encontrados); o nome da familia; modo de transposi¢do (autbnoma ou

ndo-autdnoma); e superfamilia do tipo 7y1-Copia ou Ty3-Gypsy (figura 41).

o .
Oc“-,’c" \\&
¥
® © » o
& & 2 )
O
C)é\ é"& %Qd\ Q/\?J& & %QQ

I§1!4_Pip6ka_aut0n(;m0us-Ty3-type

AS_Ferél_non-autdnomous-type

Figura 41: Exemplo da nomenclatura utilizada para os retrotransposons LTR representantes identificados nos
genomas de A. duranensis e A. ipaénsis. Para esses exemplos os nimeros de acesso sdo B14 825 e A3 23, onde
825 e 23 representam os ntimeros dos scaffolds em que esses elementos foram originalmente identificados nos
genomas B e A, respectivamente. Todos os elementos pertencentes a cada familia foram acrescidos de um
niimero consecutivo.

As principais carateristicas dos retrotransposons LTR representantes dos genomas A ¢ B

de Arachis estdo compiladas nas tabelas 5 e 6, onde os elementos autdbnomos e nao-
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auténomos ou os elementos com similaridades nas sequéncias foram agrupados pela cor da

linha (cinza ou branca).

Tabela 5: Lista das principais caracteristicas dos 81 retrotransposons LTR identificados no genoma de A.
duranensis.

Genoma A
Retrotransposon LTR repr Superfamilia ”“Z::‘“‘ famanholde TL“;‘I:S“;',":;S PBS ‘ PPT ‘ TSR ‘ GAG ‘ PROT ‘ IN ‘ RVT-1 ‘ RVT-2 |RnaseH| IN ‘“ Daade o)
A0_FIDEL_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 10707 1475/1487 + + + + + 1,5
A3_Feral_non-autonomous-type ? non-aut 8838 783 + + 1
Al4_Pipoka_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 12963 1552/1518 W i i + + + 2,5
A104_Pipal_non-autonomous-type ? non-aut 7446 1174/1175 + 1,9
A69_Apolo_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 10560 539 + + + + + + + 1
Al141_Polo_non-autonomous-type ? non-aut 6597 608/609 + + + + 1
A105_Gordo_non-autonomus-type ? non-aut 9780 1060/1078 + + + + 1,4
A155_Silverio_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8708 177 + + + + 4+ 15
A156_Silvia_non-autonomous-type ? non-aut 7599 1047 + 2
A145_Silver_non-autonomous-type ? non-aut 4361 1388/1389 + 24
A157_Curu_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8057 355 + + + 1,2
A26_Golf non-autonomous-type ? non-aut 5830 1753/1751 4,5
A113_Hemera_autonomous-type Ty-3 aut 8363 1139/1141 + + + + + + 1
A38_Hera_non-autonomous-type ? non-aut 9573 2083/2074 i 1,3
A5_Eros_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 10483 1305/1304 + + + + + + 3
A89_Eris_non-autonomous-type ? non-aut 7272 1156/1157 + + 0
AS57_Mico_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9431 562/568 + + + + + 1,9
A24 Athena_non-autonomous-type ? non-aut 6916 833/794 2,5
A84_RE128_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 10606 2005/2011 + + + + + 2,1
A2_Matita_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5032 101 + + + 0.4
A137_Sofi_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 11968 583/568 i i + + + + 2,1
A99 Medusa_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 6877 466/456 + + + + + + 43
A33_Musa_non-autonomous-type ? non-aut 3496 558 2,7
A16_Grilo_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9252 438/439 + + + + + + + + 42
A142_Gilo_non-autonomous-type ? non-aut 4687 422 i 0
A29 RE128 autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 10003 1264/1268 + + + 1
A121_Doros_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9095 360/361 + + + + + + + 1,5
A122_Duran_non-autonomous-type ? non-aut 5012 381 + + + 1
A150_Dan_non-autonomous-type ? non-aut 2992 372 + + + + 1
Al_Hermes_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8977 453/454 + + + + + + + 1
A118_Bela_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5689 109 + + + + 0
A132_Zoe_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5203 217 + + + + + 0
A138_Zia_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 2396 213 + + + + 2,1
A9_Girino_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9381 525 4 + + + + + + 32
A153_Kyra_non-autonomous-type ? non-aut 6826 277275 1,5
A39_Yara_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5739 833/832 i + 4= + + +
A62_Saturno_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9373 517 + + + + + 1,1
A124_Ariel_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5457 170/179 + + + 1.8
A19_Netuno_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8701 433 + + + + + 0
A136_Elpis_non-autonomous-type ? non-aut 3821 460/458 1,1
A126_Venon_autonomous-Ty-type Ty-1 aut 4473 243/240 + + + 1
A125_Buba_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8799 392 + + + + + + + 1
A60_Venus_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8517 383 + + + + + 0
A135_Maia_non-autonomous-type ? non-aut 9138 691/693 + + + + + 2
A112_Lima_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5680 551/541 4 + + + + + + 3,1
A143_Yuri_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5408 681/684 + + + 1,9
A140_Joka_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4154 313/276 4 + 7 + + 2,5
A54_Yankee_autonomous-Ty-type Ty-1 aut 5176 417/402 + + + + + 2,5
A134_Nemesis_non-autonomous-type ? non-aut 7439 1316/1347 = + + + 1
A65_Foxtrot_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4082 569 + + + 0
All_Delta_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 6750 864/865 + + + + 1.4
Al1_Charlie_non-autonomous-type ? non-aut 4145 818/814 + + + + 1
A123_Talita_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4879 428/429 + + + + + 1
A67 _India_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4844 229/226 + + + 1,5
A31_Kilo_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5284 252/256 + + + + + 1
A50_Hotel _autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 6152 273 + + + + 2,1
A119_Bola_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5050 322 + + + + 1.4
A152_Agnus_non-autonomous-type ? non-aut 1718 170 i 0,4
A88_Papa_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4756 291/290 + + + + 1
A32 Tango_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4797 188 + + 1,6
A149_Lulu_non-autonomous-type ? non-aut 2230 421 + 1
A43_Alpha_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5287 218 + + + + 0,9
A130_James_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4607 185/184 + + 1,2
Al44_Diva_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4841 310 i A A i + + 0
A71_Juliett_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5370 290 + + + + 1
A97_Mike_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5434 434/435 + + + + 1
A127_Dakota_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4571 253 + + + + 1
A131_Phenix_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5371 417/418 + + + + + 0
A78_Echos_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5619 313 + + + 2.4
A61_Oscar_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5357 294/292 + + + 0.8
A17_Romeo_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4579 228 + + 2,5
AS51_Victor_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5642 566/567 + aF + + + + 0
A151_Vipe_non-autonomous-type ? non-aut 4647 327/328 + + 2
A139_George autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5602 479/519 + + + + + + + 1,6
A146_Golden_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4769 375 + + + + + 0
A129_Jasper autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4506 143 + + + + 1,6
A148_Edore_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5010 304/291 + + + + + + + 14
A147_Omega_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5200 347 + + + + + + + 0
A128_Doris_autonomous-Ty-type Ty-1 aut 2833 317/319 + + 1,4
A117_Xray non-autonomous-type ? non-aut 2617 378/372 + + 23
A91 Whiskey autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 2816 342/343 + + 3,8
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Tabela 6: Lista das principais caracteristicas dos 89 retrotransposons LTR identificados no

genoma de 4.

lpaensis.

Genoma B
Retrotr LTR repr Superfamilia ““;’l'l‘:“" amanhiode ?Tm];‘s";"eds",s‘ PBS ‘ PPT ‘ TSR ‘ GAG ‘ PROT ‘ IN ‘ RVT-1 ‘ RVI2 |RnaseH| IN ‘.. ?“‘.i de o)
BO_FIDEL_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 12407 1512/1510 + + + ¥ 2.8
B3_Feral_non-autonomous-type ? non-aut 9990 291 + + 1,7
B14_Pipoka_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 12512 412/413 4= + + + + 23
B104_Pipal_non-autonomous-type ? non-aut 9483 1212/1219 1,9
B49_Pipa2_non-autonomous-type ? non-aut 5974 150 + + 1,2
B8_Pipa3_non-autonomous-type ? non-aut 5463 204 2,2
B69_Apolo_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 10156 310/309 + + + + 1,6
B141_Polo_non-autonomous-type ? non-aut 6465 573 + + + + + 1
B105_Gordo_non-autonomus-type ? non-aut 11536 1248/1235 4 32
B155_Silverio_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8436 676/677 + + + 1,1
A156_Silvia_non-autonomous-type ? non-aut 8407 1441/1464 + + 1,4
B145_Silver_non-autonomous-type ? non-aut 6182 1724/1675 + 2,4
A157_Curu_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8988 1006 + + + + 0,9
B6_Bravo_non-autonomous-type ? non-aut 7273 472 + 12
B26_Golf non-autonomous-type ? non-aut 5790 1616/1617 4= 4 2,6
B113_Hemera_autonomous-type Ty-3 aut 5940 659 + + + 3
B38_Hera_non-autonomous-type ? non-aut 8982 1858/1848 2,1
B5_Eros_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9996 505 + + + 22
B89_Eris_non-autonomous-type ? non-aut 8369 1581/1572 + + + 3
B57_Mico_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9360 297 i A + + + + 1.4
B24_Athena_non-autonomous-type ? non-aut 8064 634/636 1.8
B84_REI128_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 11231 1707/1704 + + 2,4
B2_Matita_autonomous-Ty-type Ty-1 aut 5473 121/123 + + + 2,5
B137_Sofi_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 12611 1083 i i + A + + + 1,8
B99_Medusa_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8611 1130/1118 + + + + + + 2,7
B33_Musa_non-autonomous-type ? non-aut 5009 247/252 2
B16_Grilo_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8699 430 + + + + + 1,7
B142_Gilo_non-autonomous-type ? non-aut 6958 404/403 + + + 1
B29_REI128_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 8660 812/810 + + + + + 12
B121_Doros_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9203 383 + 4 ap + + 2,1
B122_Duran_non-autonomous-type Ty-3 aut 5551 427/426 + + + + + 13
B150_Dan_non-autonomous-type ? non-aut 4209 382 + + + + + 1.8
BI1_Hermes_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9004 448/447 + + + + + + + 1,9
B118_Bela_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 6214 561/566 + + + + + 1
B132_Zoe_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5185 209/211 + + + 2,5
B138_Zia_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 3160 245/246 + + + + + 1
B9_Girino_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9345 512/513 + + + + + 1,5
B39_Yara_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5649 683/687 + + + + + 22
B62_Saturno_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 9058 434 + + + + + 1,7
B124_Ariel_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 6143 378/375 + 1,8
B19_Netuno_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8929 490 + + + + + 0
B136_Elpis_non-autonomous-type ? non-aut 3972 459/458 + + 1,6
B126_Venon_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4464 242 + + + 1
B125_Buba_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8777 200 + A+ + + + + 2,7
B60_Venus_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8661 378 + + + + + 13
B135_Maia_non-autonomous-type ? non-aut 5763 691/692 + + + + + 0
B112_Lima_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 4089 231/236 + + + + + 4.1
B143_Yuri_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5424 682/681 + + + + 3
B140_Joka_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 3856 37 + + + + + 0
B54_Yankee_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5279 422/425 + + + + 2,7
B134_Nemesis_non-autonomous-type ? non-aut 4775 262 + + 1
B65_Foxtrot_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5274 573/598 + + + + + 1,2
B11_Delta_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 8018 872/853 + + + 1,8
B11_Charlie_non-autonomous-type ? non-aut 2482 197 + 1
B123_Talita_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4821 228/229 4 s + + 22
B67_India_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4687 188/193 + + + 2,9
B31_Kilo_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5350 296 F <F + i 1
B50_Hotel_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5531 273/272 + + + + + + 1,7
B119_Bola_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 3365 181/189 + + + 3,6
B88_Papa_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5332 382/371 + + + 2,5
B32_Tango_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4872 243 i + + 1,2
B149_Lulu_non-autonomous-type ? non-aut 2349 471 + 1
B43_Alpha_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5374 305/302 + + + 1,9
B130_James_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4651 190/206 + + + 0
B144_Diva_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4917 314 + + + + + + + + 1
B71_Juliett_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5292 150/146 + + + 3,7
B97_Mike_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5283 388 + + + + + + 2,5
B127_Dakota_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4572 247/245 + + + + 22
B131_Phenix_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5379 418 + + + + + + + 1
B78_Echos_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5746 343/340 + + + + 1,2
B61_Oscar_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5356 289/335 + + + + 1,6
B17_Romeo_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 4608 228 + + + 3,7
B51_Victor_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5670 584/575 + + + 2
B139 George autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 2088 402 + + 1
B146_Golden_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 4775 377/379 4= + + + + 0
B129_Jasper_autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5553 251 + + + + + 1,3
B148_Edore_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5072 326/328 + + + + + 3,3
B147_Omega_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5437 391 + + + + + + + 0
B128_Doris_autonomous-Ty-type Ty-1 aut 5355 319/318 + + + 2
B117_Xray_non-autonomous-type ? non-aut 2601 326/323 + + + 32
B91_Whiskey_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5136 320 + + + 2.8
B154 Paco_autonomous-Ty3-type Ty3 aut 10449 1093/1106 + + + 2,1
B133_Kirke autonomous-Tyl-type Ty-1 aut 5651 301/296 4 4 =+ + + + 1,9
B25_Sierra_autonomous-Ty-type Ty-1 aut 4667 164 4 + + 1,8
B81_Quebec_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5371 447/488 + S + + + + + 1,5
B7_November_autonomous-Ty1-type Ty-1 aut 5097 235/239 + + 1,3
B45_Zulu_non-autonomous-type ? non-aut 12055 567/565 + 1,6
B120_Grey_non-autonomous-type ? non-aut 2091 485/496 1,9
B47_Uniform_autonomous-Ty3-type Ty-3 aut 5265 401/433 + + + + + 43
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Para o genoma de A. duranensis (genoma A) foram caracterizados 81 elementos
representantes, dos quais 28 pertenciam a superfamilia 7y3-Gypsy, contendo em média 7.970
pb, 23 elementos ndo-autdnomos com aproximadamente 5.781 pb e os outros 30 elementos
eram da superfamilia 7y/-Copia com 5.202 pb em média. Dos 81 elementos representantes,
50 apresentaram a sequéncia flanqueadora de inser¢@o denominada TSD. A média da data de
transposi¢ao de todos os elementos representantes foi de 1,44 Ma (milhdes de anos atras). Ja
no genoma de 4. ipaénsis (genoma B) foram caracterizados 89 elementos representantes, dos
quais 32 pertenciam a superfamilia 7y3-Gypsy com 7.801 pb em média, 24 elementos nao-
autobnomos com aproximadamente 6.182 pb e os outros 31 elementos pertenciam a
superfamilia 7y/-Copia com média de 5.316 pb. Dos 81 elementos representantes, somente
38 apresentaram a estrutura flanqueadora denominada TSD. A média da data de transposicao
de todos os elementos representantes foi de aproximadamente 1,81 Ma.

De forma geral, o tamanho das sequéncias dos retrotransposons LTR do tipo 7y3-Gypsy
foi maior do que os TyI-Copia e ndo-autdbnomos. Os menores elementos com menos de 3.000
pb no genoma A foram Lulu, Zia, Xray, Whiskey e Dan. J4 os maiores elementos, com mais
de 10.000 pb foram RE128 (os dois tipos), Eros, Apolo, FIDEL, Sofi e Pipoka. No genoma B,
os menores elementos foram Grey, Lulu, Charlie e Xray, enquanto os maiores foram Apolo,
Paco, RE128, Gordo, FIDEL, Pipoka e Sofi.

Outro ponto interessante foi a identificacdo do gene da transcriptase reversa (TR) nos
dois genomas. Todas as TRs presentes nos elementos da superfamilia 7v3-Gypsy, quando
comparados com sequéncias disponiveis no banco de dados do pfamA apresentaram
similaridade apenas com proteinas de uma familia denominada RVT-1 ou Reverse
Transcriptase — 1 Family (PF00078 - http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00078). Essa familia
¢ bem caracterizada na literatura, e, no banco de dados do pfamA ja foram submetidas
172.360 sequéncias, distribuidas em 4.989 espécies (principalmente virus, eucariotos e poucas
bactérias), além de possuir 405 estruturas proteicas descritas. Por outro lado, para as TRs dos
elementos da superfamilia 7y/-Copia, houve similaridade apenas com proteinas da familia
denominada RVT-2 (PF07728.8 - http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF07728.8), que ainda ndo
estd bem caracterizada e ndo dispde de estrutura proteica descrita, apesar de estarem
disponiveis 7.027 sequéncias derivadas dessa familia, distribuidas entre 350 espécies
eucarioticas.

Ainda para avaliar a similaridade entre as sequéncias de elementos representantes da

mesma familia, mas em genomas diferentes, foi realizada uma plotagem entre as sequéncias
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de todos os 81 elementos do genoma de 4. duranensis (total de 485.341 pb) e 89 do genoma
de A. ipaénsis (579.265 pb), organizadas na mesma ordem e direcdo 5’-3’. O resultado
indicou alta similaridade entre as sequéncias de cada representante em ambos 0s genomas,
representado pela diagonal bastante conservada (figura 42). Alguns dos elementos estavam
representados em apenas um dos genomas o que ocasionou espacos ou gaps indicados por
setas. Isso ¢ normalmente consequéncia do descarte de parte das sequéncias durante as
montagem de um genoma completo. Apenas fragmentos derivados desses elementos foram

encontrados nos genomas.
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5} genoma A (sequéncias na diregio 5°-3°) 511219
~

-

> Retrotransposons LTR
completos identificados apenas
no genoma B

B49 Pipa2 non-autonomous-type

B8 _Pipa3_non-autonomous-type

B6_Bravo_non-autonomous-type

B154 Paco_autonomous-Ty3-type

B45_ Zulu_non-autonomous-type

B120_Grey non-autonomous-type

B133_Kirke autonomous-Tyl-type

. B81_Quebec_autonomous-Ty3-type

. B25_Sierra_autonomous-Tyl-type
B7 November_ autonomous-Tyl-type
B47_Uniform_autonomous-Ty3-type

< Retrotransposons LTR
completos identificados apenas
no genoma A
*  Al52_Agnus_non-autonomous-type

Al153_Kyra non-autonomous-type
*  Al5]_Vipe non-autonomous-type

genoma B (scquéncias na diregdo 5'-3")

Retrotransposons LTR representantes de 89 familias do

-
X
\\iy/
Fs
-
-~
LA

vl
581353

Figura 42: Grafico de plotagem comparando 81 elementos representantes do genoma A (eixo x) com &9
elementos representantes do genoma B (eixo y) ordenados pela nomenclatura. A linha diagonal preta indica a
similaridade entre os elementos de familias similares em A e B. A descontinuidade da linha indica presenga de
elementos identificados em apenas um dos genomas. As setas para a direita representaram os 11 elementos
encontrados apenas no genoma B e as setas para a esquerda representaram os 3 elementos encontrados apenas no
genoma A. Os nomes dos elementos estdo listados na caixa de texto situada a direita. Grafico produzido pelo
software Gepard.
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3.3.1 Retrotransposons LTR autonomos e ndo-autdbnomos

Onze familias compostas por retrotransposons LTR auténomos apresentaram provaveis
pares de familias de retrotransposons LTR nao-autonomos em ambos os genomas (tabelas 5 e
6). Comparagdes por meio de plotagens entre as sequéncias dos elementos autonomos Apolo
e Doros e seus respectivos pares nao-autonomos Polo e Duran, nos genomas A e B,
exemplificam a similaridade em parte dessas sequéncias (figuras 43 e 44).

Em todos os casos, as sequéncias dos elementos autobnomos eram maiores do que as dos
ndo-autonomos. A similaridade entre os pares (autonomos e nao-autdbnomos) ocorreu
principalmente nas regides flanqueadoras ou LTRs, em acordo com o descrito para pares
FIDEL/Feral e Pipoka/Pipa (Bertioli ef al., 2013). Nesses dois exemplos houve similaridade
parcial nas regides génicas, restritas aos genes gag, protease (prot), integrase (IN ou rve) e
parte da regido 3’ UTR (ndo-traduzida), indicando que, possivelmente durante a evolucao,
partes das sequéncias desses elementos autonomos foram deletadas por meio de mutacdes

(como no gene da transcriptase reversa).

A69_Apolo_autonomous-Ty3-type Al41_Polo_non-autonomous-type
[~ | N~
Q
alz
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@ |z
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2|z
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&
<
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2
N N RN

10.560 pb 6.579 pb

B69_Apolo_autonomous-Ty3-type B141_Polo_non-autonomous-type

Genoma B

B69_Apolo_autonomous-Ty3-type

10.156 pb 6.455 pb

Figura 43: Graficos de plotagem entre o elemento autdnomo Apolo e seu par ndo-autonomo Polo identificados
nos genomas A e B de 4. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. No eixo x foram plotados os elementos
auténomos e ndo-autdnomos; no eixo y foram plotados apenas os elementos auténomos. As porgdes
flanquadores ou LTR estdo representadas pela cor azul escura; o conteudo génico em branco; e regides 5’ e 3’
ndo-traduzidas em azul claro. Grafico produzido pelo sofiware Gepard.
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Figura 44: Graficos de plotagem entre o elemento auténomos Doros e seu par ndo-autdnomo Duran identificados
nos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. No eixo x foram plotados os elementos
auténomos e ndo-autdnomos; no eixo y foram plotados apenas os elementos auténomos. As porgdes
flanquadores ou LTR estdo representadas pela cor azul escura; o conteudo génico em branco; e regides 5’ e 3’
ndo-traduzidas em azul claro. Grafico produzido pelo sofiware Gepard.

3.4 Anotacao dos retrotransposons LTR representantes

Para a anotacdo de cada retrotransposon LTR representante foram utilizadas as
seguintes informagdes: o tamanho da sequéncia completa do elemento, tamanho dos LTRs e
presenga e localizacdo dos motivos TSD, PBS e PPT. O conteudo génico predito (Artemis e
pfamA) foi anotado utilizando o termo “pseudogene” e a estimativa da data de inser¢dao dos
elementos nos genomas também foi incluida. O exemplo da anotagdo do retrotransposon LTR
representante da familia Apolo (genoma A) e o resultado da submissdo dessa sequéncia no
GenBank (NCBI) pode ser visualizado na figura 45. Os nimeros de acesso de todos os
elementos no ENA e GenBanK sdo: KC608770.1 - KC608818.1; KF729698.1 - KF729732.1
e GI: 472455659 - GI: 472455707; GI: 572921102 - GI: 572921136 para os elementos do
genoma B de A. ipaénsis e para o genoma A de A. duranensis sdo: KF729733.1 -
KF729794.1; GI: 572921137 - GI: 572921198.

As anotacdes foram graficamente visualizadas no software Artemis permitindo
comparar o tamanho de todos os elementos, LTRs e regides génicas, em virtude da mesma

escala em pares de bases utilizada (figura 46).
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3.5 Frequéncia de retrotransposons LTR nos genomas A ¢ B

De acordo com andlises utilizando o software RepeatMasker, 28,5% da sequéncia
genOmica completa de A. duranensis (genoma A) é composta por 81 familias de
retrotransposons LTR, ou seja, aproximadamente 353 Mb estdo representados por
retrotransposons LTR conhecidos e suas respectivas sequéncias remanescentes, bem como
por LTRs-solo. Ja4 no genoma de A. ipaénsis (genoma B), 89 familias de retrotransposons
juntamente com seus fragmentos e LTRs-solo estdo presentes em 27,6% ou em 414 Mb do
genoma completo. Essa estimativa da porcentagem pode ser maior, tendo em vista os
parametros utilizados nas analises e a op¢ao do descarte de scaffolds gendmicos menores que
2.000 pb. Dificilmente esses scaffolds descartados abrigariam retrotransposons LTR com
sequéncias completas, no entanto poderiam abrigar fragmentos e sequéncias remanescentes.
Certamente outras familias de retrotransposons LTR, ndo-LTR, transposons de DNA e DNA
repetitivo de outras classes ainda ndo identificados também estdo presentes nas sequéncias
genomicas de A. duranensis e A. ipaénsis, o que tornaria a estimativa de porcentagem
evidentemente maior.

Os retrotransposons LTR pertencentes a superfamilia 7y3-Gypsy, juntamente com seus
pares ndo-autdbnomos perfazem a maior parte dos genomas de 4. duranensis e A. ipaénsis. Em
segundo lugar, estdo as familias de elementos ndo-autdnomos que ndo apresentaram pares

auténomos e por ultimo, os elementos 7y/-Copia e seus pares ndo-autonomos (figura 47).

Genoma A Genoma B
2,49 2,51

' 23,29 , 21,52

Tyl-Copia + pares nfio-autnomos Tyl-Copia + pares nfio-autnomos

2,70

“Ty3-Gypsy + pares ndo-autonomos “Ty3-Gypsy + pares nfio-autdnomos

ndo-auténomos ndo-autonomos

Outros “Outros

Figura 47: Graficos mostrando as frequéncias (em porcentagens) estimadas para as superfamilias 7y/-Copia,
Ty3-Gypsy e familias ndo-autonomas nos genomas A e B.

A cobertura em pb relativa aos elementos completos e seus fragmentos; a frequéncia
gendmica em porcentagem; ¢ o numero de elementos com sequéncias completas estdo
discriminados para cada familia individualmente, familias relacionadas ou pares
autonomos/ndo-autonomas dos genomas A e B (tabela 7).
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Nos genomas completos de A. duranensis e A. ipaénsis apenas 37 familias
representam a maior parte da ocupagdo por retrotransposons LTR, consistindo quase toda a
porcentagem estimada. Sdo elas: FIDEL/Feral, Pipoka/Pipal/Pipa2/Pipa3, Apolo/Polo,
Gordo, Siverio/Silvia/Silver, Curu/Bravo/Golf/Hemera/Hera, Eros/Eris, Mico, Athena,
RE128-84, Matita, Sofi, Medusa/Musa, Grilo/Gilo, RE128-29, Doros/Duran/Dan, Hermes,
Bela, Zoe/Zia e Girino. Juntas, essas familias representam 26,61% e 25,20% dos genomas A e
B, respectivamente. Em termos absolutos, o nimero de elementos com sequéncia completa
nessas familias explica também quase todo o montante de sequéncias de retrotransposons
LTR identificados, sendo 18.244 no genoma A e 11.588 no genoma B, de um total de 18.839
e 12.274, respectivamente.

O retrotransposon LTR FIDEL, juntamente com seu par nao-autonomo Feral sdo os
elementos mais abundantes nos genomas A e B. No entanto, estes sdo mais frequentes no
genoma A (11,02%) do que no B (7,85%).

A porcentagem e o numero dos elementos identificados nas 37 familias mais frequentes
nos genomas A e B estdo representados nas figuras 48 e 49. Os dois graficos exibiram curvas
semelhantes, apesar desse padrao ndo ser esperado, principalmente em virtude das diferentes
caracteristicas evidenciadas em cada um. Para o primeiro, foram levados em conta a
porcentagem relativa aos genomas de acordo com o tamanho em pb dos elementos completos
e seus fragmentos, ao passo que o outro grafico exibiu apenas o nimero de elementos com
sequéncia completa. Algumas familias estavam mais frequentes no genoma A, como por
exemplo FIDEL/Feral, Pipoka/Pipas, Apolo/Polo, Curu/Bravo/Golf/Hemera/Hera e Sofi.
Outras, como Gordo, Silverio/Silvia/Siver, Eros/Eris, Athena, Medusa/Musa, Doros/Duran,
Hermes, Bela e Girino estavam mais frequentes no genoma B. Houve algumas, no entanto
que apresentaram frequéncias similares, tais como RE128-84 e 29, Mico, Grilo, Zoe/Zia,
Matita, dentre outros. Os demais elementos com frequéncia entre 0,11% e 0,005% nos

genomas nao estao representados nos graficos.
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Tabela 7: Frequéncia de retrotransposons LTR (em pb e porcentagem) e niimero de retrotransposons com
sequéncia completa para cada familia individualmente, familias relacionadas ou pares auténomos/ndo-

auténomos identificados nos genomas A e B.

[ Genoma A [ Genoma B |
| Familia de retrotransposon LTR pb % # elementos | pb % # elementos |
FIDEL/Feral 136657210 11,02074274 11323 117783874  7,852258267 3753
Pipoka/Pipal/Pipa2/Pipa3 48740876 3,930715806 1942 56677785 3,778519 1024
Apolo/Polo 28527630 2,300615323 1244 31010488 2,067365867 1018
Gordo 20407298 1,645749839 788 38502109 2,566807267 1323
Silverio/Silvia/Silver 13840147 1,116140887 689 23181309 1,5454206 846
Curu/Bravo/Golf/Hemera/Hera 13059029 1,0531475 468 12935230 0,862348667 931
Eros/Eris 12435827 1,002889274 402 21085792  1,405719467 394
Mico 9588535 0,773268952 405 10812413  0,720827533 365
Athena 9152713 0,738122016 89 13330981 0,888732067 291
RE128-84 9072226 0,731631129 326 11325694  0,755046267 414
Matita 4931315 0,397686694 137 5729505 0,381967 192
Sofi 4742125 0,382429435 13 4345481  0,289698733 55
Medusa/Musa 4147280 0,334458065 40 10649495  0,709966333 156
Grilo/Gilo 4007424 0,323179355 134 4636540 0,309102667 207
RE128-29 2724754 0,219738226 39 3397812 0,2265208 34
Doros/Duran/Dan 1768546 0,142624677 67 3549090 0,236606 215
Hermes 1745353 0,140754274 40 2646389  0,176425933 127
Bela 1519517 0,122541694 19 2201906 0,146793733 40
Zoe/Zia 1493646 0,120455323 68 2013809 0,134253933 142
Girino 1404463 0,113263145 11 2285368 0,152357867 61
Kyra 1323658 0,106746613 0
Yara 1216647 0,098116694 39 1073152  0,071543467 22
Saturno 1122070 0,090489516 30 2025117 0,1350078 58
Ariel 1118205 0,090177823 1 1221991 0,081466067 0
Netuno/Elpis 1086201 0,087596855 46 1291703  0,086113533 80
Venon 1067576 0,086094839 60 767966  0,051197733 36
Buba 1067370 0,086078226 11 1391072  0,092738133 27
Venus 1061794 0,085628548 30 875228 0,058348533 43
Maia 965052 0,077826774 14 661243  0,044082867 30
Lima 949134 0,076543065 65 871630 0,058108667 53
Yuri 880004 0,070968065 28 1444298  0,096286533 29
Joka 800341 0,064543629 14 1007601 0,0671734 11
Yankee 680621 0,05488879 1 717206  0,047813733 7
Nemesis 626649 0,05053621 32 690549 0,0460366 50
Foxtrot 560263 0,0451825 30 551178 0,0367452 16
Delta/Charlie 556183 0,044853468 14 10407042 0,6938028 28
Talita 531857 0,042891694 20 696087 0,0464058 34
India 523393 0,042209113 1 386248 0,025749867 1
Kilo 486901 0,03926621 4 452377  0,030158467 2
Hotel 460160 0,037109677 7 283795 0,018919667 6
Bola 459485 0,037055242 1 239173  0,015944867 2
Agnus 411028 0,033147419 1
Papa 384969 0,031045887 11 366489 0,0244326 8
Tango 377210 0,030420161 2 481210 0,032080667 2
Lulu 362662 0,029246935 39 428428 0,028561867 36
Alpha 348824 0,028130968 2 431267  0,028751133 2
James 333927 0,026929597 4 373884 0,0249256 2
Diva 332583 0,02682121 11 588823 0,039254867 24
Juliett 331290 0,026716935 6 318876 0,0212584 10
Mike 316878 0,025554677 4 167993  0,011199533 1
Dakota 309448 0,024955484 3 144920 0,009661333 5
Phenix 291881 0,02353879 2 315948 0,0210632 3
Echos 233677 0,018844919 1 232843  0,015522867 3
Oscar 208927 0,016848952 2 226028 0,015068533 4
Romeo 180677 0,014570726 1 297742  0,019849467 1
Victor 163970 0,013223387 4 93553  0,006236867 2
Vipe 158690 0,012797581 1
George 142760 0,011512903 11 31698 0,0021132 2
Golden 142742 0,011511452 11 137138 0,009142533 4
Jasper 130594 0,010531774 2 389987 0,025999133 5
Edore 123571 0,009965403 12 156912 0,0104608 10
Omega 118400 0,009548387 9 158406 0,0105604 2
Doris 113538 0,00915629 0 291589  0,019439267 3
Xray 86970 0,00701371 0 158929  0,010595267 3
Whiskey 70917 0,005719113 8 128898 0,0085932 4
Paco 1701496 0,113433067 1
Kirke 423566  0,028237733 2
Sierra 366221 0,024414733 2
Quebec 294270 0,019618 6
November 256492  0,017099467 4
Zulu 182440 0,012162667 0
Grey 137462  0,009164133 0
Uniform 88989 0,0059326 0
| TOTAL 353185611 28,48271056 18839 414528223  27,63521487 12274 |
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Figura 48: Grafico mostrando porcentagem (eixo y) de ocorréncia das 37 familias mais frequentes nos genomas
A e B (eixo x). Familias que compartilham similaridade entre as sequéncias foram avaliadas juntas.

131



12000

11000 +

10000 +

9000 -~

8000 -

q

7000 -

LTR com

6000

P

5000

“Genoma A

4000 “Genoma B

Nimero de retrotr

3000

2000

1000 -~ - mm

— = Oo” © < [ B e - »n < o«
s 32 38 8 £ 2 S8 EF EE =238 6= & 8
5 & 0 2 =2 8 & &8 % € E] ) N .E
m»-‘&o:m\z_:oo@mz(:oogém\‘:
SN [CIR%) 2 = a s S 2 = 8 RG]
dN% Egg <E §§”§: [S
< S =
8 &2 g+ o ERCR-N-
m & 2z § Z
= L & 2
R=g 3 © Qo
& 2 9
< A O
S 2z
s
o ja
&g
=]
@]

Familias de retrotransposons ITR

Figura 49: Grafico mostrando o niimero de retrotransposons com sequéncia completa (eixo y) identificados em
37 familias mais frequentes nos genomas A e B (eixo x). Familias que compartilham similaridade entre as
sequéncias foram avaliadas juntas.

3.5.1 Frequéncia e distribuicao de retrotransposons LTR nas pseudomoléculas A ¢ B
Os genomas de A. duranensis e A. ipaénsis foram ordenados e separados in silico em
dez pseudomoléculas cada um, representando os cromossomos haploides (n=10). Com isso

foi possivel avaliar a porcentagem de ocorréncia das familias de retrotransposons LTR em

cada pseudomolécula, assim como a distribui¢cdo de algumas familias (tabela 8).
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Tabela 8: Pseudomoléculas A e B. Tamanho de cada pseudomolécula; Cobertura (frequéncia) em pares de bases

e porcentagem correspondente a presenca das familias de retrotransposons LTR identificadas.
[ Pseudomoléculas A | Tamanho (Mb) | Frequéncia de retrotransposons LTR (Mb) | Frequéncia de retrotransposons LTR (%) |

A01 107 39,5 36,96
A02 93,9 28,3 30,19
AO3 135,1 44,3 32,80
A04 123,6 43 34,80
AO5 110 35,1 31,92
A06 112,8 37,9 33,63
A07 79,1 24,8 31,43
AO8 49,5 8,7 17,73
A09 120,7 44,6 37,00
A10 109,5 36,7 33,60
[ Pseudomoléculas B | Tamanho (Mb) | Frequéncia de retrotransposons LTR (Mb) | Frequéncia de retrotransposons LTR (%) |
BO1 137,4 54,7 39,84
B02 109 37,6 34,55
BO3 136,1 45,8 33,66
B0O4 133,6 50,2 37,64
BOS 149,9 57,9 38,65
BO6 137,1 52,4 38,23
BO7 126,4 48,5 38,38
BO8 129,6 50,6 39,08
B09 147,1 55,4 37,70
B10 136,2 53,2 39,08

A soma das dez pseudomoléculas foi menor do que o tamanho estimado para a
sequéncia gendmica completa, para ambos os genomas A e B, possivelmente devido ao
descarte de scaffolds gendmicos, durante a montagem das pseudomoléculas. A porcentagem
relativa a presenga dos retrotransposons LTR conhecidos e seus fragmentos foi determinada
para cada pseudomolécula, e variou entre 17-40%. Como a montagem dessas sequéncias
ainda ndo estd totalmente finalizada, ¢ possivel que os tamanhos das pseudomoléculas A02,
A07 e AO8 sejam diferentes, modificando o resultado final. De forma geral, a frequéncia das
familias de retrotransposons LTR nas dez pseudomoléculas foi maior do que a prevista em
cada genoma. Os parametros utilizados neste trabalho para a estimativa de porcentagem de
elementos nos genomas e pseudomoléculas foram bastante estringentes, de forma que ¢
possivel considerar que essa estimativa possa ser maior.

Para representar a distribuicdo de algumas familias de retrotransposons LTR nas
pseudomoléculas AO1 e BO1 de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente, foi realizada
uma andlise via BLASTn, na qual foi contabilizado o niimero de hits positivos encontrados
nas sequéncias das pseudomoléculas relativos a presenca e coordenada de cada
retrotransposon LTR. Para isso, graficos representando as pseudomoléculas (cromossomos)
AO01 e BO1 foram construidos em escala de 2 Mb (figuras 50-a a 50-1).

As familias de retrotransposons FIDEL/Feral (figura 50-a), Pipoka (figura 50-c) e
Apolo (figura 50-h) mostraram distribuicdo similar nas pseudomoléculas A0l e B0O1, sendo
mais frequente em A. duranensis. A distribui¢do dessas familias ao longo das

pseudomoléculas ficou principalmente restrita a regido pericentromérica, excluindo-se as
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regides distais, como descrito para FIDEL (Nielen et al., 2010), apds experimentos de
hibridizacao in situ de FIDEL em cromossomos metafasicos de amendoim.

As familias Silverio (figura 50-d), Gordo (figura 50-¢), Athena (figura 50-g) e Juliett
(figura 50-m) também apresentaram resultados similares nas pseudomoléculas avaliadas, mas
com a maior ocorréncia em A. ipaénsis. A distribuicdo dessas familias ficou restrita a regido
pericentromérica. O tamanho de BO1 em relagdo a A0l ¢ maior, o que deve ser levado em
conta no caso dos elementos que apresentaram maior frequéncia em A. ipaénsis.

Para as familias Matita (figura 50-b), RE128-84 (figura 50-f) e Mico (figura 50-i), com
frequéncia similar nos dois genomas, a distribuicdo ocorreu preferencialmente em regides
distais das pseudomoléculas, compativel com a distribuicdo descrita para Matita em
cromossomos metafasicos de amendoim (Nielen et al., 2012).

As familias menos abundantes nos dois genomas, Venus (figura 50-j), Saturno (figura
50-k), Foxtrot (figura 50-1), Girino (figura 50-n), Golden (figura 50-0), Diva (figura 50-p),
Hermes (figura 50-q) e Hotel (figura 50-r) apresentaram poucos hits, distribui¢ao dispersa e

menos frequente nas regides centroméricas.
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Figura 50: Distribuicdo de algumas familias de retrotransposon LTR nas pseudomoléculas A0l ¢ BO1 dos
genomas de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente. Graficos correspondentes ao tamanho das
pseudomoléculas representados em escala de 2 Mb (eixo x). Numero de Aits positivos resultantes da comparagéo
das pseudomoléculas com os elementos, por meio da ferramenta BLASTn (eixo y).
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3.6 Estimativa das datas de transposi¢@o dos retrotransposons LTR nos genomas A ¢ B

A média das estimativas das datas de transposicdo dos 18.839 retrotransposons LTR
com sequéncia completa identificados no genoma A foi de 1,55 Ma. Enquanto para os 16.659
retrotransposons LTR do genoma B foi de 1,51 Ma. A maioria das médias das datas estimadas
para os elementos das familias equivalentes nos genomas A e B foram distintas, apesar da
variagdo no numero de elementos identificados para cada familia (Anexo 1). Todas as
familias de retrotransposons LTR identificadas nos genomas A e B apresentaram a média da
estimativa da data de transposi¢do mais recente do que a data estimada para a divergéncia
entre os genomas A e B, ou seja, 3,5 milhdes de anos atras (Nielen et al., 2012; Moretzsohn et
al., 2013), indicando que os contetidos repetitivos dos dois genomas, A e B, possivelmente
seguiram fluxos evoluciondrios distintos. Para as 37 familias mais frequentes, as médias das
datas de transposicdo dos elementos foram mais antigas no genoma de A. duranensis, com
exce¢do da familia Mico, que apresentou a média de idade ligeiramente maior no genoma de

A. ipaénsis, como os exemplos apresentados na figura 51.

Matita

RE128-84

Eros/Eris

&
f Mico S
| | | | -
s
e —— Gordo Z
2
“ Genoma B Silverio/Silvia/Silver g
T T T T T T T T ):
Genoma A 2
Curu/Bravo/Golf/Hemera/Hera {E
| | | | | | | | &
Pipoka/Pipa
Apolo/APolo

FIDEL/Feral

35 325 3 275 25 225 2 1,75 15 125 1 075 05 025 O
Média da data de transposicdo em milhdes de anos

Figura 51: Grafico que apresenta a média das datas de transposi¢do estimadas para todos os retrotransposons
LTR pertencentes as 36 familias mais frequentes nos genomas A e B. O eixo x representa uma escala de tempo
(da mais antiga para a mais atual) de 3,5 milhdes de anos atras até 0 ano (ou periodo recente); o eixo y representa
as 36 familias de retrotransposons LTR.

Graficos contendo a distribuicdo das datas de insercdo estimadas para todos os
retrotransposons LTR com sequéncia completa pertencentes a algumas familias dos genomas
A e B foram construidos (figura 52-A a 52-R). Os resultados obtidos para as familias mais

frequentes revelaram distribuicdes com padrdo de curva normal, onde o menor numero de
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elementos apresentava datas muito recentes ou muito antigas. Muitas familias, apesar de
apresentarem médias mais recentes do que a data de divergéncia dos genomas A e B,
continham poucos elementos individuais com datas mais antigas, chegando a 5 Ma. A
construc¢do dos graficos de distribui¢do foi util porque permitiu a constatacdo de qual periodo
evolutivo em que foram identificados o maior nliimero de retrotransposons LTR para cada
familia, separadamente.

As familias FIDEL/Feral, juntas, apesar de apresentarem frequéncias distintas nos
genomas A e B, mostraram curvas similares no grafico. Contudo, as estimativas das datas de
transposi¢ao observadas para o maior nimero de elementos foram aproximadamente 1,75 Ma
para o genoma A e 1,25 Ma para o genoma B (figura 52-A). Para as familias Apolo/Polo e
Pipoka/Pipa, as distribui¢cdes também foram bastante similares apesar da frequéncia dessas
familias no genoma A ser ligeiramente maior. Para Apolo/Polo, em ambos os genomas, o
maior numero de elementos apresentava a data de transposi¢do estimada em
aproximadamente 1,25 Ma (figura 52-B), enquanto que para Pipoka/Pipa, 1,5 Ma (figura 52-
O).

Familias mais frequentes no genoma B, como Silverio/Silvia/Silver, Gordo e Athena
apresentaram o maior numero elementos com datas mais recentes no genoma B,
aproximadamente 1,25 Ma, 1 Ma e 1,5 Ma (figuras 52-D, 52-E, 52-0), respectivamente. A
maioria dos elementos pertencentes as familias Eros/Eris, por outro lado, apresentaram data
mais recente no genoma A, porém também foram identificados elementos individuais bastante
antigos, com datas em torno de 4,75 Ma (figura 52-G).

As familias com frequéncias similares em ambos os genomas, Mico (figura 52-F) e
Matita (figura 52-1) apresentaram para o maior nimero de elementos, datas de transposi¢ao
correspondendo a aproximadamente 0,5 Ma e 1 Ma, respectivamente em ambos 0s genomas.
J& para a familia RE128-84, a maioria dos elementos apresentou data mais recente no genoma
B, com 0,75 Ma (figura 52-H), ao passo que a familia Grilo (N), mais recente no genoma A
com 0,25 Ma (figura 52-N).

Em virtude da baixa frequéncia nos genomas A e B, algumas familias ndo apresentaram
uma curva com um padrdo informativo, porém com tendéncia a exibirem elementos com
datas de transposi¢cdo mais recentes do que 3,5 Ma (data de divergéncia entre genomas) até
data bastante recente (0 ano), como Hotel (figura 52-J), Venus (figura 52-K), Foxtrot (figura
52-M), Golden (figura 52-P) e Diva (figura 52-R). As familia Saturno (figura 52-L) e Hermes

(figura 52-Q) apresentaram poucos elementos com data anterior a divergéncia.
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Figura 52: Graficos com distribui¢do das datas de transposicdo estimadas para retrotransposons LTR
pertencentes a algumas familias nos genomas A e B. O eixo x representa uma escala de tempo de 4,75 milhdes
de anos atras (Ma) até 0 ano (periodo recente); o eixo y representa o nimero de elementos com sequéncia
completa.
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3.6 Distribuicdo dos retrotransposons LTR em cromossomos de amendoim (genoma

AABB)

3.6.1 Alinhamento de sequéncias de TR (Transcriptase Reversa) e desenho de primers

Foram selecionadas 14 familias de retrotransposons LTR do genoma B de 4. ipaénsis
para investigar a distribuicdo dessas sequéncias em cromossomos metafasicos de amendoim
tetraploide (subgenomas A e B). Essas familias diferem entre si na superfamilia e frequéncia
em que ocorrem nos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénsis. Seis dessas familias sdo
TyI-Copia, sete Ty3-Gypsy e uma delas contém elementos ndo-autonomos (Athena). As
familias Apolo, Golden, Venus, Foxtrot, Hotel e Juliett apresentaram maior frequéncia no
genoma A. Saturno, Girino, Athena, Hermes e Diva apresentaram maior frequéncia no
genoma B. As familias Mico, Grilo e RE128-84 apresentaram frequéncias similares em
ambos os genomas (tabela 7).

Como sonda para FISH foi utilizada a regido correspondente a sequéncia do gene que
codifica a enzima transcriptase reversa (TR), em virtude do seu alto nivel de conservagdo
entre retrotransposons LTR autdonomos de uma mesma familia.

Todos os alinhamentos produzidos pelas sequéncias de elementos das 14 familias foram
visualizados na interface do programa Jalview (figura 53). Os resultados exibiram alta
similaridade entre as sequéncias de TR possibilitando o desenho de pares de primers para essa
regido. Os nomes, sequéncias dos pares de primers e o tamanho do produto de PCR

amplificado estdo listados na tabela 9.

File Edit Select View Format Colour Calculate Web Service
7860 7870 4880

fold26622(3-10443-1/1-10441  ATAGAAGCHGGEAKGING C GGG
fold13824/15784-25563-1/1-9765  (GRAGAAGECGGCAAATTCCIGGG
1014290201 1391-11541-1/1- 101

691
fold15437/1129-11188-1_re/1-10060 GIAGAAGE:
fold3589/1437-13572-1.r¢/1-12136 - - AGAAGETGGCAAA

GTAGAAGCTGGCAAATTCTTGGGCTTCATGCT CAC

Figura 53: Exemplo de parte de um alinhamento entre sequéncias do gene que codifica a enzima transcriptase
reversa em retrotransposons LTR da familia Apolo, visualizados na interface do software Jalview.
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Tabela 9: Nome dos pares de primers, sequéncia e tamanho da sequéncia amplificada de cada uma das TRs das
14 familias de retrotransposons LTR.

Nomes dos retrotransposons LTR

Nomes dos primers

Sequéncia na dire¢do 5'-3'

Tamanho do
produto em pb

B60_Venus
B57_Mico
B62_Saturno
B9_Girino
B16_Grilo
B69_Apolo
B65_Foxtrot
B50_Hotel
B71_Juliett
B84-RE128
B24-Athena
B144-Diva
B146-Golden

B1-Hermes

B60_Venus_aut-Ty3-FWD
B60_Venus_aut-Ty3-REV
B57 Mico_aut-Ty3-FWD
B57_Mico_aut-Ty3-REV
B62_Saturno_aut-Ty3-FWD
B62_Saturno_aut-Ty3-REV
B9_Girino_aut-Ty3-FWD
B9_Girino_aut-Ty3-REV
B16_Grilo_aut-Ty3-FWD
B16_Grilo_aut-Ty3-REV
B69_Apolo_aut-Ty3-FWD
B69_Apolo_aut-Ty3-REV
B65_Foxtrot_aut-Tyl-FWD
B65_Foxtrot_aut-Tyl-REV
B50_Hotel aut-Tyl-FWD
B50_Hotel aut-Tyl-REV
B71 Juliett aut-Tyl-FWD
B71_Juliett_aut-Tyl-REV
B84-RE128-FWD
B84-RE128-REV
B24-Athena-FWD
B24-Athena-REV
B144-Diva-FWD
B144-Diva-REV
B146-Golden-FWD
B146-Golden-REV
B1-Hermes-FWD
Bl-Hermes-REV

GACGACATGGTCGYCAARAC
AAAACAGGTGGTTTTGAAAG
TATTGCTATGTGGTCATGCC
AGGGATCTTAATGCTGATCC

ATGTGTGTTGATTTCACCGATCTC

AYAGTGCAGCAAGTCTCCCT
CATGGCTGTCCAAYGTYGTC

GCTCATRAGRCTTTGGTAGGTGGC

CCCAAGGACTGCTACCCCCT
ACCCCRCTTTGGGTTATCAT
GTAGAAGCTGGCAAATTCYT
TAAGYARYGGTGGTTGCCCCA
CCTCAAAAAGAGCGGAGACT
CATATCCTGCAGGTTGCTCA
CAGTGGAGAGGCACAAGACA
GAGCTTGCCCACAATTCTTC
TATGGCTTGAAACAGGCAAG
TCCAAAAATTGGCTGAGCTT
CCACTAGATCCTCAAGCAAG
AGAAGGCACTAAGCCTTTC

CCATCATAATTATCATAGTTGTGG
CTCCAAACCAAGAGGGTGATAAC

CTCAAGTGGTGGAGATAGAG
ACCATCTGACTTAGTAGGATC
CCAAGGAGAAGCTTCAACTG
GATGTCTGCTTGTTGAGAGC
GAAGCTCGGCAGTGCTACAA
GCATCTTTAGGGCAAGCTTT

403

406

567

310

433

285

505

712

512

558

469

471

559

3.6.2 Clonagem das sequéncias de RT e analise do perfil de restri¢do enzimatica

Para todos os 14 pares de primers foram realizados gradientes de temperaturas, por

meio de reagcdo de amplificacdo por PCR, utilizando o DNA gendémico de A. ipaénsis. O

resultado para nove desses pares ¢ mostrado na figura 54.

Para ligagdo em vetor de clonagem, foram utilizados os produtos de amplificagdo com a

maior temperatura e, apds a transformacgdo em células de E. coli, foram selecionadas 2-5

colonias recombinantes (brancas) para extracdo do plasmideo. A presenca e o tamanho do

inserto foram conferidos apds digestdo com a enzima de restri¢do EcoRl, e para cada par de

primer testado, foi selecionado para o sequenciamento, apenas um clone com tamanho de

inserto esperado, representado por seta na figura 55.
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Figura 54: Amplificagdo da RT no DNA gendmico de A. ipaénsis, utilizando nove pares de primers em gel de
agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Para todas as temperaturas testadas, os tamanhos dos produtos de
PCR foram compativeis com o tamanho esperado. O marcador utilizado foi o /Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen) (pogo 1).
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Figura 55: Perfil de restricdo enzimatica, utilizando a enzima EcoRI, dos clones selecionados a partir das
colonias brancas visualizados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Os clones com os
tamanhos dos insertos esperados (seta branca) foram selecionados para sequenciamento. O marcador utilizado
foi o 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (pogo 1).

3.6.3 Sequenciamento e analise dos dados

Foram geradas sequéncias de RT de cada uma das 14 familias nas duas dire¢des, e com
a utilizagdo das ferramentas Vecscreen (NCBI) e Pregap4 (pacote Staden Package), foram
removidas as sequéncias de vetores e sequéncias com baixo indice de confianga.
Comparagdes com o banco de dados do NCBI, por meio da ferramenta BLASTx, revelaram
que as sequéncias obtidas neste experimento tratavam-se de fato, de fragmentos do gene que
codifica a enzima TR em retrotransposons autdbnomos (com excec¢do de elementos da familia
Athena, composta por elementos ndo-autdnomos).

Para corroborar os resultados de cada familia, foi realizado um alinhamento entre as
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sequéncias de TR obtidas pela clonagem e os respectivos elementos representantes das
familias selecionadas. A compilagdo de dados na mesma escala contendo o alinhamento das
TRs (Gap4 - Staden) com a sequéncia anotada do elemento representante Mico por exemplo,
(visualizada na interface do Artemis), estd na figura 56. A complementariedade direta e
reversa das sequéncias de RT forneceu evidéncias de que a utilizagdo desses fragmentos como

sondas para FISH seria bastante especifica e portanto, muito informativa.
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Figura 56: Sequéncia do retrotransposon LTR representante BS7_Mico_autonomous-Ty3-type complementar as
sequéncias direta e inversa da sequéncia da TR amplificada de A. ipaénsis por primers especificos, a partir de
analises feitas nos softwares Artemis e Gap4 (mesma escala em pb).

3.6.4 Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

3.6.4.1 Preparacdo das sondas e teste para verificacdo de nucleotideos incorporados (dot blof)

Os produtos das reagdes de PCR realizadas com os pares de primers e os plamideos
contendo as sequéncias de RT clonadas foram purificados e utilizados na confec¢do de sondas
de DNA marcadas. Para cada sequéncia foi feita uma sonda marcada com biotina e outra
marcada com digoxigenina. A presenc¢a do dot cinza na membrana confirmou a incorporagao

dos nucleotideos marcados em todas as 28 sondas (figura 57).
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Figura 57: Dot blot das sondas de DNA com nucleotideos marcados com digoxigenina ou biotina obtidas pela
técnica de Random Primer a partir das sequéncias do gene que codifica a enzima TR em nove familias de
retrotransposons LTR selecionadas para FISH.

3.6.4.2 Hibridizag¢ao in situ por fluorescéncia — FISH

Foram selecionadas laminas contendo metafases isoladas a partir de meristemas de

raizes de plantas de 4. hypogaea (cultivar Tatu) (figura 58).

- :

Figura 58: Células meristematicas isoladas de meristemas de raizes de plantas de A. hypogaea, mostrando varios
nucleos interfasicos e um conjunto de cromossomos em metafase ao centro (detalhe).

Como descrito em Seijo et al. (2004), o uso de DAPI para evidenciar cromossomos de A.
hypogaea revelou bandas heterocromaticas distintas nos cromossomas do genoma A e bandas
ausentes ou consideravelmente mais fracas em cromossomos do genoma B. Todas as sondas
utilizadas para FISH resultaram em sinais de hibridiza¢do detectaveis multiplos e dispersos
presentes em varios, mas nao em todos os cromossomos de amendoim (figuras 59-A a 59-S).

Todas as sondas marcadas com digoxigenina e observadas em verde produziram
resultados contendo marcacdes detectdveis, ao passo que quando marcadas com biotina
(observadas em vermelho) o resultado ndo foi satisfatorio, com excecdo da sonda construida
para a RT da familia Venus.

A hibridizagdo da sonda de TR da familia Juliett pertencente a superfamilia 7y /-Copia

produziu sinais na maioria dos cromossomos, tanto do subgenoma A, quanto do B, porém
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mais forte em alguns cromossomos A (figura 59-C). Os sinais foram observados mais nas
regides pericentroméricas, estando ausentes nas regides distais. Duas sondas de TR
desenvolvidas para a familia Saturno (7y3-Gypsy), marcadas com digoxigenina produziram
sinais dispersos ao longo dos dois bragos da maioria dos cromossomos principalmente do
subgenoma B, excluindo a regido centromérica (figuras 59-F e 59-S). Sinais difusos de
hibridizacdo produzidos pela sonda de Venus (7y3-Type), marcada com biotina, foram
observados na maior parte dos cromossomos A e B de amendoim (figura 59-R), apresentando
alguma sobreposicao de sinais (em amarelo) com a sonda de Saturno (figura 59-S). A sonda
Diva (Ty1-Copia) mostrou também um padrdo disperso de distribui¢do com sinais mais fortes
na regido pericentromérica e mais fracos ou ausentes nas regides centromérica e distal da
maioria dos cromossomos, porém sendo ligeiramente mais forte em cromossomos do
subgenoma B (figura 59-1). Para a familia Golden (7y/-Copia), foi possivel detectar marcagdo
da sonda apenas em alguns cromossomos A e B, de forma difusa e preferencialmente na
regido pericentromérica dos cromossomos, excluindo as regides distais e mais frequentes no
subgenoma A (figura 59-0). Ja com a sonda da familia RE128-84 (Ty1-Copia) foi possivel
detectar sinais evidentes de hibridizagdo na maioria dos cromossomos A e B, ao longo dos
bragos (figura 59-L), porém nao foi possivel distinguir se houve hibridiza¢ao preferencial em
um ou outro subgenoma. Esses dados indicam que cada um dos retrotransposons LTR
selecionados neste estudo apresenta uma distribui¢do especifica, de acordo com o subgenoma

(A ou B), com padrao de distribuicao e intensidade de sinais de hibridizagcdoo identificaveis

nos cromossomos e com distribuicao determinada em regides dos bragos dos cromossomos.
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Figura 59: Cromossomos metafasicos de amendoim (Arachis hypogaea) contra corados com DAPI (azul) e apos
hibridizacdo in situ por fluorescéncia com sondas de TR de diferentes familias de retrotransposons LTR do
genoma B de A. ipaénsis. Sondas marcadas com digoxigenina tiveram os sinais de hibridiza¢do detectados com
anticorpo anti-digoxigenina conjugado com FITC (verde) e as sondas marcadas com biotina, sinais detectados
com estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 594 nm (vermelho). (A, D, G, J, M, P) Coloracdo com DAPI
mostrando metade dos cromossomos contendo bandas centroméricas fortemente coradas, tipicos do subgenoma
A e fracamente coradas ou ausentes, tipicos do subgenoma B. (B) Sonda obtida da RT da familia Juliett. (C)
FISH com a sonda obtida da RT de Juliett mostrando sinais de hibridizagdo na maioria dos cromossomos A e B,
porém mais forte em alguns cromossomos A. Os sinais foram observados predominantemente nas regides
pericentroméricas, estando ausentes nas regides distais. (E,Q) Sondas obtidas da RT da familia Saturno. (F, S)
FISH com a sonda obtida da RT de Saturno mostrando sinais dispersos ao longo dos dois bragos da maioria dos
cromossomos principalmente do subgenoma B, excluindo a regido centromérica. A figura S ¢ uma sobreposicao
de resultados com Saturno e Venus. (H) Sonda obtida da RT da familia Diva. (I) FISH com a sonda obtida da
RT de Diva mostrando um padrdo disperso de distribuicdo com sinais mais fortes na regido pericentromérica e
mais fracos ou ausentes nas regides centromérica e distal da maioria dos cromossomos, porém sendo
ligeiramente mais forte em cromossomos do subgenoma B. (K) Sonda obtida da RT da familia RE128-84. (L)
FISH com a sonda obtida da RT de RE128-84 mostrando sinais evidentes de hibridizagdo na maioria dos
cromossomos A e B, ao longo dos bragos, porém nao foi possivel distinguir se houve hibridizagdo preferencial
em um ou outro subgenoma. (N) Sonda obtida da RT da familia Golden. (O) FISH com a sonda obtida da RT de
Golden mostrando marcagdo apenas em alguns cromossomos A e B, de forma difusa e preferencialmente na
regido pericentromérica dos cromossomos, excluindo as regides distais e mais frequentes no subgenoma A. (Q)
Sonda obtida da RT da familia Golden. (R) Sonda obtida da RT da familia Venus. (R, S) FISH com a sonda
obtida da RT de Venus mostrando sinais difusos de hibridizacdo observados na maior dos cromossomos A ¢ B
de amendoim.
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3.7 Comparagdo entre sequéncias homeologas nos genomas A e B de Arachis

Andlises realizadas com as sequéncias gendmicas de A. duranensis (scaffold 45 -
genoma A) com aproximadamente 2,2 Mb e de A4. ipaénsis (scaffold 47 - genoma B) com 2,4
Mb, ambas contendo o marcador Legl28 (desenvolvido para leguminosas), comparadas por
meio de graficos de plotagem (dot plots) desenvolvidos pelo software Gepard, indicaram alta
similaridade, confirmando a existéncia de macrossintenia desta regido entre as duas espécies
(figura 60). A linha diagonal, resultante da comparagao entre as duas sequéncias, representou
a macrossintenia, no entanto, os espagos ou descontinuidades presentes na diagonal foram
caracterizados principalmente por lacunas na montagem dessas sequéncias genOmicas,
representados por “N” nas sequéncias. Para facilitar a representacdo dos resultados que
mostram a similaridade entre as regides gendmicas A e B, quatro regides menores,
equivalentes em ambos os genomas, foram selecionadas para apresentagdo dos resultados de

investigacdo dos componentes génico e repetitivo (tabela 10).
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Figura 60: Grafico de plotagem comparando as sequéncias gendmicas de 4. duranensis (scaffold 45) com 2,2
Mb (eixo X) e A. ipaénsis (scaffold 47) com 2,4 Mb (eixo y), resutando em uma linha diagonal que indicou
macrossintenia dessa regido nas duas espécies. Estdo representadas quatro regides selecionadas para analise
detalhada quanto ao conteudo génico e repetitivo. Grafico de plotagem produzido pelo programa Gepard.
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Tabela 10: Coordenadas dos intervalos de bases das quatro regides selecionadas nas sequéncias genomicas de A.
duranensis (scaffold _45) e A. ipaénsis (scaffold 47) para apresentacdo dos resultados de comparacdo dos
conteudos génico e repetitivo.
Comparagao entre regides homeologas dos genomas A ¢ B
Genoma A - scaffold 45 | Genoma B scaffold 47

Regido 1 base 42.000 a 627.000 Regido 1 base 531.200 a 780.000
Regido 2 base 904.200a 1.119.800  Regido2  base 1.018.600 a 1.280.800
Regido 3 base 1.177.000 a 1.412.400 Regido 3 base 1.288.000 a 1.540.000
Regido4  base 1.570.800a 1.777.600 Regido4  base 1.790.400 a 1969.600

A comparagdo entre os intervalos de sequéncias referentes as quatro regides
selecionadas nos genomas A e B apresentaram alta similaridade entre o contetido génico,
tanto na localizacdo, quanto nas funcdes preditas. A sobreposi¢do entre os resultados
contendo as regides codificantes (CDSs), identificadas por meio de comparagdes com
sequéncias de proteinas presentes no banco de dados do pfamA, e os genes putativos,
representados por meio de estruturas de introns e exons preditos pelo software FGENESH,
forneceram fortes evidéncias quanto a correta indicagdo dos provaveis genes presentes nestas
sequéncias, diminuindo a possibilidade de anotacdo equivoca. A presenca de exons
demasiadamente pequenos (<50 pb) ou sem hits com pfamA foram desconsiderados desta
analise. Um exemplo do resultado gerado pela sobreposi¢ao de andlises realizadas em um

pequeno intervalo da regido 1 do genoma de A. duranensis ¢ mostrado na figura 61.

Resultados das CDS >50 pb contra o pfamA
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Figura 61: Parte da sequéncia da regido 1 de 4. duranensis mostrando a identificagdo de CDSs (barras azuis) que
apresentaram hits positivos obtidos por meio de comparagdes com sequéncias do pfamA; Dois genes em
estruturas de introns (linhas azuis) e exons (barras vermelhas) presentes na mesma sequéncia obtidos na
comparagdo com sequéncias génicas de M. truncatula pela ferramenta FGENESH; Sobreposi¢do dos dois
resultados na mesma escala; Graficos produzidos pelo software Artemis.
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O anexo 2 mostra uma tabela contendo os conteudos génicos preditos em ordem
idéntica nos genomas A e B, para cada uma das quatro regides analisadas. Todos os genes
foram anotados como putativos e apresentaram diversas fungdes, tais como fatores de
transcricdo, genes ligados a elementos de transposi¢do, além de outros. O nimero de
identificacdo dos genes (pfam-ID) estd descrito e aqueles presentes em apenas um dos
genomas estdo evidenciados em negrito. Todos os resultados envolvendo a predicdo da
localizagdo e funcdo de genes, assim como da presenca de retrotransposons LTR e seus
fragmentos para as quatro regides hoemedlogas selecionadas dos genomas de A. duranensis e
A. ipaénsis, estdo ilustrados nas figuras 62 a 65, por meio de desenhos esquematicos e analise
de microssintenia entre essas regides obtidos em graficos de plotagem, na mesma escala em
pares de bases. A maioria das falhas presentes nas diagonais foi caracterizada pela insercao de
retrotransposons LTR ou pela presenca de fragmentos ou genes relacionados a TEs. A
diferenga entre os contetidos gé€nicos deu-se majoritariamente pela inser¢do de TEs, o que
possivelmente foi responséavel pela quebra de sintenia dessas regides em ambos os genomas,
dentre outros fatores.

Na Regido 1 foram preditos 30 genes para o genoma A e 33 para B. Dos trés genes
identificados somente no genoma B, dois ndo tinham fun¢do descrita e um foi predito como
sendo o gene que codifica a TR, presente em TEs autonomos, indicando que nesta localizagdo
possivelmente havia uma sequéncia remanescente derivada de um retrotransposon. De acordo
com esses dados, 100% do conteudo génico do genoma A ¢ similar ao do genoma B. Em
contrapartida, apenas 91% do conteudo génico presente no genoma B ¢ similar ao de A.
Foram detectadas insergdes de trés elementos com sequéncia completa no genoma B: Doros
(data de transposi¢do estimada em 613.000 anos), Grilo (2,5 milhdes de anos) e Mico
(571.000 anos). Ja no genoma A, foram detectados dois elementos insercionais, RE128 (1,7
milhdo de anos) e Mico (1,47 milhdo de anos). O padrdo de linhas paralelas a diagonal no
centro do grafico foi caracterizado pela presenca de trés genes em tandem (figura 62).

Na Regido 2 (figura 63) foram preditos 37 genes no genoma A e 34 no B. Um total de
67,5% do contedo génico ou 25 genes do genoma A sdo similares ao do genoma B, e da
mesma forma, 26 genes ou 76,5% do conteudo génico do genoma B ¢ similar ao A. A maioria
dos genes presentes em apenas um dos genomas foi predito como putativo e sem fungdo
relacionada. No genoma B foi identificada uma sequéncia remanescente derivada do elemento
Bela. Ja no genoma A, houve a insercdo de dois outros elementos, Nemesis (data de

transposi¢do estimada em 1,5 milhdes de anos) e Yara (ndo foi possivel estimar a data de
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transposi¢do). Devido a presenca de alguns genes relacionados a transposons (provavelmente
derivados de elementos antigos que sofreram mutagdes em suas sequéncias), foram
observadas falhas na diagonal, além de falhas no sequenciamento (gaps). Nove genes
putativos e sem fun¢do conhecida estavam presentes apenas no genoma A e foram
responsaveis pela maior diferenca entre essas regides dos dois genomas .

Na Regido 3 do genoma A foram preditos 34 genes, enquanto que para o B, 35 genes.
Um total de 28 genes ou 82,3% do conteudo génico do genoma A ¢ similar ao do B, e da
mesma forma, 28 genes ou 80% do conteudo génico do genoma B ¢ similar ao do A. No
genoma B foram identificadas duas sequéncias remanescentes dos elementos Matita e Vipe,
além do elemento completo Doris (data estimada em 483.000 anos). No genoma A houve a
inser¢do de dois elementos, Vipe (2 milhdes de anos) e Venon (1,5 milhdes de anos), além da
presenca de um fragmento do elemento Matita. Devido principalmente a presenca de alguns
retrotransposons, além de genes relacionados a TEs (provavelmente derivados de elementos
degradados), foram detectadas falhas na diagonal. Diagonais paralelas, representadas pela
ocorréncia de genes que codificam a proteina kinase presentes nos dois genomas e
organizados em fandem, também foram observadas (figura 64).

Por ultimo, na Regido 4 foram identificados 32 genes em A e 38 em B. Um total de 26
genes ou 81,2% do conteudo génico do genoma A ¢ similar ao do genoma B, e 28 genes ou
73,7% do contetido génico do genoma B ¢ similar ao de A. No genoma B foi observado um
elemento Paco com sequéncia completa (data de transposi¢do estimada em 2,1 milhdes de
anos) e uma sequéncia remanescente do mesmo elemento. No genoma A houve a inser¢ao de
dois elementos, Agnus (452.000 anos) e Kyra (1,5 milhdo de anos) além da presenca de trés
fragmentos derivados do elemento Paco e outro do elemento Mico. Falhas nas sequéncias
também ocorreram devido a presenca de alguns genes relacionados a TEs (derivados de
elementos antigos) bem como no sequenciamento (figura 65). Um fato interessante que
ocorreu em todas as quatro regides analisadas foi a presenga dos genes relacionados a TEs
(TR e MULE — Mutator-like Elements) que estavam presentes em ambos os genomas e
distribuidos na mesma ordem (sinténicos), sugerindo que elementos teriam se inserido ha
mais de 3,5 milhdes de anos atréds, antes da divergéncia entre os genomas A e B, restando
apenas fragmentos, em virtude das mutagdes ocorridas ao longo da evolucdo. Nos graficos
foram observadas a macro e microssintenia entre quatro regides hoemedlogas nos genomas A
e B. A insercdo de retrotransposons LTR em diferentes locais das sequéncias ocasionou a

maioria das diferencas observadas entre a colinearidade dos genes nesses genomas.
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Figura 62: Comparacdo entre as sequéncias genomicas de A. duranensis e A. ipaénsis (Regido 1).
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Figura 63: Comparacdo entre as sequéncias genomicas de A. duranensis e A. ipaénsis (Regido 2).
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Regiﬁo 3 Arachis duranensis - scaffold45 (base 1.177.000 ~ 1.412.400)
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4. Discussao

O recente sequenciamento de genomas completos de plantas vem contribuindo bastante
para uma melhor compreensdo do impacto causado nas sequéncias gendmicas devido a
presenga macica de elementos de transposi¢do (TEs). Apesar dos TEs gerarem ambiguidades
durante alinhamentos de sequéncias de DNA, que frequentemente prejudicam a montagem e
anotacdo precisa de sequéncias de genomas complexos, estes ndo podem ser ignorados, pois
entender sua dinamica auxilia na compreensao da evolugdo de uma espécie, e muitas vezes da
regulagdo génica. Os TEs representantes da Classe I, denominados retrotransposons LTR, sao
predominantes em genomas de plantas (SanMiguel & Bennetzen, 1998). O equilibrio entre a
proliferacdo e diminui¢do desses retrotransposons LTR, se dd por meio de novas inser¢des e
também pela eliminacdo completa ou parcial dessas sequéncias. Os mecanismos que
permitem a eliminagdo parcial via recombina¢do dao origem a LTRs-solo ou fragmentos.
Esses processos impulsionam grandes variagdes no tamanho do genoma, bem como na sua
organiza¢do (Bennetzen & Kellogg, 1997; Vitte & Panaud, 2005; Sabot & Schulman; 2006;
Tenaillon et al., 2010).

Dentro do género Arachis, foram caracterizados transposons de DNA do tipo MITE
(Shirasawa et al., 2012) e dez retrotransposons LTR, incluindo FIDEL e Matita (Nielen et al.,
2010; 2012; Bertioli et al. 2013). Esses estudos forneceram uma nova visao da organiza¢ao do
genoma de Arachis, principalmente da importancia dos TEs na evolugdo, estrutura gendmica
e expressdo génica das espécies silvestres e cultivada. Utilizando dados obtidos do
sequenciamento de clones das bibliotecas BAC, BAC ENDs, mapas genéticos, informagdes
citogenéticas e outras informacgdes disponiveis para Arachis, juntamente com esfor¢os da
colaboracdo interinstitucional — IPGI, as primeiras sequéncias genOmicas completas das
espécies parentais do amendoim, A. duranensis € A. ipaénsis, foram disponibilizadas. As duas
sequéncias gendmicas serdo utilizadas como arcaboucos para a montagem do genoma
tetraploide do amendoim.

O presente trabalho ¢ considerado pioneiro na investigagdo do componente repetitivo
dos genomas completos de A. duranensis e A. ipaénsis, pois, anteriormente, a identificagdo
desses elementos estava restrita a regides especificas do genoma. Neste capitulo, o contetido
altamente repetitivo, mais especificamente os retrotransposons LTR, dos genomas de A.
duranensis e A. ipaénsis foi explorado. As coordenadas dos retrotransposons LTR foram

identificadas pelo softiware LTR_FINDER. Para a obtencdo dessas sequéncias em formato
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FASTA, separacao e alinhamento dos LTRs 5’ e 3° dos elementos, estimativas das datas de
transposi¢do, formatacdo de arquivos para serem utilizados em diferentes softwares,
diferentes scripts Perl foram desenvolvidos para auxiliar em cada etapa. O desenvolvimento
desses scripts proporcionou uma avaliagdo rapida e precisa dos dados obtidos em Arachis.
Além disso, esses scripts podem também serem utilizados em andlises de sequéncias de outras
espécies. Para tal, faz-se necessario que a identificagdo dos retrotransposons LTR seja
realizada pelo software LTR_FINDER e que as sequéncias em FASTA sejam designadas pelo
titulo “scaffold x”. Apesar da utilizagdo de scripts ter facilitado imensamente o trabalho,
ainda foram necessarias algumas andlises feitas manualmente, assim garantindo maior
precisdo e detalhamento das informagdes. A compilagdo/comparagdo dos resultados obtidos
pelos diferentes softwares também foi uma excelente forma de facilitar a compreensdo dos
resultados finais aqui alcangados.

Os retrotransposons LTR identificados neste estudo foram classificados em
superfamilias com base no método descrito por Wicker et al. (2007), que compara as
sequéncias dos elementos com sequéncias de proteinas disponiveis em bancos de dados. A
ordem entre genes definiu se os elementos pertenciam a superfamilia 7y/ ou 7y3. Para a
classificacdo em familia, foram utilizadas apenas as similaridades entre as sequéncias
nucleotidicas dos elementos, avaliadas por meio de dot plots, e ndo por alinhamento de
sequéncias. A utilizagdo de comparacdes por grafico de pontos foi mais eficaz do que o
alinhamento entre sequéncias, principalmente devido a baixa conservacdo de nucleotideos
entre as sequéncias dos retroelementos. Além disso, os graficos permitem analisar um maior
volume de dados. Portanto, uma familia foi definida como um grupo de retrotransposons LTR
que possuem alta similaridade na sequéncia de DNA relativa a regido codificadora (se
houvesse) ou no dominio interno, ou ainda nas regides de repeticdes terminais (Wicker et al.
2007). As familias foram também designadas como autonomas ou ndo-autdnomas, com base
na presenca do gene que codifica a enzima transcriptase reversa.

Foram identificadas 49 familias de retrotransposons LTR na sequéncia gendmica parcial
de A. ipaénsis (800 Mb), utilizando o método de agrupamento entre sequéncias de
retrotransposons LTR via softwares Biolayout Express 3-D e CAP3. Por meio de dot plots,
outras 40 familias foram identificadas na sequéncia genomica completa (1,5 Gb) dessa
espécie, totalizando assim, 89 novas familias de retrotransposons LTR, incluindo 10 ja
caracterizadas anteriormente (Nielen et al., 2010; 2012; Bertioli et al., 2013). Essas familias

compreendem 16.659 sequéncias completas de retrotransposons LTR, distribuidas em 24
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familias de retrotransposons LTR ndo-autdonomos e 65 autdnomos, sendo 32 pertencentes a
superfamilia 7y3-Gypsy e 33 a superfamilia 7y/-Copia.

Por meio de comparacdo com as sequéncias identificadas em A. ipaénsis, 81 familias
foram identificadas em 4. duranensis. As 18.839 sequéncias completas de retrotransposons
LTR identificadas em A. duranensis foram classificadas em 23 familias compostas por
retrotransposons LTR ndo-autonomos e 58 familias por autonomos, sendo 28 pertencentes a
superfamilia 7y3-Gypsy e 30 a TyI-Copia. No genoma de A. duranensis foram detectados
apenas fragmentos de retrotransposons LTR de oito familias contendo elementos completos
identificadas somente no genoma de A. ipaénsis. A auséncia desses oito retroelementos
completos no genoma A ocorreu possivelmente devido ao descarte de sequéncias repetitivas
durante a montagem do genoma A, o que também pode ser considerado uma explicacio para
a identificacdo de alguns elementos somente na sequéncia parcial e ndo completa dos
genomas.

Para cada um desses genomas, onze familias de retrotransposons LTR auténomos e seus
potenciais pares ndo-autdonomos foram descritas igualmente. Comparagdes revelaram que as
sequéncias dos elementos autonomos sempre apresentavam-se maior do que seus pares nao-
autonomos. A similaridade entre pares autbnomos/nao-autonomos ocorreu principalmente nas
regides flanqueadoras ou LTRs, em acordo com o descrito para pares FIDEL/Feral e
Pipoka/Pipa (Bertioli et al., 2013), mas também em partes da regido génica e regides 5’ e 3’
UTR (ndo-traduzida). Embora ndo se possa atribuir qualquer significado bioldgico para esses
elementos ndo-autonomos, ¢ evidente que alguns desses elementos podem ser derivados de
seus pares autonomos por meio da degradacdo mutacional com exclusdo parcial de
sequéncias, tornando-se “parasitas”, enquanto outros, provavelmente sdo derivados de
mecanismos complexos ou atipicos, tornando-os elementos nao-autonomos.

Muitos TEs tendem a se inserir dentro da sequéncia de outros TEs (nested transposons),
mas a causa e a importancia evolutiva dessas formacgdes ainda ndo foram totalmente
elucidadas. No trabalho de Gao e colaboradores (2012) discutiu-se que a ocorréncia de
nesteds em genomas eucarioticos poderia influenciar negativamente a expansao do genoma,
sendo entdo uma forma de controle do niimero de transposons e consequentemente, do
tamanho do genoma. Para quase todas as familias de retrotransposons LTR aqui descritas,
nested transposons foram identificados. A maior parte dos elementos envolvidos nessas
formagdes sdo das familias FIDEL/Feral, Gordo, RE128 ¢ Hemera. A observacdo dessas

estruturas e a busca por maior entendimento sobre seus efeitos induzem o desenvolvimento de
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varios trabalhos recentes, tais como, Zhao & Jiang (2014), que comparando TEs de arroz e
milho, mostraram a ocorréncia de nesteds associados a MULEs (Mutator-like Transposable
Elements) que sao mais frequentes em arroz, apesar de serem recentes (0 e 1 Ma) em ambos
os genomas. Outros estudos mostram a abundancia de nesteds no genoma de Brassica (Wei et
al., 2013), cebola e aspargos (Vitte et al., 2013).

A evidéncia de que os conteudos repetitivos presentes nas sequéncias genomicas de 4.
duranensis e A. ipaénsis t€m divergido rapidamente foi aqui corroborada pela obtengdo da
estimativa da data dos eventos de transposicdo dos retrotransposons LTR, os quais foram
inferiores a 3,5 milhdes de anos, data estimada da divergéncia evolutiva entre os genomas A e
B (Nielen et al., 2012; Moretzsohn et al, 2013). As médias das datas dos eventos de
transposi¢cdo de todos os retroelementos analisados foi 1,55 ¢ 1,51 Ma, nos genomas A e B,
respectivamente. A média inferior a data de divergéncia entre os genomas A e B indica a
ocorréncia de atividade recente desses retroelementos, junto com o impacto diferente, em
cada genoma, causado por eles, como discutido por Bertioli ef al. (2013). Quando a data de
inser¢do de um TE ¢ inferior a 3 Ma, torna-se mais facil estimar a sua data de transposi¢do
nos genomas de plantas. Um elemento mais antigo (> 3 Ma) tende a ser degradado por
mutagdes ou eliminado por meio de mecanismos do tipo crossing-over desigual ou por
recombinagdo ilegitima (Wicker & Keller, 2007; Devos et al., 2012). Por outro lado, durante
a montagem das sequéncias para obtencao de genomas completos, provavelmente muitas
sequéncias repetitivas, incluido retrotransposons LTR recentes e, muito frequentes,
comumente sdo descartadas.

Nas andlises realizadas por Bertioli et al. (2013) em clones BAC de 4. duranensis,
aproximadamente 30% das sequéncias eram compostas por poucas familias de
retrotransposons LTR. Neste trabalho, no qual o genoma completo de A. duranensis foi
utilizado, aproximadamente 28,5% estd ocupado por 81 familias conhecidas de
retrotransposons LTR, seus fragmentos e LTRs-solo. J& em A. ipaénsis, 89 familias de
retrotransposons juntamente com seus fragmentos e LTRs-solo estdo distribuidos em 27,6%
da sequéncia gendmica completa. A frequéncia desses retrotransposons LTR ¢ similar aquela
estimada para os clones BAC do genoma A (Bertioli et al., 2013), mostrando a eficiéncia para
delinear a frequéncia e os principais tipos de retroelementos presentes. Além disso, os
genomas de A. duranensis e A. ipaénsis apresentam elementos similares, que juntos, ocupam
propor¢des semelhantes nos seus respectivos genomas hospedeiros. Apenas 37 familias

representam a maior parte dos retrotransposons LTR, tanto no genoma A, quanto no B. No
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entanto, FIDEL, juntamente com Feral (par ndo-autdbnomo), apesar de serem os mais
abundantes nos dois genomas, sdo mais fequentes em A (11,02%) do que em B (7,85%). O
mesmo foi observado em outras familias de retrotransposons, cujas frequéncias eram distintas
entre os genomas. Portanto, apesar dos dois genomas terem aproximadamente 30% das suas
sequéncias correspondendo a retrotransposons LTR, a frequéncia de cada familia ¢ variavel
entre os genomas A e B.

As sequéncias dos retrotransposons da mesma familia apresentaram sequéncias
altamente similares, mesmo estando em genomas diferentes (A ou B). Portanto, pode-se
deduzir que a principal diferenca entre essas sequéncias repetitivas, ndo ¢ a sequéncia
nucleotidica, e sim a frequéncia em que essas familias ocorrem nesses genomas,
possivelmente resultante da atividade de transposic¢do diferenciada em cada um deles.

Dentre as familias descritas, 36 e 39 delas apresentaram menos do que dez copias nos
genomas A e B, enquanto as demais familias apresentaram entre 10 e 11.323 copias. Como
visto para os genomas de Arachis aqui estudados, ¢ bastante comum que um numero
relativamente pequeno de familias de retrotransposons LTR esteja presente majoritariamente
nos genomas de plantas (Wicker et al., 2007). Na literatura estd relatado que apenas trés
familias de TEs s3o responsaveis pela duplicacio do tamanho do genoma de Oryza
australiensis nos ultimos 3 Ma (Piegu et al., 2006); que o genoma de cevada possui 10% da
sua sequéncia total ocupada por elementos BAREI (Soleimani et al., 2006) e que
aproximadamente 23% do genoma de linhaga ¢ coberto por TEs, sendo que 17,2% ¢
composto exclusivamente por retrotransposons LTR (Gonzalez & Deyholos, 2012). Neste
ultimo trabalho, envolvendo o genoma de linhaga, a maioria das familias de TEs possuem de
1 a 10 copias e menos do que 50 familias possuem mais do que 20 cdpias, e ainda que o
numero de elementos 7y/-Copia aumentou nos ultimos 5 Ma, diferentemente dos demais, em
torno de 7-8 Ma.

Ao decompor in silico os genomas de A. duranensis e A. ipaénsis em suas respectivas
pseudomoléculas, a frequéncia das familias de retrotransposons LTR variou entre 17-40% em
cada uma. A estimativa de porcentagem de retrotransposons LTR gerada para os genomas e
pseudomoléculas pode ser maior para ambos, tendo em vista o tipo de andlise e parametros
utilizados para esse calculo. Frequentemente sequéncias em fandem ou de baixa
complexidade podem alterar esses valores. Certamente, outras familias de retrotransposons
LTR, nao-LTR, transposons de DNA e DNA repetitivo de outras classes ainda ndo

identificadas também estdo presentes nas sequéncias gendmicas de A. duranensis e A.
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ipaénsis, 0 que pressupde uma participacdo ainda maior no componente desses genomas,
podendo alcangar até 64%, como previsto por Dhillon et al. (1980) por meio de estudos
envolvendo a cinética de renaturagao das fitas de acido nucleico.

Analises de algumas familias de retrotransposons LTR nas pseudomoléculas A01 e BO1
de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente, mostraram que, para familias mais frequentes
tais como Silverio, Gordo, Athena, Apolo, Pipoka e FIDEL/Feral a distribuicdo dessas
familias esta restrita a regido pericentromérica. Os resultados obtidos para a familia FIDEL
nas pseudomoléculas dos parentais silvestres sdo compativeis com o padrdo de ocorréncia
desse elemento em cromossomos metafasicos de amendoim (Nielen et al., 2010). Familias
como RE128-84, Mico e Matita, por exemplo, apresentaram uma distribui¢do preferencial em
regides distais das pseudomoléculas. Para Matita, esse resultado em espécies diploides ¢
também compativel com a distribuicdo descrita para esse elemento em cromossomos
metafasicos de amendoim (Nielen ef al., 2012), indicando que essa abordagem in silico foi
informativa. Familias menos abundantes, tais como Venus , Saturno, Foxtrot, Juliett, Girino,
Golden, Diva, Hermes e Hotel apresentaram distribui¢do dispersa e pouco frequente nas
regides centroméricas das pseudomoléculas AO1 e BOl. Para melhor compreender a
distribuicao dos elementos menos abundantes, a realizacdo de FISH nos genomas das espécies
diploides, separadamente, ¢ essencial, para assim estabelecer uma relagdo mais especifica
entre os resultados in silico e por hibridizagdo in situ nos cromossomos das espécies parentais
diploides e analises com amendoim.

Logo, para as familias de FIDEL e Matita, foi possivel inferir que a distribuicdo nos
cromossomos das espécies parentais A. duranensis e A. ipaénsis ¢ similar aquela nos
subgenomas A e B de amendoim. A maior frequéncia de FIDEL no genoma A, foi também
observada no subgenoma A de amendoim, ao passo que a frequéncia de Matita ¢ similar
aquela nos genomas de A. duranensis, A. ipaénsis e nos subgenomas A ¢ B do amendoim,
indicando que mesmo ap6s a hibridiza¢do entre esses dois genomas para a formacdo do
genoma do amendoim, a propor¢do e distribuicdo desses dois elementos mantiveram-se
semelhantes.

Andlises da distribui¢do das familias de retrotransposons LTR nos subgenomas de
amendoim por FISH, mostraram sinais multiplos de hibridizag@o e dispersos em varios, mas
ndo em todos os cromossomos do amendoim. Todas as familias apresentaram marcagao

predominantemente na regido pericentromeérica dos cromossomos. A hibridizac¢ao preferencial
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em regido pericentromérica foi também observada para elementos 7y/-Copia e Ty3-Gypsy em
cromossomos de outras espécies, tal como em quinoa (Kolano et al., 2013).

A comparacdo entre regides gendmicas homeologas nos genomas de A. duranensis e A.
ipaénsis mostrou que o contetido génico predito ¢ bastante similar, com aproximadamente 70-
100% de identidade. As principais diferencas seriam devido a identificagdo de genes putativos
distintos, falhas no sequenciamento, e sobretudo ocorréncia de retrotransposons LTR,
fragmentos e LTRs-solo entre as sequéncias génicas, ocasionando a quebra de sintenia. Esses
dados corroboram o papel do DNA repetitivo na erosdo de similaridade entre sequéncias
desde a divergéncia dos genomas A e B, principalmente em regides intergénicas (Bertioli et
al., 2013). Portanto, conclui-se que os genes e sua ordem permanecem altamente conservados
entre os genomas de A. duranensis e A. ipaénsis, ¢ que a maior diferenca na organizagdo
desses genomas esta, possivelmente, no conteudo repetitivo.

A anotacdo de TEs em sequéncias gendmicas deve ser realizada como um esforgo
continuo (Janicki et al., 2011). Espera-se que para o género Arachis, o banco de dados de
retrotransposons LTR aqui identificados nas sequéncias genomicas de A. duranensis e A.
ipaénsis, auxilie nos estudos da estrutura gendmica do amendoim, bem como na anotagdo de
seus genes. A identificacdo de outros tipos de TEs também se faz necesséria, e a unido de
todos esses conhecimentos certamente auxiliard no entendimento do papel da enorme fragao
de sequéncias repetitivas no genoma de amendoim.

O estudo das caracteristicas especificas dos TEs, juntamente com a frequéncia e
dindmica da sua distribuicdo no genoma, geram desafios para a genOmica comparativa.
Portanto, esse estudo pode ser considerado pioneiro em Arachis, pois possibilitou acessar o
conhecimento acerca da semelhanca, frequéncia e distribuicdo de varias familias de TEs nos
genomas A e B das espécies parentais do amendoim, discutindo a relagdo entre esses e

fornecendo bases para a intensificagdo desses estudos.
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5. Conclusao

Neste estudo foi demonstrado que uma proporgao substancial do componente altamente
repetitivo dos genomas completos das espécies progenitoras do amendoim, 4. duranensis
(genoma A) e A. ipaénsis (genoma B) esta representada por 37 familias de retrotransposons
LTR. Os elementos mais abundantes sdo FIDEL e Feral, sendo mais frequentes no genoma A.

Foi mostrado, também, que esses elementos possuem predominantemente uma origem
evolutiva recente, com data de transposi¢@o posterior aquela estimada para os genomas A e B
do amendoim. Claramente, esses elementos contribuiram de forma notdvel para a divergéncia
desses genomas, pois a frequéncia de ocorréncia da maioria das familias ¢ distinta nos
genomas.

Analises da distribui¢cdo dos retrotransposons LTR por FISH mostraram sinais multiplos
e dispersos em varios, mas ndo em todos os cromossomos de amendoim.

Sequéncias hoemeodlogas dos genomas A e B sdo altamente semelhantes
(macrossintenia). As falhas observadas na microssintenia podem ser explicadas pela presenga
de retrotransposons LTR e seus fragmentos, quase sempre distintos em sua natureza e
localizagdo, quando comparando-se os genomas A e B, corroborando a ideia de que os
retrotransposons LTR identificados neste estudo, juntamente com outros DNAs repetitivos
tém desempenhado um papel importante na remodelagdo dos genomas, especialmente em

regides intergénicas, ao longo do tempo evolutivo.
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Construciao de BAC-pools de duas espécies silvestres de amendoim para
identificaciao e isolamento de genes de interesse
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1. Introducao

Bibliotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome) sdo ferramentas importantes para o
estudo detalhado de grandes regides gendOmicas. Podem ser uteis na identificagdo e
caracterizacdo de sequéncias contendo genes de interesse, na correlagdo entre mapas
genéticos e fisicos (Yim et al., 2007), servindo como base para a gendmica comparativa, ou
tradicionalmente como primeiro passo na geracdo de plataformas para projetos de
sequenciamento do genoma em larga escala (Warren et al., 20006).

Desde a sua concepgao (Shizuya et al., 1992), a clonagem em vetores do tipo BAC foi
amplamente utilizada como um sistema de clonagem padrdo para muitas plantas. Neste tipo
de biblioteca, cada clone ¢ armazenado de forma individual e ordenada, tornando-se um
valioso instrumento de pesquisa da genética moderna. A identificacdo de clones BAC
especificos dentro de uma biblioteca, muitas vezes conhecida pelo termo inglés “screening” é
realizada por diversas estratégias, envolvendo duas técnicas principais: hibridizagdo com
sondas de interesse ou a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polimerase Chain
Reaction) (Campbell & Choy, 2002; Xia et al., 2009).

Inicialmente, a técnica mais utilizada baseava-se na hibridizagdo de acidos nucleicos
imobilizados em filtros de alta densidade com sondas de interesse marcadas de forma
radioativa ou fluorescente para screening de bibliotecas BAC (Danesh et al., 1998; Meksem
et al., 2000). Essas sondas podem ser construidas de fragmentos de DNA subclonados,
produtos de PCR amplificados e até oligonucleotideos de DNA. Uma desvantagem nesta
abordagem ¢ que dependendo da sonda utilizada, ela pode conter uma grande quantidade de
elementos de repeticdo ou motivos conservados, o que pode aumentar a ocorréncia de falsos
positivos.

Mais recentenemente, a estratégia que tem sido utilizada para isolar clones BAC ¢ a que
utiliza reagdes de amplificacdo por PCR, pois trata-se de um método mais simples, rapido e
sensivel (Yim et al., 2007), além de ndo utilizar a marcacdo radioativa. A eficiéncia no
screening baseado em PCR pode ser aperfeicoada pela associacdo ou combinagdo de clones
das bibliotecas de maneiras especificas (Barillot ef al., 1991). Uma vez combinados, os clones
portadores de sequéncias particulares podem ser localizados através da identificacdo de
subconjuntos que contém os marcadores correspondentes.

A preparagdo desses agrupamentos de clones BACs ou “pools” em duas ou mais

dimensdes ¢ um pré-requisito para o aumento da eficiéncia na triagem baseada em PCR.
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Esses pools consistem na jung¢do de suspensdes de colonias de bactérias pertencentes a
diferentes clones BAC. As matrizes dimensionais dos pools sdo construidas com base em
planos geométricos, tendo como orientacdo imaginaria, 0os eixos ortogonais definidos
principalmente pelo conjunto de diferentes placas, linhas e colunas. Essas matrizes podem ser
simples, compostas de duas (2-D), trés dimensdes (3-D), ou mais complexas, compostas por
seis ou mais dimensdes (Yim et al., 2007; Xia et al., 2009; Simkova et al., 2011). No entanto,
essas ultimas geralmente sdo construidas utilizando-se a manipulagdo robotica.

Bibliotecas BAC foram desenvolvidas para diversas espécies de plantas importantes
economicamente, tais como Glycine max (Danesh et al, 1998), Phaseolus vulgaris
(Vanhouten & MacKenzie, 1999), Medicago truncatula (Nam et al., 1999), Lotus japonicus
(Kawasaki & Murakami, 2000), Vigna radiata (Miyagi et al., 2004), Trifolium pratense (Sato
et al., 2005), Gossypium arboreum (Hu et al., 2010), Coffea arabica (Cagdo et al., 2013),
dentre outras.

Dentro do género Arachis, a primeira biblioteca BAC foi desenvolvida para o
amendoim cultivado (Arachis hypogaea) (Yiksel & Paterson, 2005), espécie alotetraploide
que possui um genoma AABB com aproximadamente 2,8 Gb (Greilhuber, 2005). O
amendoim teve sua origem pela hibridizacdo de duas espécies silvestres seguida por uma
duplicagdo cromossdmica espontanea, resultando numa estreita base genética (Halward et al.,
1991; Young et al, 1996; Kochert et al., 1996). Portanto, apesar da alta diversidade
morfolégica do amendoim cultivado, tanto o seu melhoramento genético quanto os estudos
gendmicos ainda sdo considerados complexos, em virtude da baixa diversidade genética e
poliploidia.

Segundo estudos genéticos e de fertilidade, as espécies 4. duranensis (genoma AA) e A.
ipaénsis (genoma BB) sdo os provaveis ancestrais silvestres do amendoim (Kochert et al.,
1996; Favero et al., 2006; Seijo et al., 2007; Moretzohn et al., 2013). Dessa forma, estas
espécies foram selecionadas para construcdo de duas bibliotecas BAC representativas dos
dois genomas que compdem o amendoim tetraploide (Guimardes et al., 2008). Ambas as
bibliotecas foram utilizadas para o isolamento de clones contendo genes de interesse através
de hibridizagdes. Estes genes foram o RGA S1 A36 que ¢ um analogo a genes de resisténcia
(RGASs — Resistance Genes Analogs) que co-segrega com um QTL para resisténcia a mancha
preta; e ainda Leg083, Legl28, Leg92, leg237, Leg242 e leg88 que funcionam como
marcadores-ancora entre leguminosas e sdo genes de copias Unicas. Alguns desses marcadores

foram incorporados aos mapas genéticos ja construidos para Arachis (Moretzsohn et al.,
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2009; Leal-Bertioli et al., 2009).

O estudo dos genomas diploides de Arachis €, portanto, atrativo, pois possibilita a
decomposicdo do genoma do amendoim tetraploide, o que pode simplificar a construcio de
mapas genéticos e fisicos, além de possibilitar o isolamento e a caracterizagdo de alelos
silvestres e a comparacao de regides ortdlogas dos genomas AA e BB umas com as outras e

com outras espécies de leguminosas.

1.1 Isolamento de novos genes de interesse em espécies silvestres de amendoim

1.1.2 Gene associado a estresse abiotico - Expansina

As plantas submetidas ao déficit hidrico podem ter seu crescimento afetado e,
consequentemente, a sua produtividade limitada. A seca ¢ considerada um dos maiores
obstaculos para o desenvolvimento sustentdvel da agricultura, o que torna o estudo da
resposta das plantas ao déficit hidrico extremamente importante para programas de
melhoramento genético de plantas, bem como para a prospecgdo e identificagdo de genes
envolvidos nesse tipo de tolerancia.

Déficit hidrico pode ser definido como um desequilibrio entre a disponibilidade de agua
no solo e a demanda de evapotranspiracdo que pode ocorrer naturalmente em campo (Tardieu
etal., 2011), o que provoca a diminuicao no acumulo de carbono, diminui¢ao na expansao de
tecido e reducdo do nimero de células. Cada um desses processos macroscopicos envolve um
grande numero de genes, enzimas, hormonios e metabolitos, o que suporta a ideia de que
existe uma interagdo entre estes processos e entre diferentes vias metabodlicas (Skirycz et al.,
2010; Tardieu et al., 2011).

A baixa disponibilidade de 4gua pode causar alteragdes na parede celular e
consequentemente alterar a organizagdo de microfibrilas de celulose além de outros
polissacarideos, causando maior adesdo entre eles (Moore et al., 2008). Além disso, em
resposta a baixa disponibilidade de &4gua, as plantas podem induzir genes a codificar
determinadas proteinas que podem auxiliar contra esse estresse abidtico (Shinozaki &
Yamagushi-Shinozaki, 1997). Genes que apresentam sua expressdao modificada em resposta
ao déficit hidrico, como o que codifica para a proteina expansina, ja foram identificados em
algumas espécies, como milho (Zhang & Hasenstein 2000), Arabidopsis (Seki et al., 2001),

dentre outros. A expansina ¢ uma proteina capaz de induzir a extensdo e o relaxamento da
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parede celular, rompendo as ligagdes ndo-covalentes entre os polissacarideos que a compdem
(Cosgrove, 2000; Sampedro et al., 2006). Essa extensdo ¢ importante para a célula vegetal,
pois permite a reducdo do turgor celular e do potencial hidrico, capacitando-a a absorver agua
e a se expandir (Taiz & Zeiger, 2006).

No presente estudo, objetivou-se isolar clones BAC contendo o gene da expansina
identificado como diferencialmente expresso a partir dos transcriptomas das espécies
silvestres de amendoim A. duranensis (genoma AA) e A. magna (genoma BB) (Brasileiro et
al., 2012). Esse gene foi validado por RT-qPCR e apresentou perfil de expressdao compativel
com as andlises in silico, sendo este, portanto, um gene candidato envolvido na resposta

destas plantas a seca.

1.1.3 Gene associado a biossintese de 6leo — Dessaturase de acidos graxos (FAD)

O amendoim ¢ uma oleaginosa importante nos mercados interno e externo, incluindo a
industria de alimentos e de 6leos vegetais. Os acidos oleico (O) e linoleico (L) compreendem
cerca de 80% dos acidos graxos (Norden et al., 1987) e variagdes na propor¢ao O/L ocorrem
alterando a estabilidade oxidativa do o6leo, o que torna os 6leos com maior razdao O/L
considerados mais estaveis e benéficos para a saude.

Em virtude de o amendoim ser um alotetraploide, estudos ja demonstraram que
linhagens de amendoim com actimulo de 4cido oleico continham mutagdes nas duas copias
dos genes que codificam para D' fatty acid desaturase (FAD2) (Jung et al., 2000a; 2000b).
A auséncia desta enzima impede a transformagdo de acido oleico em acido linoleico, levando
ao seu acumulo (Ray et al., 1993; Bruner et al., 2001; Yu et al., 2008). Regulacdes epistaticas
ou contribuicdo de outros genes FAD2 também podem atuar na variacdo O/L (Isleib et al.,
2006).

No presente estudo objetivou-se identificar genes completos relacionados a produgdo de
6leo e regides vicinais em duas espécies silvestres de Arachis, para caracterizagdo de novos
alelos selvagens e futuro desenvolvimento de marcadores moleculares para essas regides. O
desenvolvimento de um sistema de pools 3-D para as bibliotecas BAC construidas para as
espécies silvestres de género Arachis (A. duranensis e A. ipaénsis) possibilitard o isolamento
desses genes e constituird uma importante ferramenta para o isolamento de outros genes de

interesse agrondmico que poderdo ser prospectados e analisados de forma mais rapida.
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2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Interacdo Planta-praga III
(LPPIII) e as plantas utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de espécies de Arachis, ambos situados na Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

2.2 Bibliotecas BAC

Em colaboragdo com a plataforma roboética do Centro de Cooperagdo Internacional em
Pesquisa Agrondmica para o Desenvolvimento (CIRAD — Franca), foram construidas duas
bibliotecas BAC para cada uma das espécies diploides que deram origem ao amendoim, A.
duranensis acesso V14167 (genoma AA) e A. ipaénsis acesso KG30076 (genoma BB). As
bibliotecas AA e BB possuem, respectivamente, 84.096 clones (219 placas de 384 pogos) e
75.648 clones (197 placas de 384 pogos) e uma cobertura do genoma equivalente a 7,4x e

5,3x, com tamanhos médio de insertos de 110 e 100 kb (Kilobases) (Guimaraes et al., 2008).

2.3 Manutengao e replicagao das bibliotecas BAC

Inicialmente as bibliotecas originais foram duplicadas, a fim de se obter uma copia de
trabalho e manter as bibliotecas originais preservadas. Para tal, foram feitas copias manuais a
partir das bibliotecas originais que estavam mantidas em placas com 384 pogos (Genetix)
contendo 80 puL. de meio de cultura 2YT (1,6% de Triptona; 0,5% de Extrato de Levedura;
0,5% de NaCl) contendo 7% de glicerol, estocadas em freezer -80°C.

Para a duplicacdo das bibliotecas utilizaram-se placas de 384 pocos (Genetix),
previamente identificadas e preenchidas com 100 pL. de meio de cultura LB (Luria Bertani —
1% de Triptona; 0,5% de Extrato de Levedura; 1% de NaCl), 4% de glicerol e antibidtico
cloranfenicol (12,5 pg/mL). O preenchimento das placas foi realizado utilizando-se o
equipamento Qfill2 Microplate Dispenser (Genetix) em fluxo laminar. As placas originais
foram descongeladas a 4°C e ao final do experimento foram recolocadas imediatamente em
freezer -80°C.
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Para a duplicacio manual das bibliotecas utilizou-se um replicador contendo 384
alfinetes (Genetix) cuja parte metalica foi embebida em éalcool e posteriormente flambada por
trés vezes antes de ser inserida rapidamente na placa original ja descongelada e depois na
placa nova para duplicacdo. Apds a inoculagdo, as novas placas foram seladas e armazenadas

em estufa a 37° C por um periodo del6 horas e posteriormente estocadas em freezer -80°C.

2.4 Confeccao dos pools 3-D

Para a confeccdo dos pools de BAC para as duas bibliotecas de Arachis, utilizou-se um
método baseado no modelo em trés dimensdes proposto por Xia et al. (2009) com algumas
modificacdes. As copias das bibliotecas foram utilizadas para gerar os agrupamentos em 3-D.
As matrizes dimensionais dos pools foram construidas com base nos planos geométricos dos
eixos de um cubo em 3-D, ou seja, linhas (eixo y), colunas (eixo x) e as proprias placas (eixo

z), como descrito na figura 66.
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A 1
W >
\‘?’

N

Dimensdo x Dimensdo z
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Figura 66: Planos geométricos relativos aos eixos de um cubo em 3-D. As matrizes tridimensionais foram
utilizadas para construgdo de pools de BAC em linhas, colunas e placas.

Cada placa de 384 pogos ¢ composta por 16 linhas (“A” a “P”) e 24 colunas (1 a 24),
com o pogo Al localizado no canto superior esquerdo da placa. Consequentemente, cada pogo
presente na matriz tridimensional possui um endereco unico definido pelas suas coordenadas
relativas aos eixos do cubo: x (numero da coluna na placa), y (numero da linha na placa), e z
(nimero da placa). O conjunto originado pela jun¢do da totalidade dos pools correspondentes

aos trés eixos ortogonais foi designado de “endereco ou coordenada do clone”.
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2.4.1 Pools de dimensao x

Os pools de dimensdo X ou pools laterais sdo definidos pelo plano paralelo as
superficies esquerdas e direitas do cubo, agregando os clones de BAC que partilham a mesma

coluna na placa. Cada pool x de uma placa contém 16 clones

2.4.2 Pools de dimensao y

Os pools de dimensdo y correspondem ao plano paralelo a superficie frontal do cubo,
consistindo nos clones BAC que partilham as mesmas linhas da placa. Cada pool

representando o eixo y contém 24 clones BAC.

2.4.3 Pools de dimensdo z

Cada placa de 384 pocgos ¢ definida como um Unico pool de coordenada z. Cada pool de
dimensdo z contém 384 clones BAC. O nimero total de pools z correspondentes a cada uma

das duas bibliotecas A e B ¢: 219 e 197, respectivamente.

2.5 Validagao das copias de trabalho das bibliotecas BAC

Para avaliar a eficacia na reprodutibilidade das placas, realizou-se um teste preliminar,
no qual algumas placas aleatérias foram replicadas duas vezes (simulando as dimensdes x e
y). Foram selecionados clones (enderecos aleatorios iguais em quatro placas — placa original,
duplicada e duas copias) para extracdo de DNA e andlise do perfil de restricdo para
comprovagdo da identidade do clone, e da auséncia de contaminag@o ou erro no procedimento
de replicagdo (figura 67).

Os clones BAC selecionados foram extraidos pelo método de lise alcalina na forma de
minipreparacdo (ver item 2.6) e fragmentados com enzima de restricdo para visualiza¢do do
perfil de restri¢do. Aproximadamente 100 ng do DNA de cada clone foi digerido com 1U de
enzima de restri¢do EcoRI (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante e incubado a
37° C por 3 horas. O perfil de restri¢ao foi visualizado em gel de agarose 1,0% corado com

brometo de etidio e eletroforese de acordo com o item 2.9.
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Figura 67: Esquema ilustrativo do teste realizado para avaliar a eficacia na reprodutibilidade das placas.

2.6 Confeccao de pools 3-D

A localizagdo dos clones de interesse, baseada na técnica de amplificagdo por PCR, foi

realizada em dois momentos distintos: 1 - Screening de placa e 2 - Screening de coordenada.

O resumo do experimento pode ser visualizado na figura 68.
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BAC;

Reagdo de PCR para
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Segundo momento
{screening de coordenada):

* Confecgdo dos pools x e
y referentes as placas z
selecionadas
anteriormente;

*  Reagdo de PCR para
identificar qual posi¢ao
da placa (linha e coluna)
contém o BAC de
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Figura 68: Esquema ilustrativo do método utilizado para localizagdo dos clones de interesse baseado na técnica
de amplifica¢@o por PCR. Primeiramente localiza-se a placa e depois a coordenada (linha e coluna) do clone de

interesse.

Foram utilizadas placas estéreis com 384 pocos (Genetix) para a confeccdo dos pools x,
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y e z. Da mesma forma descrita anteriormente, novas placas foram identificadas e preenchidas
com meio de cultura LB e antibidtico cloranfenicol (12,5 pg/mL). Para o preenchimento
utilizou-se o equipamento Qfill2 Microplate Dispenser (Genetix) em fluxo laminar
previamente esterilizado. As placas duplicadas das bibliotecas (copias de trabalho) foram
descongeladas a 4°C e ao final do experimento foram recolocadas imediatamente em freezer -
80°C.

Para os pools z, a quantidade de meio LB utilizado em cada pogo da placa foi 75 pL,
pois ao serem coletadas as culturas de todos os pogos da placa, o volume final foi de
aproximadamente 28 mL para cada pool z. Para os pools x, a quantidade de meio LB em cada
poco da placa foi 150 pL, pois ao coletar as culturas de todos os pogos de cada coluna, o
volume final foi de aproximadamente 2,4 mL (16 clones x 150 pL). Para os pools y, a
quantidade de meio LB em cada poco da placa foi 100 puL, pois para a coleta das culturas de
bactérias referentes aos pocos de cada linha, o volume final foi de aproximadamente 2,4 mL
(24 clones x 100 pL). Novamente utilizou-se um replicador contendo 384 alfinetes para
replicar cada placa das bibliotecas. Apds a inoculagdo, as novas placas foram seladas e
armazenadas em estufa a 37° C por um periodo de 16 horas para entdo serem coletadas e
realizar-se a extragdo de DNA.

Para os pools z, as culturas de bactérias foram coletadas e armazenadas em tubo de
polipropileno de 50 mL, para que 2 mL fossem utilizados para extracio de BAC e o
excedente acrescido de 15% de glicerol e mantido em freezer -80°C. Para os pools x e y, um
total de aproximadamente 2,4 mL das culturas de bactérias de cada coluna e linha das placas
foram coletadas com auxilio de pipeta de oito canais (Eppendorf) e armazenadas em tubo de

15 mL, para serem utilizados para extragdo do cromossomo artificial bacteriano (BAC).

2.7 Isolamento de clones BAC

Foram utilizados dois métodos de isolamento de BAC neste estudo, os quais
produziram quantidades varidveis de DNA. Para confec¢do dos pools de BAC, andlises de
restricdo e reagdes preliminares de amplificagdo por PCR, utilizou-se o método de
minipreparacdo de BAC, ao passo que, para as reacdes de PCR visando a confirmacdo do
endere¢o dos clones nas placas originais, assim como para o sequenciamento, utilizou-se o

método de midipreparagao.
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Para a minipreparacdo de BAC, utilizou-se o seguinte protocolo baseado na técnica de
lise alcalina: a cultura de bactérias foi centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 200 pulL de tampao a 4° C (glicose 50
mM; Tris-HCI 1M pH 8; EDTA 500 mM; 100 pg de RNAse A). A solucdo foi
homogeneizada, acrescida de 200 pL de tampao de lise (NaOH 200 mM; SDS 1%) e
misturada gentilmente por 2 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pL de
tampao de neutralizacdo (acetato de potassio 1,32 M, pH 4,8) e apos 3 minutos no gelo, os
residuos foram removidos por centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 minutos a 4° C e o
sobrenadante transferido para novo tubo. Foram adicionados 400 pL de isopropanol,
misturando-se gentilmente. As amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 20
minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspenso em 100 pL de TE (Tris-
HCI1 10 mM; EDTA 1 mM), e acrescido de 10 puL. de acetato de sodio 3 M (4° C) e 250 pL de
etanol absoluto (-20° C) e mantidos em freezer -80° C durante 15 minutos. Seguiu-se
centrifugacdo por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com etanol 70% gelado e seco completamente por 15 minutos a temperatura ambiente. O
DNA foi ressuspenso em 30 pL de dgua MilliQ autoclavada e estocado em freezer a -20° C.

Para a midipreparagdo de BAC utilizou-se o Kit Plasmid DNA Purification NucleoBond
Xtra Midi (Macherey-Nagel, 2011) com modifica¢des. Para a pré-cultura foi inoculada uma
colonia isolada da placa da biblioteca original, em 5 mL de meio LB e 5 pL do antibidtico
cloranfenicol (12,5 mg/uL). A incubagdo foi realizada durante 8 horas a 37° C com rotagdo
em torno de 300 rpm. A preparagdo da cultura foi feita utilizando 400 mL de meio LB, 400
puL do antibidtico cloranfenicol (12,5 mg/uL) e 400 pL da pré-cultura. A incubagdo foi
realizada durante 16 horas a 37° C com rotagdo em torno de 300 rpm. As células foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 25 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso completamente em 16 mL de tampdo de ressuspensdo. A solucdo foi
homogeneizada, acrescida de 16 mL de tampao de lise, misturada gentilmente por inversao e
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Durante esse tempo, a coluna contendo filtro
foi montada e equilibrada, adicionando-se 12 mL de tampao de equilibrio nas extremidades da
coluna, certificando-se de que o filtro ficou igualmente imido. Foram adicionados 16 mL de
tampao de neutralizacdo e imediatamente a solucdo foi homogeneizada por inversdo e
aplicada dentro do filtro equilibrado. Os residuos foram descartados e o filtro foi lavado com
5 mL do tampao de equilibrio. O filtro foi descartado e a coluna foi lavada com 8 mL do

tampao de lavagem. Para eluicdo do DNA, foram aplicados 5 mL do tampao de eluigdo,
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aquecido previamente a 50° C, no centro da coluna, e apds passar pela coluna foi coletado em
um tubo de 15 mL. Para precipitar o DNA, adicionaram-se 3,5 mL de isopropanol a
temperatura ambiente e aplicou-se vortex vigorosamente. A solucdo foi centrifugada a 12.000
rpm por 45 minutos a 4° C e o sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Para lavagem do
precipitado foram adicionados 2 mL de etanol 70 % e seguiu-se uma centrifugagdo a 12.000
rpm por 45 minutos a temperatura ambiente. O precipitado foi seco completamente por 15
minutos a temperatura ambiente e ressuspenso em 200 pL de 4dgua MilliQ autoclavada e

estocado em freezer a -20° C.

2.8 Extracdo de DNA genomico de plantas de 4. duranensis e A. ipaénsis

Os controles positivos utilizados nas reacdes de PCR foram os DNAs dos genotipos das
plantas utilizadas na construcdo das bibliotecas: 4. duranensis (acesso V14167) e A. ipaénsis
(acesso KG30076). Sementes foram germinadas e folhas jovens foram coletadas antes da
expansdo foliar total. O protocolo de extracdo de DNA foi baseado em CTAB (Brometo de
Cetil Trimetil Amonio) (Ferreira & Grattapaglia (1998) com modificacdes.

Aproximadamente 200 mg de tecido vegetal foram macerados em nitrogénio liquido e
acrescidos de 700 pL de CTAB 2% (CTAB 2% (p/v); NaCl a 1,4 M; Tris-HCl a 100 mM e
pH 8,0; EDTA a 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2% (v/v)) em tubos de polipropileno de 2 mL
(Eppendorf). As amostras foram incubadas a 65° C por 50 minutos, em seguida acrescidas de
700 pL da solu¢do cloroférmio-isoamilico (24:1) e misturadas até a formag¢do de uma
emulsdo. As amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por 15 minutos e a fase aquosa foi
transferida para dois novos tubos (1,5 mL). Foram adicionados 600 puL de tampao CTAB 1%
(CTAB 1% (p/v); Tris-HCl a 50 mM e pH 8,0; EDTA a 20 mM) e os tubos foram agitados
lentamente e centrifugados a 13.200 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado dos dois tubos foi ressuspenso em 300 pL de NaCl a 1,2 M. O volume dos dois
tubos foi transferido para um unico tubo, totalizando 600 pL. As amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para novo tubo. O
DNA foi precipitado com 1 mL de etanol absoluto sob agitagdo lenta. As amostras foram
centrifugadas a 13.200 rpm por 2 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi
lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%, ressuspenso em 100 pL. de agua estéril com
0,01 mg/mL de RNAse-A e incubado a 37° C por 10 minutos. A quantificagdo foi realizada

em gel de agarose 1.0% utilizando um marcador de peso molecular (High Mass Ladder -
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Invitrogen). Para utilizagdo em reagdes de PCR, as amostras foram diluidas para a

concentragdo de 5 ng/pL e mantidas a -20° C para realizacdo do experimento.

2.9 Identificagdo de clones BAC por PCR

Foram utilizados dois pares de primers construidos para diferentes partes do gene FAD2
de amendoim, que apresenta baixo numero de copias no genoma: Leg045F/R (Hougaard et
al., 2008) e FAD2BF/R (Chu et al., 2009). A utilizacao de dois pares de primers construidos
para o mesmo gene permitiu a realizagdo de contra-prova dos resultados obtidos. Para
amplificar um gene da expansina de Arachis foi utilizado o par EXPUNIF/EXP464R,

descritos previamente em Brasileiro ef al. (2012) (tabela 11).

Tabela 11: Pares de primers e suas respectivas sequéncias nucleotidicas na diregdo 5’ — 3.

| Nome do primer | Sequéncia 5'-3' |
Leg045-F CATGAGTGTGGCCACCATGC

Leg045-R GCTCCTCTTAACCAGTCCCA

FAD2BF GGAGCTTTAACAACACAA

FAD2BR ATATGGGAGCATAAGGGT

EXPUNIF ACTGCCAGTCACTTGGAACC

EXP464R GCTATGGCGGAATGGATCT

Todas as reagdes de amplificagdo por PCR realizadas neste trabalho seguiram o mesmo
protocolo. Para um volume de 25 pL, foram utilizados: 2,5 pL (10%) de tampao para PCR
sem MgCl, (Invitrogen); 1 uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen); 0,3 pL de cada primer a 10 uM;
0,3 uL de dNTPs a 10 mM, 0,15 pL de Tag Polymerase (Tag Recombinant Invitrogen) e 1 pL
de DNA (na concentracdao de 100 ng/uL). O programa utilizado em termociclador (Eppendorf
Gradient) foi: 5 minutos a 94° C; 35 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 55-60° C
(dependendo do par de primers), 30 segundos a 72° C; e 7 minutos a 72° C.

O tamanho do produto de PCR (amplicon) foi verificado por eletroforese em gel de
agarose 1.0% corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-
acetato e 1 mM de EDTA pH 8,0). A eletroforese foi realizada em cuba BIO-RAD Sub-Cell
GT e fonte BIO-RAD POWER PAC200 durante 40 minutos a uma voltagem constante de
70V. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada em foto-documentador ImageQuant300 (GE
Healthcare Life Sciences). A andlise de quantificacdo foi realizada em espectrofotometro
Nanodrop ND1000. A razdo da absorbancia a 260 nm e 280 nm (260/280) foi utilizada para

medir a “pureza” do DNA, onde a taxa 1.8 ¢ geralmente a mais aceitavel. Uma razao
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secundaria, também utilizada para medir a pureza, foi a 260/230, onde valores abaixo de 2

indicam presenga de contaminantes.

2.10 Sequenciamento dos produtos de PCR e clones BAC

O sequenciamento dos amplicons foi realizado pelo método Sanger (Sanger et al.,
1977). Utilizou-se o Kit de sequenciamento BigDye Terminator cycle Sequencing (Applied
Biosystems, CA, USA) em um sequenciador automatico ABI377 (Applied Biosystems),
seguindo as concentragdes para amplificacdo de produto de PCR: 1,5 uL de primer (2 uM)
complementares a sequéncia do produto; 2 pL de produto de PCR (aproximadamente 200
ng/ul); e 2 uL de premix em 10 pL de reacdo final por amostra. As amplificagdes foram
feitas utilizando um termociclador nas seguintes condi¢des: 30 ciclos com uma etapa de
desnaturagdo (96° C por 20 segundos); anelamento (50° C por 15 segundos) e de extensdo (x°
C por 60 segundos — dependendo da temperatura ideal para cada primer). Ja o
sequenciamento dos clones BAC foi realizado nos EUA utilizando-se a plataforma Pacbio RS
Pacific Biosciences (GATC Biotech AG, Konstanz, Alemanha) utilizando de 5 — 10 pg de
DNA.

2.11 Analise dos dados de sequenciamento

Foi realizada uma comparacdo via BLASTx (Basic Local Alignment and Search Tool)
(Altschul et al., 1997) das sequéncias dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificagdo
dos clones BAC com os primers desenvolvidos para os genes da expansina ¢ FAD2 contra o
banco de dados contendo sequéncias de proteinas ndo-redundantes (nr) do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para os dados obtidos do sequenciamento total dos clones BAC pela técnica PACBIO, a
remog¢ao dos vetores foi realizada com o auxilio da ferramenta Vecscreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/). A predicdo da estrutura e localizagdo dos
genes (estruturas de introns e exons) foi realizada utilizando-se a ferramenta FGENESH
(Solovyev et al., 2006) (http://www.softberry.com/) contra o banco de dados da leguminosa
Medicago truncatula. Os resultados foram modificados para visualizagdo em Artemis
utilizando-se um script Perl. Com intuito de corroborar a localizagdo dos genes putativos e

realizar a predi¢do da fungdo, todas ORFs com tamanho maior do que 50 pb presentes nas
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sequéncias foram identificadas pelo Artemis e confrontadas com o banco de dados do pfamA.
Os resultados foram analisados em Artemis por meio de sobreposicdo com os dados
encontrados no FGENESH. Alinhamentos entre sequéncias foram realizados pelo software
Muscle (Edgar, 2004) e visualizados na interface do software Jalview (Waterhouse et al.,
2009). Retrotransposons LTR foram identificados pelo LTR FINDER e fragmentos de
elementos, LTRs-solo e sequéncias em tandem foram identificados por meio de graficos de

plotagem (dot plots) obtidas no sofiware Gepard.
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3. Resultados

3.1 Validagdo do método de duplicagdo de placas

Para verificar a reprodutibilidade das bibliotecas de trabalho foram selecionados os
clones oriundos da posi¢do H12 (oitava linha denominada “H” e coluna “12”") das placas 188,
198, 208 e 219 pertencentes a biblioteca de A. duranensis. Apds isolados e digeridos
enzimaticamente, os clones das placas originais, duplicadas e replicadas duplamente (rep 1 e
rep 2) apresentaram o perfil de restrigdo idéntico, o que validou a técnica utilizada para
replicagdo de placas, comprovando que o método de inoculacdo foi seguro e livre de

contaminantes (figura 69).

Figura 69: Analise do perfil de restri¢do de quatro clones BAC selecionados randomicamente da biblioteca A
(clones 188H12, 198H12, 208H12 e 219H12). Os clones foram digeridos com a enzima EcoRI e os perfis
visualizados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio. Marcador /Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen) (pogo 1).

3.2 Extracdo de DNA genomico e qualidade das amostras

O protocolo de extragdo de DNA utilizado produziu DNA com alta qualidade, como

demonstrado na figura 70, que apresenta um gel de agarose contendo amostras em duplicata
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dos DNAs gendmicos de 4. ipaénsis (acesso KG30076) e A. duranensis (acesso V14167),
utilizados como controles positivos nas reagdes de PCR. A andlise de quantificagdo com
auxilio do espectrofotdmetro mostrou que os valores da razdo 260/280 para as quatro
amostras de DNA foram aproximadamente de 1.79-1.84, e da razao 260/230 foram de 1.99-
2.05. Os valores de quantifica¢do para as amostras (na ordem em que aparecem no gel foram,

respectivamente: 524,24 ng/ul, 741,98 ng/uL, 1112,04 ng/uL e 1080,11 ng/uL.

Figura 70: Analises de qualidade e concentragdo de amostras de DNA gendmico de A. duranensis e A. ipaénsis
em duplicata realizadas em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio (pogos 2 a 5). Marcador de peso
molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen) (pogo 1).

3.3 Confecc¢ao dos pools 3-D e identificacdo de clones de interesse

Primeiramente foi realizada a confeccdo dos pools z referentes as duas bibliotecas BAC
representantes dos genoma A e B. Dois dias foram necessérios para a inocula¢do das placas,
coleta e armazenamento dos pools z para cada 30 placas. Ao todo, 416 pools z foram
produzidos e armazenados a 4° C em 45 dias. A partir destes pools foram realizadas as
extragdes dos clones BAC.

As reacdes de amplificacdo por PCR utilizando os pares de primers (tabela 12) e os
pools z, localizaram as placas positivas (screening de placa). Apos isso, 0s pools x e y para
cada placa positiva foram confeccionados (inoculacdo, coleta, armazenamento e extracao) e
reacdes de PCR foram feitas para a localizagdo dos enderegos dos clones positivos em cada

placa (screening de coordenada).
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3.3.1 Screening de placa

Os DNAs dos pools z de todas as placas das duas bibliotecas extraidos e diluidos para
uma concentragdo final de 20 ng/uL, foram organizados em placas de 96 pogos para viabilizar
as reacdes de PCR. Um volume de 10 puL. da reacdo de PCR foi utilizado para andlise. Os
controles positivos foram os DNAs genomicos de A. duranensis e/ou A. ipaénsis na
concentragcdo de 20 ng/ pL (marcados em amarelo). O controle negativo para as reagdes de

PCR foi o mix sem DNA (marcado em vermelho).

3.3.1.1 Identificagdo de placas nas bibliotecas BAC A e B contendo clones que apresentam o

gene da dessaturase (FAD)

Os primeiros 92 pools z (z1 até z92), construidos para a biblioteca A, foram utilizados
para amplificagdo por PCR, utilizando os pares de primers: Leg045F/Leg045R e
FAD2BF/FAD2BR (figuras 71-A e 71-B). Para Leg045 um total de 16 pools z ou 16 placas
exibiram um resultado positivo contendo o tamanho do produto de PCR semelhante aos
controles positivos (570 pb), sendo que nas placas 15 e 91 o resultado foi mais conspicuo
(figura 71-A).

Para FAD2B, 17 placas mostraram um resultado positivo com tamanho do produto de
PCR semelhante aos controles positivos (650 pb). Para as duas placas identificadas
anteriormente (placas 15 e 91), o resultado também se mostrou mais evidente (figura 71-B).
Portanto, foram selecionadas as placas 15 e 91 da biblioteca A para localizar o enderego do(s)
BAC(s) positivo(s) para o gene que codifica para a dessaturase em A. duranensis. Como 0s
mesmos resultados foram obtidos para os dois diferentes conjuntos de primers de PCR
utilizados, foi possivel ter uma contraprova, agregando um valor de confiabilidade nas duas
placas selecionadas.

J& para a biblioteca B, os primeiros 94 pools z (z1 até z92) foram utilizados para
amplificacdo por PCR, com os mesmos pares de primers (figura 72-A e 72-B). Para FAD2B,
19 pools z ou 19 placas apresentaram resultados compativeis com os controles positivos (650
pb) (figura 72-A). Para Leg045, 19 placas também indicaram tamanho do produto de PCR
semelhante aos controles positivos (570 pb) (figura 72-B). A placa 86 foi selecionada por

apresentaram bandas positivas para ambos os primers testados.
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Figura 71: Identificagdo de pools z positivos por meio de reagdes de PCR utilizando os pares de primers
Leg045F/Leg045R (A) e FAD2BF/FAD2BR (B) em 92 pools da biblioteca A. Foram selecionados os pools z15
e z91 (azul), por apresentarem resultados compativeis com os controles positivos (amarelo). Gel de agarose 1,0%
corado com brometo de etidio e marcador /Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 72: Identificagdo de pools z positivos por meio de reagdes de PCR utilizando os pares de primers
FAD2BF/FAD2BR (A) e Leg045F/Leg045R (B) em 94 pools da biblioteca B. Foi selecionado o pool z86 (azul),
por apresentar resultado compativel com o controle positivo (amarelo). Gel de agarose 1,0% corado com
brometo de etidio e marcador /Kb DNA Ladder (Invitrogen).
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3.3.1.2 Identificagdo de placas nas bibliotecas BAC A e B contendo clones que apresentam o

gene da expansina

Os pools z97 até z157 construidos para a biblioteca A foram utilizados para
amplificacdo por PCR, com o par de primers ExpUnif/Exp464. Apenas 3 placas indicaram
tamanho do produto de PCR semelhante aos controles positivos (600 pb), e uma delas, a 112
ou pool z112 foi selecionada (figura 73). J4 a figura 74 mostra os pools z97 a z157
construidos para a biblioteca B amplificados por PCR utilizando os mesmos pares de primers.
Duas placas indicaram tamanho do produto de PCR com aproximadamente 600 pb, e a placa

43 foi selecionada.

ExpUnif/Exp464
o
KD Plus & 1Kb Plus
DNA Ladder < DNA Lodder

Pool 297-2115 Pool z154-2172

Pool 2116-2134 i Pool z173-2191

Pool 2135-2153

Biblioteca BAC de A. duranensis k9

%,
2,
%,
2.
%

Figura 73: Identificacdo de pool z positivo por meio de rea¢des de PCR utilizando o par de primers
ExpUnif/Exp464 nos pools z97 a z115 da biblioteca A. Foi selecionado o pool z112 (azul), por apresentar
resultado compativel com o controle positivo (amarelo). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e
marcador /Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

ExpUnif/Exp464
1Kb DNA 1KB ONA
Lodder (odder

Pool 220-238
001220238 Pool z77-252

Pool z39-257
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Biblioteca BAC de A. ipaénsis

Figura 74: Identificacdo de pool z positivo por meio de rea¢des de PCR utilizando o par de primers
ExpUnif/Exp464 nos pools z1 a z92 da biblioteca B. Foi selecionado o pool z43 (azul), por apresentar resultado
compativel com o controle positivo (amarelo). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e marcador
1Kb DNA Ladder (Invitrogen).
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Ao todo, cinco placas foram selecionadas das bibliotecas BAC construidas para as

espécies silvestres de amendoim (tabela 12).

Tabela 12: Placas (pools z) selecionadas nas bibliotecas A e B de Arachis.

Genoma Pares de primers Tamanho do produto (pb) Pool z (placa)
Leg045F/Leg045R 570 Placas 15 e 91
A FAD2BF/FAD2BR 650 Placas 15 e 91
ExpUnif/Exp464 600 Placa 112
Leg045F/Leg045R 570 Placa 86
B FAD2BF/FAD2BR 650 Placa 86
ExpUnif/Exp464 600 Placa 43

3.3.2 Screening de coordenada

A correta identificacdo da coordenada da placa positiva foi um passo determinante para
identificacdo dos clones BAC de interesse. Se cada placa contendo 384 pocos da biblioteca
tivesse apenas um clone positivo, ao realizar-se uma reacdo de PCR com os 24 pools X, que
representam as colunas da placa; e os 16 pools y, que representam as 16 linhas da placa,
seriam encontrados dois resultados positivos, uma para a dimensdo x e outra para y. Ao
sobrepor as duas dimensdes ¢ possivel inferir qual a coordenada da placa que abriga o clone

BAC de interesse, de acordo com o esquema representado na figura 75.

Figura 75: Esquema representativo do método para localizagdo de clones em uma placa de 384 pogos por meio
de amplificagdo por PCR utilizando pools x, referentes as linhas da placa, e pools y, referentes as colunas. No
gel mostrado a esquerda, as bandas amplificadas nos pools x5 e y11 corresponderam a coordenada K05 (direita).

Foram desenvolvidos os pools x e y para cada uma das cinco placas selecionadas, e
apos a extragdo dos respectivos pools de DNAs, foram feitas dilui¢des para a concentracdo
final de 20 ng/uL. As figuras 76-A a 76-C exemplificam alguns dos géis que indicaram as

coordenadas dos clones positivos das placas da biblioteca de A. duranensis. Cada gel de
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agarose apresentou o resultado das reacdes de PCR utilizando os 24 pools x e 16 pools y
referentes a cada placa selecionada. Como esperado, por tratarem-se de genes com baixo
numero de copias, apenas um conjunto de coordenadas (linha e coluna) em cada placa foi
identificado nos géis, corroborando a ideia de que apenas um clone por placa continha a
sequéncia de interesse. As coordenadas e o endereco final dos clones BAC de ambas as

bibliotecas estdo listados na tabela 13.
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Figura 76: (A) Identificacdo de coordenadas na placa 15 da biblioteca de A. duranensis por meio de reagdes de
PCR utilizando os primers FAD2BF/FAD2BR nos pools x ¢ y dessa placa. As bandas positivas foram
identificadas em: pool x16 (coluna 16) e pool y11 (linha K) (azul). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etidio e marcador /Kb DNA Plus DNA Ladder (Invitrogen). Controles positivos: DNA gendmico de 4.
duranensis, pool z15 da biblioteca de A e BAC isolado 15K16 (amarelo).
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Figura 76: (B) Identificacdo de coordenadas na placa 91 da biblioteca de 4. duranensis por meio de rea¢des de
PCR utilizando os primers Leg045F/Leg045R nos pools x e y dessa placa. As bandas foram amplificadas em:
pool x2 (coluna 2) e pool y6 (linha F) (azul). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e marcador /Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Controles positivos: DNAs gendmicos de A. duranensis e A. ipaénsis (amarelo).
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Figura 76: (C) Identificacdo de coornenadas na placa 112 da biblioteca de 4. duranensis por meio de reagdes de
PCR utilizando os primers ExpUnif/Exp464 nos pools x e y dessa placa. As bandas foram amplificadas em: pool
x16 (coluna 16) e pool y4 (linha D) (azul). Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio e marcador /Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Controle positivo: DNA gendmico de A. duranensis (amarelo).
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Tabela 13: Coordenadas de linha (x) e coluna (y) referentes a posi¢do dos clones BAC nas placas identificadas
nas bibliotecas A e B. A quantificagdo dos DNAs dos clones foi realizada por Nanodrop (N100).

Genoma | Pool z (placa)| Pool x Pool y BAC Quantifica¢do (ng/uL)
Placa 91 x2 y6 91F02 200
A Placa 15 x16 yll 15K16 290
Placa 112 x16 y4 112D16 170
B Placa 86 x24 yl 86A24 190
Placa 43 x13 yl 43A13 170

De posse das coordenadas dos cinco clones, uma nova cultura de células foi feita a
partir dos enderecos situados nas placas originais. Coldnias individualizadas foram utilizadas
como novos indculos para uma nova extracdo de BAC, utilizando o Kit Plasmid DNA
Purification NucleoBond Xtra Midi, visando obter maior qualidade e quantidade de DNA para
o sequenciamento. A figura 77 mostra um gel de agarose contendo 1 pL. do DNA de quatro
dos cinco clones BAC extraidos. A quantificacdo em Nanodrop dos DNAs dos cinco clones
revelou valores para razdo de absorbancia 260/280 entre 1.77-1.87 e razdo 260/230 entre 2-
2.09. Esses valores foram acetaveis dentro dos padrdes de qualidade requeridos pela técnica.

De acordo com a tabela 13, os BACs apresentaram quantidades entre 170-290 ng/uL.

100ng |
60 ng
40 ng
30ng

20ng |

10ng

Figura 77: Amostras de quatro clones BAC (BAC 15K16, BAC 86A24, BAC 91F02 e BAC 112D16 - pogos 2 a
5 respectivamente) selecionados para sequenciamento. Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio.
Marcador de peso molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen) (pogo 1).

3.4 Validacao dos genes identificados em pools de BAC por reagdes de PCR e

sequenciamento

Os quatro pares de primers desenhados para os genes da expansina e dessaturase (FAD)
foram testados via PCR nos cinco clones BAC isolados das bibliotecas originais. O resultado
mostrou que os cinco amplicons produzidos exibiram o tamanho esperado, indicando o

funcionamento da ferramenta de pools de clones BAC desenvolvida neste estudo (figura 78).
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Figura 78: Analises dos amplicons obtidos dos clones BAC selecionados. Pogos 2-7 (produtos obtido com os
primers FAD2BF/FAD2BR; Pocos 8-12 (primers ExpUnif/Exp464). Gel de agarose 1,0% corado com brometo
de etidio e marcador /Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Controles positivos: DNA gendmico de A. duranensis
e A. ipaénsis.

Os cinco amplicons obtidos dos clones BAC foram sequenciados pelo método Sanger e
apresentaram qualidade satisfatoria para aproximadamente 300-400 pb cada uma. O resultado
da comparacdo dessas sequéncias, utilizando a ferramenta BLASTx, com o banco de dados
contendo sequéncias de proteinas nido-redundantes do NCBI mostrou que os amplicons dos
clones BAC 91F02, 15K16 e 86A24 apresentaram similaridade com a dessaturase de A.
hypogaea (AEW67305.1), enquanto os clones 112D116 e 43A13 apresentaram similaridade
com uma expansina isolada da leguminosa Medicago truncatula (XP_003611388.1). O e-
value para todos os resultados de comparagio ficaram entre 10%'-10”° ¢ a porcentagem de
identidade entre 55-65%.

Para o sequenciamento total e anotagdo das sequéncias desses clones BAC foi realizada
uma digestdo enzimatica com cada um. O resultado mostrou um perfil de restricdo distinto

para todos os clones, ressaltando que tratavam-se de clones diferentes entre si. (figura 79).

Figura 79: Perfil de restri¢do dos cinco clones BAC digeridos com a enzima EcoRI em gel de agarose 1,0%
corado com brometo de etidio. Marcador molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen).
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Apos a confirmagdo da presenca desses genes ou fragmentos de genes nos cinco clones
BAC pertencentes aos genomas A e B de A. duranensis e A. ipaénsis, respectivamente, esses
clones foram sequenciados pela técnica PACBIO. No entanto, apenas dois clones BAC do
genoma B de A. ipaénsis, 86A24 e 43A13, apresentaram as sequéncias dos genes que
codificam a dessaturase e expansina, respectivamente, de acordo com comparagdes realizadas
por meio de grafico de plotagem (dot plots) entre as sequéncias dos clones BAC e as
sequéncias derivadas dos amplicons. Portanto, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo por
meio da comparagao entre as sequéncias desses dois genes nos genomas A ¢ B.

A sequéncia do clone BAC 86A24, de A. ipaénsis, apresentou 98.496 pb de tamanho.
Segundo a predi¢do da localizacdo e estrututura de genes realizada pelo FGENESH contra a
biblioteca de M. truncatula, juntamente com a predicdo de funcdo das regides codantes
maiores do que 50 pb, por meio de comparagdes com sequéncias de proteinas presentes na
biblioteca A do pfam, foram identificados inicialmente 13 genes putativos, incluindo o gene
da dessaturase. Ao comparar a sequéncia desse clone com as sequéncias de retrotransposons
LTR descritos no Capitulo II, foi possivel identificar trés retrotransposons LTR com
sequéncias completas, um fragmento e um LTR-solo. No entanto, ao compilar as coordenadas
dos genes e retrotransposons, observados na interface do software Artemis (figura 80),
constatou-se que cinco desses genes putativos, preditos como gag/pol (poliproteina presentes
em TEs), na verdade, faziam parte das sequéncias codantes internas dos retrotransposons
identificados, portanto, ndo poderiam ser anotados separadamente como genes.

Diante disso, para este clone foram preditos oito genes putativos que codificam as
seguintes proteinas: 1 - similar a uma protease aspartica (PF00026.17); 2, 3, 4 e 8 - similar a
proteina F-box (PF00646.27); 5 — similar a dessaturase (FAD) (PF00487.18); 6 — proteina
hipotética; 7 — similar a DUF659 (PF04937.9) (a predi¢ao final mostra os genes indicados por
nameros na cor preta — figura 80).

Para caracterizar o gene que codifica a dessaturase (gene 5, composto por 1.200 pb e
dois exons), comparagdes por meio de graficos de plotagens foram feitas utilizando a
sequéncia do clone BAC contra quatro sequéncias de genes FAD isoladas de Arachis
hypogaea presentes no banco de dados GenBank. Dentre essas, foram utilizadas duas
sequéncias descritas por Chu e colaboradores (2009) para uma linhagem de amendoim com
caracteristica alto oleico - HO (figura 81). O resultado constatou alta similaridade entre as
sequéncias e o alinhamento entre elas mostrou que apesar da alta similaridade, mutagdes

pontuais estavam presentes na sequéncia produzida neste estudo (27 substituicdes e 8
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inser¢des), indicando que ha outras diferengas entre os genes da dessaturase encontradas nas
espécies silvestres e cultivada, além das mutacdes que conferem a caracteristica alto oleico
presente apenas em algumas cultivares de amendoim (Chu et al., 2007) (figura 82).

O contetdo repetitivo da sequéncia deste clone foi caraterizado pela presenga de dois
retrotransposons com sequéncia completa das familia Doros e RE128-84, além de um
fragmento do retrotransposon Mico, um LTR-solo de FIDEL ou Feral e um nested element
(discutido nos Capitulos anteriores) composto por um elemento Mico que possui inserido em
sua sequéncia um fragmento do elemento Hemera (figura 83). Outras comparacdes, também
por meio de graficos de plotagens, utilizando a sequéncia desse clone contra ela mesma,
revelaram que possivelmente o fragmento do retrotransposon LTR Mico poderia fazer parte
de outro nested element em conjunto com um retrotransposon LTR desconhecido, em virtude

do padrao de diagonais resultantes da plotagem (figura 84).

Clone BAC 86A24 (A. ipaénsis) 98.496 pb
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Sobreposigio de resultados

Figura 80: Identifica¢@o preliminar de 13 genes putativos presentes no clone BAC 86A24 apenas por meio da
utilizagdo dos dados obtidos no sofiware FGENESH (vermelho); Identificacdo de retrotransposons LTR,
fragmentos e LTRs-solo (LTRs em azul escuro) por meio de comparagdes com sequéncias de retrotransposons
LTR conhecidos e analises no sofiware LTR_FINDER; Sobreposi¢do de resultados e predi¢do final de oito
genes putativos diversos (preto). Os cinco genes identificados na analise preliminar, na verdade compde as
regides codantes internas dos retrotransposons LTR e fragmentos. Barras acima da linha de escala em pb
representam genes ¢ elementos identificados na fita senso, e barras abaixo, indicam a presenga na fita
complementar. Graficos produzidos pelo software Artemis.
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Figura 81: Comparagdo por meio de graficos de plotagem entre sequéncia do clone BAC 86A24 e quatro
sequéncias de genes que codificam dessaturases disponiveis no GenBank. O resultado mostra quatro diagonais
bastante similares entre a sequéncia do gene 5 e as demais. Graficos produzidos pelos softwares Artemis e
Gepard.
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Figura 82:Alinhamento da sequéncia relativa ao gene 5 que codifica a dessaturase presente na sequéncia do
clone BAC 86A24, juntamente com quatro outras sequéncias de dessaturases presentes no banco de dados
Genbank (interface do software Jalview).
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Figura 83: Comparagdo por meio de grafico de plotagem da sequéncia do clone BAC 86A24 (eixo x) com cinco
sequéncias de retrotransposons LTR: Doros, RE128-29, FIDEL, Mico e Hemera (eixo y). Diagonais para a
direita indicam que o retrotransposon LTR foi inserido na diregdo 5’ — 3, e para a esquerda o inverso.
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Clone BAC 86A24 (A. ipaénsis) 98.496 pb
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Figura 84: Comparagdo por meio de grafico de plotagem da sequéncia do clone BAC 86A24 contra ela mesma
(eixo x). Foram identificados trés retrotransposon LTR com sequéncia completa (quadrados em cor azul), sendo
o ultimo, composto por um nested element. Outro possivel nested contendo um retrotransposon LTR ainda ndo
caracterizado abrigando o fragmento do elemento Mico ¢ indicado em vermelho.

Para os resultados obtidos com o clone BAC 43A13, a sequéncia apresentou 79.919 pb
de tamanho. De acordo com a mesma metodologia utilizada para o outro clone BAC, foram
identificados nove genes putativos, incuindo o gene da expansina. As proteinas codificadas
por cada gene foram: 1 - similar a YDG_SRA ou histona metiltransferase (PF02182.11); 2 -
similar a expansina (XP003517398.1); 3 — similar a RVT1 ou transcriptase reversa 1
(PF00078.21); 4 — similar a MP ou proteina de movimento viral (PF01107.12); 5,6, 7,8 ¢ 9
—proteinas hipotéticas (figura 85).

Foi identificada apenas a coordenada referente a um retrotransposon LTR (figura 85), e
este ndo apresentou similaridade com aqueles ja caracterizados em Arachis. Esse elemento
novo foi denominado de Elfos e possui 5.790 pb de comprimento total, LTRs flanqueadores
com 420 pb e a regido codante contendo os genes gag, integrase e transcriptase reversa (do
tipo RVT2). A ordem de seus genes definiram esse elemento como autdbnomo e pertencente a
superfamilia 7y/-Copia.

O gene 3 ¢ similar ao gene que codifica a enzima transcriptase reversa presente em
retrotransposons, tornando esse gene, possivelmente, derivado de um retrotransposon
remanescente evolutivamente. Tanto o gene da transcriptase quanto o retrotransposon Elfos

exibiram espagos praticamente sem pontilhados quando a sequéncia desse clone foi plotada
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contra ela mesma, dando suporte a uma possivel insercdo. Essa auséncia de pontilhados ¢é
frequentemente observada quando ha a presenca de elementos repetitivos nas sequéncias de
DNA, o que normalmente ndo ocorre nos locais com conteido génico. Sequéncias de
microssatélites também foram identificadas em varios locais desse clone, e no grafico de
plotagem, sdo evidenciadas por trés blocos fortemente pontilhados (figura 85).

A sequéncia do gene que codifica a proteina expansina (gene 2) com aproximadamente
1.500 pb, quando comparada com sequéncias de proteinas ndo-redundantes presentes no
banco de dados do GenBank, via BLASTx e ferramenta “conserved domais”, revelou uma
estrutura composta por quatro exons e trés introns. Ao comparar com a estrutura de um gene
que codifica a expansina caracterizado por Brasileiro e colaborados (dados ndo publicados),
obteve-se uma estrutura bastante proxima, novamente demonstrando a eficiéncia da técnica de

pools de BAC para o isolamento de genes de interesse (figura 86).
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Sequéncia do clone 43A13 plotada contra uma sequéncia do gene identificada pelo grupo Arachis, ndo publicada (Gepard)
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Figura 85: Identificacdo de nove genes putativos na sequéncia do clone BAC 43A13; Comparagdo por meio de
grafico de plotagem da sequéncia do clone BAC 43A13 contra uma sequéncia relativa ao gene que codifica uma
expansina identificada por Brasileiro e colaboradores (dados ndo publicados); Comparacdo por meio de grafico
de plotagem da sequéncia do clone BAC 43A13 contra ela mesma, revelando a presenca de um retrotransposon
LTR novo denominado Elfo (azul). Graficos produzidos pelos softwares Artemis e Gepard.
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Figura 86: Resultado da comparacdo da sequéncia do gene da expansina identificado no clone BAC 43A13 com
sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank, via BLASTx e estrutura predita pela ferramenta
“conserved domais”. As barras em cor cinza representam dominios relativos aos quatro exons identificados no
gene. Comparagdo da provavel estrutura do gene com uma sequéncia relativa ao gene EXLB que codifica uma
expansina like-B identificada por Brasileiro e colaboradores (dados ndo publicados).
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4. Discussao

Neste trabalho foi realizada a construcdo e validacdo de pools 3-D construidos para
bibliotecas BAC representativas dos genomas A (4. duranensis) ¢ B (A. ipaénsis). Essa
ferramenta possibilitou a identificacdo e o isolamento rapido e de baixo custo de genes de
interesse nas espécies silvestres parentais do amendoim. A detec¢@o de clones com sequéncias
especificas utilizando uma estratégia de pools associada a técnica de PCR ja foi demonstrada
como eficiente em outros trabalhos, permitindo a identificacdo individual de clones e
diminuindo o nimero de falsos positivos em outras culturas (Xia et al., 2009).

A identifica¢do de clones especificos pelos pools 3-D permitiu a anélise sequencial e
rapida de 159.744 clones BAC (84.096 clones da biblioteca A e 75.648 clones da biblioteca
B) divididas simplificadamente em duas reacdes de PCR (a primeira realizada com os pools z
e segunda com o0s pools x e y), além de uma reagdo adicional para a confirmacao da posi¢do
do clone identificado utilizando os clones da biblioteca original. Dessa forma, houve uma
consideravel diminui¢do de tempo quando comparado com o método de avaliacdo individual
de cada clone. Além do mais, demonstrou ser um método eficiente e de custo reduzido
quando comparado com o método de hibridizacdo por marcagao radioativa.

Deve-se ainda considerar que a manutengdo das bibliotecas BAC ¢ dificil, pois ocupa
grande espaco de armazenamento em freezer a -80° C, além da necessidade de renovacao das
culturas de bactérias. Dessa forma, a confec¢do dos pools 3-D permite uma consideravel
economia de espago. Outra vantagem desta técnica ¢ que com auxilio do recurso
tridimensional de pools, ¢ possivel minimizar o descongelamento das bibliotecas originais e
as duplicadas construidas para estoque de trabalho, fato que aumenta sua sobrevida.

A confecgdo de 416 pools na dimensdo z, derivados das duas bibliotecas, divididas em
placas de 96 pogos, facilitou o screening de placas positivas. Para cada placa identificada, 40
pools (24 pools na dimensao x + 16 pools na dimensdo y) foram requeridos para encontrar o
enderego correto do clone de interesse.

Foram identificados cinco clones BAC contendo os genes de interesse que codificam a
dessaturase e a expansina. A validacdo dos pools de BAC foi realizada por meio de reagdes de
amplificagdo por PCR utilizando pares de primers referentes aos genes de interesse e
sequenciamento desses amplicons pela técnica de Sanger, corroborando a ideia de que a
ferramenta de pools ¢ eficiente e segura para a busca de clones de interesse nas bibliotecas

construidas para as espécies silvestres de amendoim.
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O sequenciamento completo dos cinco clones BAC pela técnica PACBIO, no entanto,
produziu resultados positivos (para a identificacdo dos genes de interesse) apenas para dois
dos clones BAC do genoma B de A. ipaénsis, 86A24 e 43A13. Portanto, ndo foi possivel
estabelecer uma relacdao por meio da comparagdo entre as sequéncias dos genes da dessaturase
e expansina presentes nos genomas de 4. duranensis e A. ipaénsis.

A sequéncia do clone BAC 86A24 possui 98.496 pb e apresenta oito genes putativos,
incuindo o gene da dessaturase. O conteudo repetitivo foi caraterizado pela presenca de dois
retrotransposons LTR com sequéncia completa de representantes das familia Doros e RE128-
84, além de um fragmento do retrotransposon Mico, um LTR-solo de FIDEL ou Feral e um
nested element composto por um elemento Mico que possui inserido em sua sequéncia um
fragmento do elemento Hemera. Para a sequéncia deste clone BAC, a predi¢do do conteudo
génico poderia ter sido equivocada, caso a identificacdo de TEs como restrotransposons LTR
ndo fosse realizada de forma detalhada.

O gene putativo que codifica a dessaturase (FAD), com aproximadamente 1.200 pb e
composto por dois exons, revelou alta similaridade quando comparado a outras sequéncias do
gene FAD de amendoim. No entanto foram detectadas na sequéncia obtida neste estudo 27
substitui¢des e 8 insercdes, indicando que ha outras diferencas entre os genes da dessaturase
encontrados nas espécies silvestres e cultivada, além das mutagdes que conferem a
caracteristica alto oleico presente apenas em algumas cultivares de amendoim (Chu et al.,
2007).

A sequéncia do clone BAC 43A13 possui 79.919 pb e apresenta nove genes putativos,
incluindo o gene da expansina. Foi identificado um novo retrotransposon LTR auténomo
denominado FElfos, pertencente a superfamilia 7y/-Copia. O gene putativo que codifica a
expansina, com aproximadamente 1.500 pb e composto por quatro exons e trés introns,
revelou alta similaridade quando comparado a uma sequéncia do gene da expansina isolado
de amendoim por Brasileiro e colaborados (dados ndo publicados). Portanto, apesar da
impossibilidade de identificacdo desses genes em clones BAC de 4. duranensis por meio do
sequenciamento de alta performance, esses genes foram identificados e caracterizados em
clones de A. ipaénsis, demonstrando a eficiéncia da técnica de pools de BAC para o

isolamento de genes de interesse desenvolvida neste estudo.
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5. Conclusao

Neste estudo foi demonstrado que a construgdo da ferramenta de pools 3-D de clones
BAC de duas bibliotecas representativas dos genomas de A. duranensis e A. ipaénsis,
possibilitou a identificacdo e o isolamento rapido de trés clones BAC contendo gene que
codifica a enzima dessaturase de 4cidos graxos e outros dois contendo o gene que codifica
uma expansina, ambos os genes reconhecidos como sendo de interesse para a cultura do
amendoim. A validacdo da ferramenta foi realizada por meio de reagdes de PCR e
sequenciamento pela técnica de Sanger. Dois dos cinco clones, sequenciados pela técnica de
PACBIO, mostraram resultados satisfatorios, possibilitando, além da identificagdo dos genes,

a anotacao dos conteudos génico e repetitivo dessas sequéncias completas.
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Q’er.ipectivas

Andlisar a distribuicdo das familias de retrotransposons LTR em todas as

pseudomoléculas de A. duranensis e A. ipaénsis;

Realizar hibridizag¢do in situ por fluorescéncia em cromossomos das espécies
diploides A. duranensis e A. ipaénsis, utilizando as familias de retrotransposons

LTR descritas neste estudo;

Realizar hibridiza¢do in situ por fluorescéncia em cromossomos de amendoim,

utilizando outras familias descritas neste estudo, que ainda nao foram utilizadas;

Identificar e caracterizar familias de retrotransposons LTR na sequéncia

gendmica de amendoim, quando estiver disponivel;

Compilar os scripts e criar uma ferramenta Unica para caracterizagdo e datagao

de retrotransposons LTR identificados em outras espécies;

Publicar o artigo referente ao Capitulo II;
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Anexos

Anexo 1: Tabela contendo as médias das estimativas de datas de transposi¢ao para familias de

retrotransposons LTR individualmente ou relacionadas.

Genoma A Genoma B
Retrotransp LTR Média/idade/Ma Retrotransp LTR Média/idade/Ma
A0_FIDEL _autonomous-Ty3-type 23 BO_FIDEL_autonomous-Ty3-type 177
A3 Feral_non-autonomous-type > B3_Feral_non-autonomous-type ’
A69_Apolo_autonomous-Ty3-type 261 B69_Apolo_autonomous-Ty3-type 162
A141 Polo_non-autonomous-type ’ B141_Polo_non-autonomous-type ’
A14 Pipoka_autonomous-Ty3-type B14 Pipoka_autonomous-Ty3-type
- 1,97 -
A104 Pipal non-autonomous-type B104 Pipal non-autonomous-type 172
A157_Curu_autonomous-Ty3-type B49_Pipa2_non-autonomous-type ’
A26_Golf non-autonomous-type 213 B8_Pipa3_non-autonomous-type
Al13_Hemera_autonomous-type ’ A157_Curu_autonomous-Ty3-type
A38 Hera_non-autonomous-type B6_Bravo_non-autonomous-type
A155_Silverio_autonomous-Ty3-type B26_Golf _non-autonomous-type 2,1
A156_Silvia_non-autonomous-type 2,13 B113_Hemera_autonomous-type
A145_Silver_non-autonomous-type B38_Hera_non-autonomous-type
A105_Gordo_non-autonomus-type 1,9 B155_Silverio_autonomous-Ty3-type
A57 Mico_autonomous-Ty3-type 1,16 A156_Silvia_non-autonomous-type 1,74
AS5_Eros_autonomous-Ty3-type 22 B145_Silver_non-autonomous-type
A89_Eris_non-autonomous-type > B105_Gordo_non-autonomus-type 1,64
A84 REI128 autonomous-Tyl-type 1,29 B57_Mico_autonomous-Ty3-type 1,25
A2 Matita_autonomous-Ty1-type 1,61 B5_Eros_autonomous-Ty3-type 1.66
A99 Medusa_autonomous-Ty3-type 2,78 B89 _Eris_non-autonomous-type ’
A33_Musa_non-autonomous-type 3,07 B84 RE128 autonomous-Tyl-type 1,24
A24 Athena_non-autonomous-type 2,45 B2_Matita_autonomous-Tyl-type 1,26
A137 Sofi_autonomous-Ty3-type 2,28 B99 Medusa_autonomous-Ty3-type 2,46
A39 Yara_autonomous-Tyl-type 1,79 B33 Musa_non-autonomous-type 2,33
A112_Lima_autonomous-Ty3-type 1,22 B24_Athena_non-autonomous-type 1,92
A118 Bela_autonomous-Ty1-type 1,64 B137_Sofi_autonomous-Ty3-type 1,77
A132 Zoe_autonomous-Tyl-type 1,41 B39 _Yara_autonomous-Tyl-type 1,87
A138_Zia_autonomous-Ty-type 2,75 B112_Lima_autonomous-Ty3-type 1,42
A16_Grilo_autonomous-Ty3-type 147 B118_Bela_autonomous-Ty1-type 1,92
A142_Gilo_non-autonomous-type ’ B132_Zoe_autonomous-Ty-type 1,19
A143_Yuri_autonomous-Tyl-type 1,32 B138_Zia_autonomous-Tyl-type 0,97
A29 REI28 autonomous-Tyl-type 1,31 B16_Grilo_autonomous-Ty3-type 187
All_Delta_autonomous-Ty3-type 1,84 B142_Gilo_non-autonomous-type ’
All_Charlie_non-autonomous-type 1,55 B143_Yuri_autonomous-Tyl-type 2,07
A121_Doros_autonomous-Ty3-type 0,95 B29 RE128 autonomous-Tyl-type 1,11
A122 Duran_non-autonomous-type 145 B11_Delta_autonomous-Ty3-type 1,59
A150_Dan_non-autonomous-type > B11_Charlie_non-autonomous-type 14
A126_Venon_autonomous-Ty-type 0,7 B121_Doros_autonomous-Ty3-type 1,25
A65_Foxtrot_autonomous-TyI-type 1,28 B122_Duran_non-autonomous-type 114
A62_Saturno_autonomous-Ty3-type 1,48 B150_Dan_non-autonomous-type ’
A134 Nemesis_non-autonomous-type 1,45 B154 Paco_autonomous-Ty3-type 2,13
A123 Talita_autonomous-Tyl-type 1,05 B126_Venon_autonomous-Tyl-type 1,59
A135 Maia_non-autonomous-type 2,04 B65_Foxtrot_autonomous-Tyl-type 1,26
A19 Netuno_autonomous-Ty3-type 1,1 B62_Saturno_autonomous-Ty3-type 1,63
A136_Elpis_non-autonomous-type 0,9 B134 Nemesis_non-autonomous-type 1,12
A140_Joka_autonomous-Tyl-type 1,83 B123_Talita_autonomous-Tyl-type 1,15
Al_Hermes_autonomous-Ty3-type 0,81 B135_Maia_non-autonomous-type 1,3
Al44_Diva_autonomous-Tyl-type 1,1 B19 Netuno_autonomous-Ty3-type 1,16
A9_Girino_autonomous-Ty3-type 2,49 B136_Elpis_non-autonomous-type 1,15
A149_Lulu_non-autonomous-type 0,95 B140_Joka_autonomous-Tyl-type 1,67
A60_Venus_autonomous-Ty3-type 0,69 B1_Hermes_autonomous-Ty3-type 1,27
A124_Ariel_autonomous-Ty3-type 1,66 B144_Diva_autonomous-Tyl-type 1,16
A125_Buba_autonomous-Ty3-type 1,62 B9_Girino_autonomous-Ty3-type 2,1
A127_Dakota_autonomous-TyI-type 0,71 B149_Lulu_non-autonomous-type 1,45
A152_Agnus_non-autonomous-type 2,39 B60_Venus_autonomous-Ty3-type 1,07
A88_Papa_autonomous-Tyl-type 0,76 B125_Buba_autonomous-Ty3-type 2,02
AS50_Hotel_autonomous-Ty1-type 1,22 B127_Dakota_autonomous-Tyl-type 1,52
A148 Edore_autonomous-Ty3-type 1,67 B88_Papa_autonomous-Ty-type 1,22
A71_Juliett_autonomous-Ty1-type 1,25 B50_Hotel _autonomous-Tyl-type 2,05
A139 George autonomous-Ty3-type 1,06 B148_Edore autonomous-Ty3-type 1,43
A146_Golden_autonomous-Ty1-type 0,41 B71_Juliett_autonomous-Tyl-type 1,26
A147 Omega_autonomous-Ty3-type 0,97 B139_George autonomous-Ty3-type 0,67
A91_ Whiskey autonomous-Ty3-type 1,69 B146_Golden_autonomous-Ty1-type 0,49
A117_Xray_non-autonomous-type 1,3 B147 Omega_autonomous-Ty3-type 0,44
A130_James_autonomous-Tyl-type 1,29 B91_ Whiskey autonomous-Ty3-type 2,06
A97_Mike_autonomous-Ty3-type 1,2 B117_Xray_non-autonomous-type 1,7
A67_India_autonomous-Tyl-type 1,68 B130_James_autonomous-Tyl-type 1,74
A51_Victor_autonomous-Ty3-type 1,05 B97_Mike_autonomous-Ty3-type 1,79
A119_Bola_autonomous-Tyl-type 1,43 B67_India_autonomous-Ty1-type 0,55
A31_Kilo_autonomous-Tyl-type 0,86 B51_Victor_autonomous-Ty3-type 0,7
A54_Yankee_autonomous-Ty I-type 0,91 B119_Bola_autonomous-TyI-type 2,45
A17 Romeo_autonomous-Tyl-type 2,28 B31_Kilo_autonomous-Ty1-type 1,54
A131_Phenix_autonomous-Ty3-type 0,32 B54_Yankee_autonomous-Tyl-type 0,99
A61_Oscar_autonomous-Ty1-type 1,47 B133_Kirke_autonomous-Ty-type 1,42
A32 Tango_autonomous-Tyl-type 1,22 B17_Romeo_autonomous-Ty-type 1,93
A129 Jasper_autonomous-Tyl-type 1,09 B81_Quebec_autonomous-Ty3-type 0,98
A151_Vipe non-autonomous-type 2,04 B131_Phenix_autonomous-Ty3-type 1,07
A78 Echos_autonomous-Ty1-type 2,45 B25_Sierra_autonomous-Ty1-type 1,28
A43 Alpha_autonomous-Tyl-type 1,18 B61_Oscar_autonomous-Tyl-type 1,95
B128_Doris_autonomous-Ty1-type 1,15
B32_Tango_autonomous-Ty-type 0,87
B7_November_autonomous-Tyl-type 1,61
B129 Jasper_autonomous-Tyl-type 1,87
B78_Echos_autonomous-Tyl-type 1,98
B43_Alpha_autonomous-Tyl-type 1,41
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Anexo 2: Tabela contendo as listas dos genes putativos preditos para as regides 1-4.

Regido 1
Arachis duranensis_scaffold 45_420.200-627.000 (206.800 pb) | Arachis ipaénsis_scaffold 47_531.200-780.000 (248.000 pb)
Gene Predigdo da fungdo pfam-ID Gene Predigdo da fungdo pfam-ID
- Gene 1 putative protein
Gene 1l putative protein Gene 2 putative protein
Gene 2 similar to Pfam SGL family PF08450.6 Gene 3 similar to Pfam SGL family PF08450.6
- Gene 4 similarity to Pfam RVT_1 PF00078.21
- Gene 5 putative protein
Gene 3 similar to Pfam SGL family PF08450.6 Gene 6 similar to Pfam SGL family
Gene 4 similar to Pfam WD40 PF00400.26 Gene 7 similar to Pfam WD40 PF00400.26
Gene 5 similar to Pfam Pentapeptide PF00805.16 Gene 8 similar to Pfam Pentapeptide PF00805.16
Gene 6 putative protein Gene 9 putative protein
Gene 7 similarity to Pfam Ank (Ankyrin repeat) =~ PF00023.24 Gene 10 similarity to Pfam Ank (Ankyrin repeat) PF00023.24
Gene 8 similarity to Pfam Meth_synt_2 PF01717.12 Gene 11 similarity to Pfam Meth_synt_2 PF01717.12
Gene 9 similarity to Pfam dsrm (Double-stranded PF00035.19 Gene 12 similarity to Pfam dsrm (Double-stranded RI PF00035.19
Gene 10 similar to Pfam Annexin PF00191.14 Gene 13 similar to Pfam Annexin PF00191.14
Gene 11 similarity to Pfam C2 (C2 domain) PF00168.24 Gene 14 similarity to Pfam C2 (C2 domain) PF00168.24
Gene 12 similarity to Pfam PRT_C (Plant phosphoril PF08372.4  Gene 15 similarity to Pfam PRT_C (Plant phosphoribc PF08372.4
Gene 13 similarity to Pfam Glyco_hydro_3 PF00933.15 Gene 16 similarity to Pfam Glyco_hydro_3 PF00933.15
Gene 14 putative protein Gene 17 putative protein
Gene 15 similarity to Pfam Glyco_hydro_3_C PF01915.16 Gene 18 similarity to Pfam Glyco_hydro_3_C PF01915.16
Gene 16 similarity to Pfam Glyco_hydro_3_C PF01915.16 Gene 19 similarity to Pfam Glyco_hydro_3_C PF01915.16
Gene 17 putative protein Gene 20 putative protein
Gene 18 putative protein Gene 21 putative protein
Gene 19 similarity to Pfam AP2 (Apetala 2) PF00847.14 Gene 22 similarity to Pfam AP2 (Apetala 2) PF00847.14
Gene 20 similar to Pfam Tubulin_C PF03953.11 Gene 23 similar to Pfam Tubulin_C PF03953.11

Gene 21 similarity to Pfam Sod_Cu (Superoxide dist PFO0080.14 Gene 24
Gene 22 similar to Pfam IF4E (Eukaryotic translatiol PF01652.12 Gene 25

Gene 23 putative protein Gene 26
Gene 24 similarity to Pfam ELFV_dehydrog_N PF02812.1 Gene 27
Gene 25 similarity to Pfam GalP_UDP_transf PF01087.1 Gene 28
Gene 26 putative protein Gene 29
Gene 27 putative protein Gene 30

Gene 28 similarity to Pfam PPR (Pentatricopeptide PF01535.14 Gene 31
Gene 29 similarity to Pfam adh_short (Short-chain ( PF00106.19 Gene 32
Gene 30 similar to Pfam Glyco_hydro_17 (Glycosidi PF00332.12 Gene 33

similarity to Pfam Sod_Cu (Superoxide dismi PFO0080.14
similar to Pfam IF4E (Eukaryotic translation i PF01652.12
putative protein

similarity to Pfam ELFV_dehydrog_N PF02812.1
similarity to Pfam GalP_UDP_transf PF01087.1
putative protein

putative protein

similarity to Pfam PPR (Pentatricopeptide re PF01535.14
similarity to Pfam adh_short (Short-chain de PF00106.19
similar to Pfam Glyco_hydro_17 (Glycoside | PF00332.12
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Regido 2

Arachis duranensis_scaffold 45_904.200-1.119.800 ( 215.600 pb) |

Arachis ipaénsis_scaffold 47_1.018.600-1.280.800 ( 200.200 pb)

Gene Predi¢do da fungao pfam-ID Gene Predigdo da fungao pfam-ID
Gene 1 putative protein Gene 1 putative protein
Gene 2 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6 Gene2 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6
- Gene 3 similar to Pfam PMD PF10536.3
- Gene 4 putative protein
- Gene 5 putative protein
Gene 3 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6 Gene 6 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6
Gene 4 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6 Gene7 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6
Gene 5 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6 Gene 8 similarity to Pfam DUF566 PF04484.6
Gene 6 putative protein Gene 9 putative protein
Gene 7 similarity to Pfam MULE PF10551.3 Gene 10 putative protein
Gene 8 putative protein -
Gene 9 putative protein -
Gene 10 putative protein -
Gene 11 similar to Pfam B3 PF02362.15 -
Gene 12 putative protein -
Gene 13 putative protein -
Gene 14 putative protein -
Gene 15 putative protein -
Gene 16 putative protein -
Gene 17 similarity to Pfam O-FucT PF10250.3 Gene 11 similarity to Pfam O-FucT PF10250.3
Gene 18 putative protein -
Gene 19 putative protein Gene 12 putative protein
Gene 20 similar to Pfam E1-E2_ATPase PF00122.14 Gene 13 similar to Pfam E1-E2_ATPase PF00122.14
Gene 21 putative protein -
Gene 22 similar to Pfam RVT_1 PF00078.21 Gene 14 similar to Pfam RVT_1 PF00078.21
Gene 23 putative protein Gene 15 putative protein
Gene 24 similar to Pfam PPR_1 PF12854.1 Gene 16 similar to Pfam PPR_1 PF12854.1
Gene 25 putative protein Gene 17 putative protein
Gene 26 similarity to Pfam PORR PF11955.2 -
Gene 27 similarity to Pfam Glyco_hydro_28 PF00295.11 Gene 18 similarity to Pfam Glyco_hydro_28 PF00295.11
- Gene 19 similarity to Pfam Glyco_hydro_28 PF00295.11
Gene 28 putative protein Gene 20 putative protein
Gene 29 similar to Pfam PPR_1 PF12854.1 Gene21 similar to Pfam PPR_1 PF12854.1
Gene 30 putative protein Gene 22 putative protein
- Gene 23 putative protein
- Gene 24 putative protein
- Gene 25 putative protein
Gene 31 similarity to Pfam bZIP_1 PF00170.15 Gene 26 similarity to Pfam bZIP_1 PF00170.15
Gene 32 similarity to Pfam MULE PF10551.3 Gene 27 similarity to Pfam MULE PF10551.3
Gene 33 similarity to Pfam Pectinesterase PF01095.13 Gene 28 similarity to Pfam Pectinesterase PF01095.13
Gene 34 putative protein Gene 29 similarity to Pfam Pectinesterase PF01095.13
Gene 35 putative protein Gene 30 putative protein
Gene 36 putative protein Gene 31 putative protein
Gene 37 putative protein Gene 32 putative protein
- Gene 33 putative protein
- Gene 34 putative protein
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Regido 3
Arachis duranensis_scaffold 45_1.177.000-1.412.400 (235.400 pb) | Arachis ipaénsis_scaffold 47_1.018.600-1.218.800 ( 252.000 pb)
Gene Predigdo da fungao pfam-ID Gene Predigdo da fungdo pfam-ID
Gene 1 similar to Pfam mTERF PF02536.8 Genel similar to Pfam mTERF PF02536.8
Gene 2 putative protein Gene 2 putative protein
Gene 3 similar to Pfam MULE PF10551.3 Gene3 similar to Pfam MULE PF10551.3
Gene 4 similarity to Pfam PA PF02225.16 -
Gene 5 Pfam Cytochrom_C1 PF02167.9 Gene4 Pfam Cytochrom_C1 PF02167.9
Gene 6 putative protein -
Gene 7 putative protein Gene 5 putative protein
Gene 8 similarity to Pfam ABC_membrane PF00664.17 Gene 6 similarity to Pfam ABC_membrane PF0O0664.17
Gene 9 putative protein Gene 7 putative protein
Gene 10 putative protein -
Gene 11 similarity to Pfam Pkinase_Tyr PFO7714.1 Gene8 similarity to Pfam Pkinase_Tyr PF07714.1
Gene 12 similarity to Pfam Myb_DNA-bind_3 PF12776.1 Gene9 similarity to Pfam Myb_DNA-bind_3 PF12776.1
Gene 13 similar to Pfam PPR PF01535.14 Gene 10 similar to Pfam PPR PF01535.14
Gene 14 similar to Pfam Pkinase_Tyr PF07714.1 Gene 11 similar to Pfam Pkinase_Tyr PF07714.1
Gene 15 similar to Pfam Pkinase_Tyr PFO7714.1 Gene 12 similar to Pfam Pkinase_Tyr PF07714.1
- Gene 13 putative protein
Gene 16 putative protein Gene 14 putative protein
- Gene 15 similarity to Pfam RVT_1 PF00078.21
Gene 17 putative protein Gene 16 putative protein
Gene 18 putative protein Gene 17 putative protein
Gene 19 similar to Pfam NB-ARC PF00931.16 Gene 18 similar to Pfam NB-ARC PF00931.16
Gene 20 similar to Pfam p450 PF00067.16 Gene 19 similar to Pfam p450 PF00067.16
Gene 21 putative protein -
Gene 22 putative protein -
- Gene 20 similarity to Pfam Exo_endo_phos PF03372.17
- Gene 21 similarity to Pfam RVT_1 PF00078.21
Gene 23 similarity to Pfam Choline_kinase PF01633.14 Gene 22 similarity to Pfam Choline_kinase PF01633.14
Gene 24 putative protein Gene 23 putative protein
Gene 25 similar to Pfam DEAD PF00270.23 Gene 24 similar to Pfam DEAD PF00270.23
Gene 26 putative protein Gene 25 putative protein
Gene 27 similar to Pfam Sulfotransfer_1 PF00685.21 Gene 26 similar to Pfam Sulfotransfer_1 PF00685.21
- Gene 27 putative protein
- Gene 28 similar to Pfam RVT_1 PF00078.21
Gene 28 putative protein Gene 29 putative protein
Gene 29 similar to Pfam AICARFT_IMPCHas PF01808.12 Gene 30 similar to Pfam AICARFT_IMPCHas PF01808.12
Gene 30 putative protein -
Gene 31 similar to Pfam Mannosyl_trans PF05007.7 Gene 31 similar to Pfam Mannosyl_trans PF05007.7
Gene 32 putative protein Gene 32 putative protein
Gene 33 similar to Pfam THOC7 PF05615.7 Gene 33 similar to Pfam THOC7 PF05615.7
- Gene 34 similarity to Pfam Glyco_hydro_1 PF00232.12
Gene 34 similarity to Pfam p450 PF00067.16 Gene 35 similarity to Pfam p450 PF00067.16
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Regido 4

Arachis duranensis_scaffold 45_1570800-1777600 (206.800 pb)

| Arachis ipaensis_scaffold 47_1790400-1969600 (179.200 pb)

Gene Predi¢do da fungao pfam-ID Gene Predigdo da fungao pfam-ID
- Gene 1 putative protein
Gene 1 similarity to Pfam efhand PF00036.26 Gene 2 similarity to Pfam efhand PF00036.26
Gene 2 similarity to Pfam FMN_red PF03358.9 Gene 3 similarity to Pfam FMN_red PF03358.9
- Gene 4 putative protein
- Gene 5 similarity to Pfam RVT_1 PF00078.21
Gene 3 similarity to Pfam FMN_red PF03358.9 Gene6 similarity to Pfam FMN_red PF03358.9
- Gene 7 putative protein
Gene 4 similarity to Pfam PIP5K PF01504.12 Gene 8 similarity to Pfam PIP5K PF01504.12
Gene 5 similarity to Pfam MULE PF10551.3 -
Gene 6 similar to Pfam DUF702 PF05142.6 Gene9 similar to Pfam DUF702 PF05142.6
- Gene 10 similar to Pfam RVT_2 PF07727.8
- Gene 11 similar to Pfam Retrotrans_gag PF03732.11
Gene 7 putative protein Gene 12 putative protein
- Gene 13 putative protein
- Gene 14 putative protein
Gene 8 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15 Gene 15 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15
Gene 9 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15 Gene 16 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15
Gene 10 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15 Gene 17 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15
- Gene 18 putative protein
- Gene 19 similar to Pfam PMD PF10536.3
Gene 11 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15 -
Gene 12 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15 -
Gene 13 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15 Gene 20 similarity to Pfam PTR2 PF00854.15
Gene 14 putative protein Gene 21 putative protein
Gene 15 similar to Pfam SNF2_N PF00176.17 Gene 22 similar to Pfam SNF2_N PF00176.17
Gene 16 putative protein Gene 23 putative protein
Gene 17 putative protein Gene 24 putative protein
Gene 18 putative protein Gene 25 putative protein
Gene 19 putative protein -
Gene 20 similar to Pfam RVT_1 PF00078.21 -
Gene 21 putative protein -
Gene 22 similarity to Pfam Pectinesterase PF01095.13 Gene 26 similarity to Pfam Pectinesterase PF01095.13
Gene 23 similarity to Pfam Glutaredoxin PF00462.18 Gene 27 similarity to Pfam Glutaredoxin PF00462.18
Gene 24 similar to Pfam ArfGap PF01412.12 Gene 28 similar to Pfam ArfGap PF01412.12
Gene 25 similarity to Pfam IF-2B PF01008.11 Gene 29 similarity to Pfam IF-2B PF01008.11
Gene 26 similarity to Pfam UBA PF00627.25 Gene 30 similarity to Pfam UBA PF00627.25
Gene 27 similar to Pfam F-box-like PF12937.1 Gene 31 similar to Pfam F-box PF00646.27
Gene 28 similarity to Pfam RVT_2 PF07727.8 Gene 32 similarity to Pfam RVT_2 PF07727.8
Gene 29 similarity to Pfam RNA_pol_Rpb5_N PF03871.8 Gene 33 similarity to Pfam RNA_pol_Rpb5_C PF01191.13
Gene 30 similarity to Pfam RNA_pol_Rpb5_N PF03871.8 Gene 34 similarity to Pfam RNA_pol_Rpb5_C PF01191.13
Gene 31 putative protein Gene 35 putative protein
Gene 32 putative protein Gene 36 putative protein
- Gene 37 putative protein
- Gene 38 putative protein
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Anexo 3: Scripts Perl utilizados neste estudo.

e Script A

open ARQUIVOI, "$ARGV[0]";
open ARQUIVO2, "$ARGV[1]";
foreach(<ARQUIVO1>){
if (§_ =~ /M\[(\d+)]\sscaffold_(\d+)/){
$scaffold_indice = $1;
$scaffold_atual = $2;
$cont ++;
}
if (§_ =~ /M\[1]\sscaffold_(\d+)/){
$cont2 ++;
$scaffold numero[$cont2] = $1;
v
5
if (§_ =~ /"Location\s:\s(\d+)\s-\s(\d+)/) {
$scaffold[$cont] .= ">[$scaffold indice] scaffold $scaffold atual\|$1-$2";
$scaffold_inicio[$cont] = $1;
$scaffold_fim[$cont] = $2;
v

s
1

5

#print

"scaffold_indice$scaffold_indice\nscaffold_atual:$scaffold_atual\ncont:$cont\n\ncont2:$cont2\nscaffold numero:@scaffold_numero\nscaffo
1d:@scaffold\nscaffold inicio:@scaffold_inicio\n scaffold fim:@scaffold fim";

Scont3 = 0;

Sindicador = 0;
foreach(<ARQUIVO2>){
$atual =$ _;
if($indicador == 1){
foreach(@scatfold){
if($_ =~ /scaffold $x\|/){
$length = $scaffold_fim[$cont3] - $scaffold_inicio[$cont3];
$sequencia = substr $atual, ($scaffold_inicio[$cont3]-1), ($length+1);
print "$scaffold[$cont3]\n$sequencia\n";
v

s
$cont3 ++;
}
Scont3 = 0;
$indicador = 0;

}

foreach(@scaffold numero){
if($atual =~ /scaffold_$ \s/){
$x=$ ;
Sindicador = 1;

}

-

v
h
#print $final;

* ScriptB

$seq = SARGV[0];
open (FILE,$seq) or die "no filel named";
@seqs_0 = <FILE>;
#this opens the blast file named in SARGV[1]#
#S$lookup = shift @ARGV[1]; # ID to extract - would this be an alternative simpler way to work?
$lookup = SARGV[1];
open (FILE,$lookup) or die "no file2 named";
@lookup_0 = <FILE>;
#this opens the output file named as third argument -- DONT FORGET TO CLOSE THE FILE AFTER USE#
Soutfile = SARGV[2];
open (OUT,">$outfile") or die "could not open output file";
#Then we start the splitting up the fasta file#
$seqs_1 = join ("",@seqs_0);
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@seqs_2 = split (/>/,$seqs_1);
#the first element of @fasta is an empty element
#so we get rid of this with shift
shift (@seqs_2);
#We now have the arrays @seqs_2 and @lookup_0
foreach (@seqs_2) {
$current fasta=$§_;
@fasta = split (\cM\cJ/,Scurrent_fasta);
(@fasta = split (\n/,$current_fasta);
Stitle = shift (@fasta);
chomp $title;
#the below shortens the title line of the fasta to the sequence coordinates
$title =~ s/ H\s(\d+H\:\d+)\s.+/$1/g;
#join sequence and get rid of horrible line breaks
$sequence = join ("",@fasta);
$sequence =~ s/\n//g;
$sequence =~ s/\cM\cJ//g;
foreach (@lookup 0) {
$current_lookup=$_;
$check = $current_lookup;
$check =~ s/ A\s(\d+H\:\d+)\s(\S+).H\n/$1/g;
Sorientation = $2;
Scurrent_lookup =~ m/*"CDS\s+-\s+(\S+)\s+(\S+)\s+(\S+).+\n/;
$Pfam_name = $1;
$Pfam_number = $2;
$Evalue = $3;
if ($title eq $check) {
$title 01 = Stitle;
Stitle 01 =~ s/\:/\\/g;
if ($Evalue < 1E-04) {
if ($orientation eq "reverse") {

print OUT "FT CDS complement($title_01)\n";
print OUT "FT /translation=\"$sequence\"\n";
print OUT "FT /note=\"similar to Pfam $Pfam_name $Pfam_number ($Evalue)\"\n
else {
print OUT "FT CDS $title 01\n";
print OUT "FT /translation=\"$sequence\"\n";
print OUT "FT /note=\"similarity to Pfam $Pfam_name $Pfam_number ($Evalue)\"\n";
1

# else {
# {

}

1

close(OUT);

I;

e Script C

open ARQUIVOI, "$ARGV[0]";
open ARQUIVO2, "$ARGV[1]";
foreach(<ARQUIVO1>){
if (§_ =~ /M\[(\d+)]\sscaffold_(\d+)/){
$scaffold_indice = $1;
$scaffold_atual = $2;
Scont ++;
}
if (§_ =~ /M\[1]\sscaffold_(\d+)/){
$cont2 ++;
$scaffold numero[$cont2] = $1;
v

5
if (§_ =~ /75\'-LTR\s+:\s\d+\s-\s\d-+\sLen:\s(\d+)/) {
$ltr 5[$cont] = $1;

v

5
if (§_ =~ /"3\'-LTR\s+:\s\d+\s-\s\d-+\sLen:\s(\d+)/) {
$ltr 3[$cont] = $1;

v

§
if (§_ =~ /"Location\s:\s(\d+)\s-\s(\d+)/) {
$scaffold[$cont] .= ">[$scaffold_indice]scaffold_$scaffold atual\|$1-$2";
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$scaffold_inicio[$cont] = $1;
$scaffold_fim[$cont] = $2;
v

s
1

5
$cont3 = 0;
Sindicador = 0;
foreach(<ARQUIVO2>){
$atual =$ _;
if($indicador == 1){
foreach(@scatfold){
if($_ =~ N\[$i]scaffold_$x\|/){
$sequencia5 = substr $atual, 0, ($ltr_5[$cont3]);
$sequencia3 = substr $atual, -(1+$ltr_3[$cont3]);
$final .= "$scaffold[$cont3]|5\"\n$sequencia5\n$scaffold[$cont3]|3\"\n$sequencia3\n";
v
5
$cont3 ++;
v
5
$cont3 = 0;

Sindicador = 0;

}

foreach(@scaffold numero){
if($atual =~ A\[(\d+)]\sscaffold_$_\|/){
$x=$ ;
$i=81;
Sindicador = 1;

}

-

v
§
print "$final";

e ScriptD

#this part takes the entry and for each line it checks if it has the ">", if don't it's placed in @teste array.
foreach (<>){
if($_ =~ /(\[\d+]scaffold\d+)/){
$nome = $1;
}
if (1/>/){
chomp($ );
@teste[$contador] = $_;
$contador += 1;
v
5

#this part divides @teste in two LTRS by taking one half for each one. For posterior comparison.
gr="rm
$LTR1 = "@teste[0..($#teste+1)/2-1]";
$LTR2 = "@teste[$contador/2..$contador]";
#takes the length of the LTRS for the number of loops e turns $indice to zero.
$tamanhoL TR = length($LTR1);
$indice = 0;
#the loop to compare each base of the LTR.
while($indice != $tamanhoLTR){
$nucleotideol = substr($LTR1,$indice,1);
$nucleotideo2 = substr($LTR2,$indice,1);
#THIS IS THE BIT THAT I ADDED, BUT IT IS NOT RIGHT
if ($nucleotideol =~ /(GJA|T|C|g|alt|c)/ && $nucleotideo2 =~ /(G|A|T|C|g|alt|c)/){
$effective LTR size += 1;

#if they are diferent and not equal to "-",that represents deletion, $cont takes + 1.
if ($nucleotideol ne $nucleotideo2){
if ($nucleotideol ne "-" && $nucleotideo2 ne "-"){
$cont += 1;

}

$indice +=1;

}

#final part: the equation to calculate the time. I'm not sure, $cont have the number of mutations and $tamanhoLTR the total of
bases in each LTR.
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$final = ($cont/$effective LTR_size)/(2*1.3*10**-8);

#print "nnumber of base substitutions: S$cont\nsize of LTR: $tamanhoLTR\nEffective size of compared seqs:
$effective LTR_size\nEstimated age of insertion: $final\n";

print "$nome $final\n";

1
* ScriptE
foreach(<>){

if ($_ =~ /(\d+) (+H)\s+(TSS|PolANd+ CDS)\s+(\d+)(\sH\s+\s+\s+-)(\d+)/) {
@indicador[$1] = $2;
$gene = $1;
$TSSs = $4;
$PolA = $4;
$CDSinicio = $4;
$CDSfim = $6;
@captura[$1] = $gene;
#OK
if (§_ =~ m/TSS/){
@TSS[$gene] = $TSSs;
}
#
#OK
if ($_ =~ /PolA/){
@PolA[$gene] = $PolA;
v
§
#OK
if (5=~ /(\d)+ CDS/){
@CDS[$gene] .= "$CDSinicio..$CDSfim,";
v
§

#
i

if ($indicador2 == 1 && $_ !~ Ad/){
chomp($_);
@translation[$translation_gene] =$_;
telse{
Sindicador2 = 0;
v
5

if (§_=~ /">FGENESH:\s+(\d+)/){
$translation_gene = $1;
Sindicador2 = 1;

-

}

#retira a ultima virgula do CDS de cada gene
chop(@CDS);
#

#esta parte agora seleciona o primeiro nimero e o Gltimo do CDS para montar o formato final com os "<" e ">" no lugar certo. E também vé
se ele
#possui TSS e PolA, caso ndo haja um dos dois ele coloca s6 o outro.
foreach(@captura){
if ($indicador[$_] eq "+"){
$CDS[$_] =~ /"(\dH)(H\\)(\dH)$/;
$generange = "<$1..>$3";
$mRNA = "<$1$2>$3";
#se possui os dois
if ($PolA[$_] != undef && $TSS[$_] != undef){

HHHHHHHHHHHHHHAHH

$final ="FT gene $generange\nFT /locus_tag=\"gene $ \"\nFT misc_feature $TSS[$_]\nFT
/locus_tag=\"gene $ \"\nFT /note=\"transcription start site; TSS\"\nFT =~ CDS join($CDS[$_])\nFT
/locus_tag=\"gene $ \"\nFT /codon_start=\nFT /product=\"\"\nFT /protein_id=\"\"\nFT
/db_xref=\"\"\nFT /translation=\"$translation[$§_]\"\nFT polyA site ~ $PolA[$ ]\nFT /locus_tag=\"gene $_\"\n";

HHHHHHHHHHA A

#se possui apenas TSS

telsif (STSS[$_] !=undef ){

$final = "FT gene $generange\nFT /locus_tag=\"gene $ \"WFT misc_feature ~ $TSS[$_]\nFT
/locus_tag=\"gene $ \"\nFT /note=\"transcription start site; TSS\"\nFT ~ CDS join($CDS[$_])\nFT
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/locus_tag=\"gene $ \"\nFT /codon_start=\nFT /product=\"\"\nFT /protein_id=\"\"\nFT
/db_xref=\"\"\nFT /translation=\"$translation[$_]\"\n";
HHHHHHHHHH AR

#se possui apenas PolA

}elsif ($PolA[$_] !=undef ){

$final = "FT gene $generange\nFT /locus_tag=\"gene $§_\"\nFT CDS join($CDS[$_])\nFT
/locus_tag=\"gene $ \"\nFT /codon_start=\nFT /product=\"\"\nFT /protein_id=\"\"\nFT
/db_xref=\"\"\nFT /translation=\"$translation[$_\"\nFT polyA_site $PolA[$_]\nFT /locus_tag=\"gene $_\"\n";

}

}
if ($indicador[$_] eq "-"){
$CDS[$_] =~ /"(\dH)(H\\)(\dH)$/;
$generange = "<$1..>$3";
$SmMRNA = "<$1$2>$3";
#se possui os dois
if ($PolA[S_] !=undef && $TSS[$_] != undef){
HHHHHHHHHHH

$final ="FT gene complement ($generange)\nFT /locus_tag=\"gene $§ \"\nFT misc_feature
complement ($TSS[$_])\nFT /locus_tag=\"gene $§_\"\nFT /note=\"transcription start site; TSS\"\nFT CDS
complement (join($CDS[$_]))\nFT /locus_tag=\"gene $§ \"\nFT /codon_start=\nFT /product=\"\"\nFT
/protein_id=\"\"\nFT /db_xref=\"\"\nFT /translation=\"$translation[$_|\"\nFT polyA_site complement
($PolA[$_])\nFT /locus_tag=\"gene $_\"\n";

HHHHHHH A
#se possui apenas TSS
telsif (STSS[$_] !=undef ){

$final ="FT gene complement ($generange)\nFT /locus_tag=\"gene $ \"\nFT misc_feature complement
($STSS[$_D\nFT /locus_tag=\"gene § \"\nFT /note=\"transcription start site; TSS\"\nFT CDS complement
(join($CDS[$_]))\nFT /locus_tag=\"gene $ \"\nFT /codon_start=\nFT /product=\"\"\nFT
/protein_id=\"\"\nFT /db_xref=\"\"\nFT /translation=\"$translation[$_]\"\n";

HHHHHH R
#se possui apenas PolA
}elsif ($PolA[$_] != undef){

$final .="FT gene complement ($generange)\nFT /locus_tag=\"gene $ \"\nFT CDS complement
(join($CDS[$_]))\nFT /locus_tag=\"gene $ \"\nFT /codon_start=\nFT /product=\"\"\nFT
/protein_id=\"\"\nFT /db_xref=\"\"\nFT /translation=\"$translation[$_|\"\nFT polyA_site complement
($PolA[$_])\nFT /locus_tag=\"gene $_\"\n";

v

5
}

5
#final tem todos os gene no formato certo.
print "$final";
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Anexo 4: Artigo cientifico publicado para o Capitulo I.
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e Background and Aims Peanut (Arachis hypogaea) is an allotetraploid (AABB-type genome) of recent origin, with a
genome of about 2-8 Gb and a high repetitive content. This study reports an analysis of the repetitive component of the
peanut A genome using bacterial artificial chromosome (BAC) clones from A. duranensis, the most probable A
genome donor, and the probable consequences of the activity of these elements since the divergence of the peanut

A and B genomes.

e Methods The repetitive content of the A genome was analysed by using A. duranensis BAC clones as probes
for fluorescence in situ hybridization (BAC-FISH), and by sequencing and characterization of 12 genomic
regions. For the analysis of the evolutionary dynamics, two A genome regions are compared with their B genome

homeologues.

e Key Results BAC-FISH using 27 A. duranensis BAC clones as probes gave dispersed and repetitive DNA charac-
teristic signals, predominantly in interstitial regions of the peanut A chromosomes. The sequences of 14 BAC clones
showed complete and truncated copies of ten abundant long terminal repeat (LTR) retrotransposons, characterized
here. Almost all dateable transposition events occurred <3-5 million years ago, the estimated date of the divergence
of A and B genomes. The most abundant retrotransposon is Feral, apparently parasitic on the retrotransposon FIDEL,
followed by Pipa, also non-autonomous and probably parasitic on a retrotransposon we named Pipoka. The compari-
son of the A and B genome homeologous regions showed conserved segments of high sequence identity, punctuated
by predominantly indel regions without significant similarity.

e Conclusions A substantial proportion of the highly repetitive component of the peanut A genome appears to be
accounted for by relatively few LTR retrotransposons and their truncated copies or solo LTRs. The most abundant
of the retrotransposons are non-autonomous. The activity of these retrotransposons has been a very significant
driver of genome evolution since the evolutionary divergence of the A and B genomes.

Key words: Arachis hypogaea, A. duranensis, peanut, groundnut, BAC-FISH, BAC sequencing, retrotransposons,

genome evolution, phylogeny, homeology.

INTRODUCTION

Peanut (Arachis hypogaea), also known as groundnut, is a
Papilionoid legume originally from South America and is a
major food crop, with a world annual production of around 38
Mt (FAOSTAT, http:/faostat3.fao.org’/home/index.html). It is
grown throughout the tropics and sub-tropics, and is most import-
ant in Asia and Africa.

Within the Papilionoids, peanut belongs to the Dalbergioids,
a clade separated from most other economically important
legumes by an estimated 55 million years of evolution. The

Dalbergioids are predominantly from the New World tropics
(Lavin et al., 2001; Lewis et al., 1995). They have 2n = 20
as an ancestral chromosome number and most of the extant
Arachis species have 2n = 2x =20 chromosomes, while
A. hypogaea is an exception in having 40 chromosomes
(2n = 4x = 40). It is a recent allotetraploid, most probably
resulting from the hybridization of two wild species followed
by natural chromosome duplication (Halward er al., 1991;
Young et al., 1996; Seijo et al., 2004, 2007). The genome
of A. hypogaea is large, being estimated at 2-8 Gb
(Greilhuber, 2005), with a large repetitive fraction of approx.
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64 % determined by DNA renaturation kinetics (Dhillon et al.,
1980).

Cytogenetic analyses in A. hypoagaeahave revealed two types
of chromosomes: ten pairs of A-type chromosomes, with strong-
ly 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-stained (and hence
AT-rich) heterochromatin at the centromeres, including the
smallest pair of all chromosomes (Husted, 1936; Smartt et al.,
1978), and another ten pairs of chromosomes with more
weakly staining centromeric heterochromatin bands, designated
B chromosomes (Smartt ez al., 1978; Smartt and Stalker, 1982;
Seijo et al., 2004; Robledo and Seijo, 2010). Studies comparing
the chromosomal heterochromatic banding patterns together
with evidence from positions of rDNA clusters (Seijo et al.,
2007; Robledo et al., 2009; Robledo and Seijo, 2010) and
genomic in situ hybridization (GISH) (Seijo er al., 2007)
suggest that A. hypogaea A chromosomes are similar to those
in the wild diploid A. duranensis (Krapov. & W.C. Greg.),
whilst the peanut B chromosomes are similar to those in the
wild diploid A. ipaénsis (Krapov. & W.C. Greg.). Other evidence
such as species geographic distribution (Robledo et al., 2009;
Robledo and Seijo, 2010) and molecular phylogenies (Kochert
et al., 1996; Burow et al., 2009; Moretzsohn et al., 2013) corro-
borates that the most probable A and B genome donors to
A. hypogaea are A. duranensis and A. ipaénsis.

During meiosis, A. hypogaea chromosome pairing is almost
entirely as bivalents (Smartt, 1990), an indication of genetic di-
vergence of the A and B genomes, and potentially genetic control
of chromosome pairing. Significant divergence of the repetitive
DNA content of the A and B genomes is also indicated by in situ
hybridization analyses that, using total genomic probes, are able
to distinguish the two genomes (Seijo et al., 2007) and show
genome preferential distribution of the retroelement FIDEL
(Nielen et al., 2010). In contrast, evidence regarding the low
copy fraction of the genome, with molecular markers [including
gene and expressed sequence tag (EST) sequences], shows high
homology: strong colinearity of the genetic maps shows that
there have been few structural rearrangements between the
A and B genomes, and gene order appears to have changed
little during the evolutionary divergence of the A and B
genomes (Burow e al., 2001; Bertioli et al., 2009; Moretzsohn
et al., 2009; Shirasawa et al., 2013) estimated as 3—3-5 million
years ago (Mya) (Nielen et al., 2011; Moretzsohn et al., 2013).
Thus evidence points to an intriguing apparent paradox in the
evolution of genome structure: the predominant repetitive
DNA genome fraction is in evolutionary flux, whilst, at the
same time, low copy number DNA is conserved over evolution-
ary time. Although this paradox has been extensively studied in
grasses, it has been little studied in legumes, which are diverged
from grasses by about 150 million years.

To study the divergence and evolution of the A and B genome
sequences separately and in more detail, bacterial artificial
chromosome (BAC) libraries were made for A. duranensis and
A. ipaénsis (Guimaraes er al., 2008). Because of the close
species relationships, BAC clones from these libraries should
serve as very good proxies for the A and B genomes of peanut,
respectively. In this study, we report on the use of the
A. duranensis library to investigate the repetitive component
of the A genome of Arachis, aiming to understand the evolution-
ary processes occurring during divergence of the A and B
genomes.

MATERIALS AND METHODS
Selection of BAC clones and DNA isolation

For FISH (fluorescence in sifu hybridization), clones from
the Arachis duranensis (accession V14167) BAC library
(genome A) (Guimaraes et al., 2008) were chosen on the basis
of hybridization with probes designed from comparative
genome markers derived from genes selected as likely to be
unique in a diploid legume genome (Choi er al., 2006;
Fredslund et al., 2006). In addition, one BAC clone from the
same A. duranensis BAC library that was sequenced for a previ-
ous study (Nielen ez al., 2010) was analysed. Isolated DNA from
a single cultured colony of each BAC clone was evaluated by
length and restriction enzyme sites (Notfl, Haelll, BamHI,
HindIll, Xbal and ApaLl). For full information on these BAC
clones and their genic content, see Table 1, the Results section
and the Supplementary Data Table S1.

For the comparison of homeologous sequences in the A and B
genomes, A. duranensis and A. ipaénsis (accession KG30076 —
genome B) (Guimardes et al., 2008), and/or A. hypogaea
(‘Florunner’) — genome AB (Yiiksel and Paterson, 2005) BAC
libraries were screened using two genic probes designed based
on the sequences of genes encoding DNA gyrase (Legl28;
Fredslund er al., 2006) and the gene for the peanut allergen
Ara hl. Sequences were compared by dot plots andusing the
genome browser and annotator Artemis.

Fluorescence in situ hybridization with BAC clones as probes
(BAC-FISH)

For metaphase spreads, A. hypogaea meristem cells from root
tips were used. Samples were treated with 8-hydroxyquinoline,
fixed in 100 % ethanol, glacial acetic acid (3:1, v/v) and digested
with proteolytic enzymes containing cellulose and pectinase
(Maluszynska and Heslop-Harrison, 1993; Schwarzacher and
Heslop-Harrison, 2000). Meristem cells were isolated from
other tissues on a slide and their chromosomes gently spread in
60 % acetic acid under a cover slip. Slides containing at least
five complete sets of metaphase chromosomes, well spread and
free of cytoplasm, were selected to be used for FISH.

For probe preparation, 200—300 ng of purified and fragmen-
ted (around 600 bp long) DNA of each selected A. duranensis
BAC clone (genome A) was labelled with either
digoxigenin-11-dUTP or biotin-11-dUTP (Roche Diagnostics)
by random priming using Invitrogen Life Technologies Kkits
(BioPrime Array CGH Genomic Labelling System and
BioPrime DNA Labelling System, respectively). For the retro-
element Matita, probes were a mixture of seven sub-clones span-
ning the whole Matita sequence (Nielen et al., 2011). For the
retroelements FIDEL (Nielen er al., 2010), Feral and Curu
(Ty3-gypsy elements, the description of which is described in
the Results section), probes were obtained from small insert
genomic DNA libraries previously produced and sequenced
for the isolation of microsatellite markers (Moretzsohn et al.,
2005).

Selected slides were pre-treated, hybridized, washed and hy-
bridization sites detected following Schwarzacher and
Heslop-Harrison (2000) with minor modifications. Briefly,
slides were pre-treated with 100 pg mL ™' RNase A and 20 U
mL ™" pepsin (from porcine stomach mucosa), in 10 mm HCI,
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Genic content
5 diverse functions, 8 putative (3 comp.

FAD binding, GPDH, 2 putative
markers)

2 putative, 1 Zn finger (1 comp.
marker)
1 putative

1 WD40

1 putative (1 comp. marker)
3 putative genes

None

No./length of
contigs (bp)

1/89 966
5/115 680
2/114 820
3/90 712
6/92 455
6/99 171
9/99 579
11/141 775

All
elements
69-4
62-4
529
48.9
387
36-4
328
295

Grilo
8-8

Matita

106

RE128 Mico

Curu
6:6
67
51
3.4

Gordo
18-8
0-3

15
14-6
6-2

Pipa/
Pipoka

162
9-0
16-1
7-8
194
10-1

FIDEL/
Feral

469
36-4
20-2
11-1
27-6
10-0
132

TABLE 1. Data summarizing the genic and retroelement percentage contents of the Arachis duranensis BACs (A genome) sequenced
34.4

A. duranensis

BAC clones ID
ADHI180A21
ADHO0051117-83F22
ADHI123K13
ADH177M04
ADH179B13
ADHI129F24
ADHI167F07
ADH079023-72]06
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prior to fixation with 4% (w/v) paraformaldehyde.
Hybridization mixtures were prepared with one or two different-
ly labelled probes (approx. 100 ng wL ™' per slide) containing 50
% (v/v) formamide, 10 % (v/v) dextran sulfate, 2 x SSC (saline-
sodium citrate), 1-25 mm EDTA (ethylene diamine tetra-acetic
acid) and 25 ng wL~ ' salmon sperm DNA. To reduce unspecific
hybridization from repetitive elements within the BACs, differ-
ent concentrations (0-1-4 wg) of wunlabelled genomic
A. hypogaea DNA or Cot 100 (Zwick et al., 1997) were added
and the hybridization mixture was incubated at 37 °C prior to ap-
plying to the slide containing denatured peanut chromosomes.
Hybridization was carried out for 12—16 h at 37 °C.

Stringent post-hybridization washes were carried out at
85-95 % stringency level as estimated by Schwarzacher and
Heslop-Harrison (2000). Hybridization sites were detected
using anti-digoxigenin—fluorescein (Fab fragments from sheep;
Roche Diagnostics), and/or Alexa Fluor 594-conjugated strept-
avidin (Life Technologies/Molecular Probes). Chromosomes
were then counterstained with DAPI, mounted in anti-fade and
observed with a Zeiss Axioscope epifluorescence microscope
(Carl Zeiss, Germany), and images were captured with a CCD
camera and analysed with Adobe Photoshop CS using only func-
tions, except cropping, that affect the whole image equally.

9 genes diverse functions, 6 putative
5 genes with diverse functions,

8 genes with diverse functions
8 putative

5 RGAs, 1 putative
(4 comp. markers)

6/99 839
1/101 960
3/92 084
5/125289

26-1
11-0
76
59

0-7
6

BAC clone sequencing and assembly

62
59

09
21

The BAC clone sequencing was performed by shotgun frag-
mentation and Sanger and/or 454 methods. For Sanger dideoxy
sequencing, a total of 768 plasmid sub-clones derived from
random shearing from each BAC were sequenced. Sequence
assembly was done using CAP3 (Huang and Madan, 1999).
Assembled sequences were visualized and manually edited
using Consed (Gordon et al., 1998).

Sequencing by the Roche 454GS-FLX System with titanium
chemistry was performed by GATC Biotech AG, Konstanz,
Germany. Samples were sequenced on a Genome Sequencing
FLX Pico-Titer plate device with GS FLX Titanium XLR70
chemistry. Sequence data were produced in Standard
Flowgram Format for each read, and assembly was performed
using a GS De Novo Assembler (aka Newbler v2-6, the GS
FLX System Software) with default parameters.

The sequences in this publication have been deposited in The
European Nucleotide Archive under study number ERP002436,
project number PRJEB1745 ‘Exploratory sequencing of wild
and cultivated peanut (Arachis ssp.) genomes’.

7-6
1.5
9

9:5
11.0
1-6
40

1.7
55

3.2
Pipoka = 94 107

104
82
Pipa =43

124

Sequence annotation

6-8
FIDEL = 88
Feral

1

For identification of repetitive sequences, dot plots were pro-
duced with all BAC sequences vs. all BAC sequences, pairwise
comparisons of BAC sequences and comparisons of the BAC
sequences with known repetitive elements using the software
Gepard (Krumsiek et al., 2007), and also by the software LTR
Finder (Xu and Wang, 2007).

For annotation of sequences, a number of publicly available
programs were used; FGENESH (Salamov and Solovyev,
2000); hmm search against the pfam A library (Eddy 2011);
BLAST (Altschul et al., 1997) against Arachis ESTs and 42
000 A. duranensis BAC end sequences (genome survey
sequences, GSS; Genbank nos FI321525-FI281689); LTR

Comp. marker = genome comparative markers which are derived from genes that are likely to be single copy in diploid legume genomes (Choi et al., 2006; Fredslund et al., 2006).

ADHO0051117-83F22 and ADH(079023-72J06 are consensus sequences derived from the overlap of two BAC sequences.

Average % coverage in all clones
No. of similarities in BAC ends

ADH25F09
ADHO68E04
ADHI18B08
ADHO035P21
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Finder; and BLAST against local databases of soybean and ara-
bidopsis predicted proteins. Results were visualized in the
Genome browser and annotation tool Artemis (Rutherford
et al., 2000). To generate entries for Artemis, BLAST was
used with ‘-m 8’ option to produce table format output; various
outputs from other programs were parsed and converted to
GenBank format using Perl (http:/www.perl.org/) as necessary.
Annotated sequences were exported from Artemis into Excel,
edited where necessary, and calculations as to genome coverage
and others were made.

To visualize graphically the repetitive content of the BAC
clones, a ‘repetitive index’ based on the number of similarities
identified by BLASTN between the genomic sequence and the
42 000 A. duranensis BAC end sequences was produced.
Parameters used were ‘-e 1e-20 -m 8’. The tabulated BLAST
output was parsed using in-house Perl scripts to produce an
index for each DNA base, calculated as follows: repetitive
index = log10(N), where N is the number of BLASTN-detected
similarities.

Tests of selection on ORFs

Tests of evolutionary selection on coding regions were done
using the software Mega 5 (Tamura ef al., 2007) and the codon-
based Z-test substitution model, based on the numbers of syn-
onymous (dS) and non-synonymous substitutions (dN) per site.
The variance of the difference dS — dN was computed using
the bootstrap method (500 replicates). Analyses were conducted
using the Nei—Gojobori method (Nei and Gojobori, 1986). The
analysis initially involved four complete copies (obtained from
the genomic sequences analysed) of an open reading frame
(ORF) from Pipa (Supplementary Data File S1), a non-
autonomous retrotransposon here identified and further
described in the Results. The ORF is peculiar: it encodes a
protein domain conserved in the different Pipa elements, but
has no apparent homologue in the databases. We considered
this worthy of further investigation. For a larger analysis,
additionalPipa ORF sequences were determined using BLAST
from A. duranensis BAC end sequences, retrieved and orientated
using Perl scripts (Supplementary Data File S2). Muscle (Edgar,
2004) and Jalview (Waterhouse et al., 2009) were used for
sequence alignments, and manual editing was done using
Seaview (Gouy et al., 2010). The full analysis involved 82
sequences. All ambiguous positions were removed for each se-
quence pair. There were a total of 591 positions in the final
data set. Codon-based tests of purifying, neutral and positive se-
lection were done by averaging over all sequence pairs, and forall
pairwise comparisons.

Dating transposition events

Dates of transposition were estimated for full-length long ter-
minal repeat (LTR) retrotransposons by the LTR divergence
method using the equation t = K/2r, where t is the age, K is the
number of nucleotide substitutions per site between each LTR
pair and  is the nucleotide substitution rate of 1.3 x 10~® per
site per year described by Ma and Bennetzen (2004).

Phylogenetic analysis

For an analysis of the evolutionary relationships of FIDEL and
Feral, LTR sequences were obtained from the A. duranensis

BACs studied here. Also, for this phylogenetic analysis,
FIDEL and Feral LTR sequences were extracted from some
other available A. hypogaea BACs. Sequences were extracted
from annotated sequences using the Artemis genome browser,
the alignment was performed using Muscle, and the results
were inspected and trimmed using Jalview.

Evolutionary analyses were conducted in MEGAS (Tamura
et al., 2011) using the Minimum Evolution method (Rzhetsky
and Nei, 1992). The evolutionary distances were computed
using the Jukes—Cantor method (Jukes and Cantor, 1969) and
are in the units of the number of base substitutions per site. The
ME tree was searched using the Close-Neighbor-Interchange al-
gorithm (Nei and Kumar, 2000) at a search level of 0. The
Neighbor—Joining algorithm (Saitou and Nei, 1987) was used
to generate the initial tree. The analysis involved 47 nucleotide
sequences. There were a total of 1509 positions in the final
data set.

The bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates is
taken to represent the evolutionary history of the taxa analysed
(Felsenstein, 1985). The percentages of replicate trees in which
the associated taxa clustered together in the bootstrap test are
shown next to the branches (Felsenstein, 1985). The tree was
drawn to scale, with branch lengths in the same units as those
of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree.

RESULTS
BAC clones and fluorescent in situ hybridization

In total, 27 BAC clones from the A. duranensis BAC library
(A genome) defined to have a high gene content using compara-
tive genome markers (Choi et al., 2006; Fredslund et al., 2006)
were selected for use in FISH experiments. Subsequent sequen-
cing analysis of a sub-set of these BACs showed that most, but
notably not all, harboured the expected genes (see section
’Sequencing of BAC clones and annotation of repetitive ele-
ments’).

Depending on the BAC used as a probe, FISH in A. hypogaea
metaphase chromosomes spreads produced multiple and dis-
persed hybridization signals on several, but not all, chromo-
somes (e.g. Fig. 1A—C), despite the use of high concentrations
of genomic or Cyr 100 blocking DNA. Double dot signals on a
pair or pairs of chromosomes, as expected for FISH with BAC
clones containing single or low copy DNA sequences, could
not be detected. We therefore conclude that all BACs contain
highly repetitive DNA elements, and these were indeed found
by the sequence analysis (see below).

Overall, signals using BACs were found with variable
strength mostly on proximal and interstitial regions of the
chromosome arms of 20 chromosomes of A genome origin (cen-
tromeres strongly stained by DAPI). This is consistent with the
BACs being derived from the A genome donor of peanut,
A. duranensis. Centromeric and distal regions were usually
excluded from hybridization (Fig. 1A, red signal), although
some probes labelled centromeric (Fig 1B, green signal) or
distal (not shown) chromosomal regions. In addition to labelling
the 20 A genome chromosomes, some BAC probes also showed
weaker hybridization signals on the remaining B genome chro-
mosomes, indicating that they contained repetitive elements
present in both genomes.
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Following the detailed sequence analysis of selected BAC
clones (see below) and the identification of different families
of retroelements (Table 1, Fig. 2, and Supplementary Data
Table S2, File S4), FISH experiments were performed using frag-
ments of the elements Curu (Fig. 1D), Matita (Fig. 1E), FIDEL
(Fig. IF, H) and Feral (Fig. 1G, H). They showed that each retro-
element probe has a specific distribution pattern with more or less
dispersion, signal strength or co-localization in certain chromo-
somes or chromosomal regions (compare Fig. 1D, E, F and G).
Curu and Feral are predominantly present in the A genome, as
is FIDEL (Fig. 1F, H; Nielen et al., 2010), and in contrast to
the distribution of Matita, present in both A and B genome chro-
mosomes and including the centromere region (Fig. 1E; Nielen
et al., 2012). The distribution patterns of the predominant indi-
vidual elements (Fig. 1D—-G) and the retroelement composition
of the BACs (Table 1) explain the FISH signals of the BACs
(Fig. 1A-C).

Sequencing of BAC clones and annotation of repetitive elements

About half of the A genome regions sequenced were gene rich,
including one resistance gene homologue (RGH) cluster
(Table 1). Three A. duranensis BACs selected for gene content
did not harbour the expected genes; presumably there was an
error in the selection procedure, and therefore they were effect-
ively randomly chosen (Table 1). In total, the A. duranensis
BACs (A genome — predominantly sequenced using 454)
spanned 1-26 Mb of unique genome sequence, in 55 contigs,
all with an N50 of 55 kb (European Nucleotide Archive accession
numbers HF937564-HF937576; http:/www.ebi.ac.uk/ena/data/
view/HF937564-HF937576). Two BAC sequences from the B
genome (one from A. ipaénsis and one from the B genome of
A. hypogaea) that were homeologous to two of the
A. duranensis genome regions (ADHO68E04 to AIPA147A20,
and ADHO35P21 to AHF417E07) were also analysed.

One of the A. duranensis BACs, ADHISBOS (A genome), was
sequenced independently using both random fragmentation and
Sanger chemistry with paired end reads, and by the 454 GS FLX
titanium method. The two different assemblies were broadly
consistent, but with five small regions of inverted sequence rela-
tive to each other (Supplementary Data Fig. S1).

A dot plot of the new BAC sequences against the known retro-
transposon FIDEL sequence (Nielen et al., 2010) revealed both
complete elements and numerous isolated LTRs. Many of the ap-
parent ‘solo LTRs’ were a similar distance apart, separated by a
conserved sequence encoding gag and aspartyl protease (AP)
domains but no reverse transcriptase. This suggested the pres-
ence of an abundant, novel and thus non-autonomous element,
with LTRs and part of the 3’-untranslated region (UTR) very
similar to those of FIDEL, but with no significant similarity in
the coding regions. Because of its similarity in length and only
in the terminal regions, we named this element ‘Feral’. Itis an in-
complete Athila type Ty3-gypsy element, most probably parasit-
ic on the autonomous partner FIDEL (a dot plot of FIDEL vs.
Feral sequences is available in Supplementary Data Fig. S2).

Another abundant LTR element was identified thathas an open
reading frame at the 3’ of the 5’-LTR and coded a protein with no
obvious homologies to any described protein. The element
appeared to be a non-autonomous retrotransposon, and we
named it “Pipa”. Although Pipa’s autonomous counterpart

could not be found in the BACs sequenced for this study, an
A. hypogaea BAC sequenced for another study showed two com-
plete representatives of an autonomous retrotransposon with sig-
nificant similarities to “Pipa”. We named this autonomous
Ty3-gypsy element ‘Pipoka’. Pipoka encodes gag, AP, reverse
transcriptase and retroviral integrase domains. Pipa and Pipoka
have sequence similarities in the LTRs and the 3’ half of the in-
ternal regions. However, they also have very significant differ-
ences. Because the coding regions of both Pipa and Pipoka are
in the 5’ halves of the non-LTR region (regions which have no
significant similarity between the elements), the ORF of Pipa
does not have any apparent counterpart in Pipoka, and the
ORFs of Pipoka do not have any discernible counterparts in
Pipa (a plot of Pipa vs. Pipoka sequences is available in
Supplementary Data Fig. S2).

The next discovered element has distinctive, large LTRs
(2337 bp), each with about seven imperfect tandem repeats,
with a motif length of 116 bp. The internal region of this
retrotransposon (named ‘Gordo’ here) codes for gag and AP
domains, but again with no detectable encoded reverse
transcriptase, and so is non-autonomous. Other elements discov-
ered were named ‘Curu’, a Ty3-gypsy retrotransposon with long
LTRs (3448 bp); ‘RE128’, a Tyl-copia retrotransposon; ‘Mico’,
a Ty3-gypsy element; and ‘Grilo’, a Ty3-gypsy element.
Complete and truncated copies of the previously described
Matita and FIDEL retrotransposons (Nielen et al., 2010, 2011)
were also present in the 12 analysed genomic regions (represen-
tatives of the retrotransposons are in Supplementary Data File
S4; also for a general overview of the repetitive structure of the
A genome, see an image of an all BAC vs all BAC plot in
Supplementary Data Fig. S5).

In addition to complete retrotransposons, pseudogenes from
different classes of transposable elements and retroviruses
were present, although they could not be completely character-
ized. These included one Cauliflower mosaic virus family-type,
MULE transposon-types and, most frequently, ‘retrotransposon-
type’ sequences found by homology to the Pfam and diverse
annotated database sequences. For the most part, these trans-
poson sequences were less repetitive than the elements that
were completely characterized.

Evolutionary selection on the ORF in the retrotransposon Pipa

The codon-based Z-test of selection using the ORFs from four
complete Pipa element sequences (three sequenced here, plus
one from elsewhere) indicated purifying selection (P = 4-5 x
10~7). Mindful that this test is best suited for large samples, we
data-mined 79 more sequences covering the 3’ region of the
OREF from A. duranensis BAC end sequences. Using this larger
sample, there were a total of 591 positions in the final data set.
Performing the analysis with averaging over all sequence pairs,
the test indicated purifying (P = 4-4 x 10~ °) and neutral selec-
tions (P =1 x 107°).

Whilst functional retrotransposons are expected to have a
history of purifying selection, retrotransposons inactivated by
mutation are expected to have a history of neutral selection.
To investigate further, we repeated the tests with pairwise com-
parisons. At a significance level of P < 0-01, 32 % of pairwise
comparisons were significant for purifying selection whereas
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A B C

Fic. 1. In situ hybridization showing the genomic distribution of sequences from Arachis duranensis BACs (A genome) on metaphase chromosomes (stained blue
with DAPI) of A. hypogaea. Scale bars correspond to 5 wm. (A) Hybridization with the ADH179B13 probe (labelled with digoxigenin and observed in green) shows
strong dispersed signals along the entire A genome chromosome arms, and weaker, more dotted signals along the B genome chromosomes arms. The ADH177M04
probe (labelled with biotin and observed in red) shows signals only from the A genome chromosomes, and strongly labels the proximal and interstitial regions. The red
and green signals overlap to give the yellowish colour. With both these probes, centromeric and distal parts of chromosomes are not labelled. Overlap of signals (‘oran-
gish’)isevidentin all A chromosomes, presumably because both clones have the retrotransposons FIDEL and Feral (11 and 20 %, respectively); Pipoka and Pipa (8 and
10 %); and Gordo (15 and 1 %) and Curu (5 and 6 %) (Table 1). On the other hand, B chromosomes were only labelled by the ADH179B13 (green) probe. Since the
element Gordo was detected in the sequence of ADH179B 13 (14 %) and much less in ADH177MO04 (1 %), these green signals on B chromosomes could correspond to
part of Gordo’s distribution. The exclusive element presence in ADH177MO04 of the retrotransposon Mico (10 %) could not be differentiated here perhaps due to a
dispersed distribution on the A genome which is overwhelmed by other signals. (B) Hybridization with the ADH79023 probe (labelled with digoxigenin and observed
in green) shows dispersed and weak signals along the arms of many but not all chromosomes, with some centromeres strongly labelled. The hybridization with the probe
ADHS 1117 (labelled with biotin and observed in red) is detected in about half the chromosomes of A genome origin in a weak and dispersed pattern excluding the
centromeres and with a little overlap to the green signal. This overlap is seen in all A chromosomes as a ‘yellowish’ colour; presumably it occurs because both
clones have FIDEL and Feral elements (13 and 46 %, respectively) and Pipoka and Pipa (10 and 9 %). Interestingly ADHS51117 red signals (pericentromeric
region) are similar to the Feral element distribution (compare with G), but probably added to some FIDEL signals. The green signals observed in B chromosomes
could correspond to a part of the Gordo element distribution, only detected in the sequence of the ADH79023 clone (6 %). The exclusive element present in
ADHS51117, Curu (6 %), could not be distinguished by FISH, possibly due to a dispersed distribution on the A genome, which is overwhelmed by other signals.
(C) Hybridization of the probe ADH129F24 (observed in green) was only detected in A genome chromosomes, with strong signals at the proximal regions.
Different chromosomes show different intensities of signals. With ADH167F07 as the probe (observed in red), hybridization sites were detected in A and B chromo-
somes, with a weak diffuse dotted pattern along all chromosomes arms, but concentrated in proximal and interstitial portions. In the A chromosomes, both probes
showed almost the same hybridization pattern. Centromeric and distal regions of chromosomes did not show detectable signals from either of the probes. Overlap
of signals (‘yellowish’) observed in all A chromosomes may be due to FIDEL and Feral elements, present in both ADH129F24 and ADH167F07 clones (27 and
10 %, respectively). The signals at the proximal region with ADH129F24 (green) correspond mostly to the Feral element (compare with G), but also to FIDEL
signals, that could be causing the difference in the signal intensity among the A chromosomes. The red signals (ADH167F07 probe) present in all chromosomes
but not overlapping the green signals (ADH129F24 probe) might correspond to the presence of Pipa and Pipoka elements, exclusive to clone ADH167F07 with cover-
age of almost 20 % and lacking in ADH129F24. The element Grilo, only detected in the sequence of the ADH129F24 clone (8 %), and the element Curu (3 %), only
present in ADH167F07, were probably overwhelmed by the other signals. (D) Curu: hybridization signals present only in the A genome with strong signals at the
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21 % were significant for neutral selection. Sequences and align-
ments are available in Supplementary Data Files S1-3.

Estimated ages of transposition and abundance of elements

In total, 20 complete LTR retroelements were present in the
A. duranensis BACs, comprising seven Feral, three FIDEL,
three Pipa, two Gordo, two Mico, two Matita and one RE128.
The median age of transposition was 1-38 million years
(Fig. 3), with only two of the estimated transposition ages
older than 3-5 Mya. Complete retrotransposons cover 145 %
of the total analysed A. duranensis genome sequence, almost
all of this (14 %) being retrotransposons with an estimated age
of insertion of >3-5 million years.

In addition, truncated sequences and solo LTRs were very
common; together the ten elements covered >30% of the
BACs analysed (Table 1). The relative coverage of the analysed
genome regions of these different elements is consistent with the
number of BLAST-detected sequence similarities of the differ-
ent retrotransposons, with 42 000 A. duranensis BAC end
sequences with E-values <1 x 10~ (Table 1).

Observations using the Artemis genome browser with
annotations of the genome regions including retrotransposons to-
gether with plots of ‘repetitive index’ indicated that these retro-
transposons explained almost all the very highly repetitive DNA
content in the 1-29 Mb of sequences analysed here (Fig. 4,
Supplementary Data Fig. S3, and ENA sequence accession
numbers HF937564—-HF937576).

Phylogenetic analysis of Feral and FIDEL LTRs

In total, 60 LTR sequences of Feral/ FIDEL could be retrieved
from the A. duranensis BAC sequences. Of these, 13 were highly
divergent, or too small to be properly aligned, and were removed
from the analysis. The 47 remaining LTRs were aligned. Some of
these LTRs were from complete retrotransposons or from recog-
nizable fragments, and so could be identified as being LTRs of
FIDEL/Feral (Supplementary Data Files S5 and S6). Others
were solo LTRs and so could not be assigned. The phylogeny
shows that the LTRs of FIDEL and Feral form two related but dis-
tinct lines of evolution (Fig. 5).

Annotation of genes

FGENESH predicted numerous genes within and overlapping
retrotransposons and their truncated fragments. These predicted
genes often encoded Pfam domains with retrotransposon-related
functions, but they also often encoded protein regions of no anno-
tated function. FGENESH predicted inappropriate exon/intron
structures for these genes that are, apparently, pseudogenes of
polyprotein-encoding genes or artefacts of the FGENESH algo-
rithms. For the annotation of BACs, we included pseudogenes in
copies of retrotransposons with all their characteristic domains
(FIDEL, Feral, Pipoka, Pipa, etc.), but not for fragments of

them. Prominent pseudogenes of uncharacterized transposable
elements were also annotated. It is notable that there are numer-
ous Arachis ESTs with similarity to both the coding and non-
coding regions of the described retrotransposons and other re-
petitive genomic regions, showing their transcriptional activity.

Genes predicted by FGENESH in non-transposable element/
non-repetitive regions were supported by varying amounts of
secondary evidence. Some predicted genes were well supported
by Arachis ESTs, encoded Pfam domains and similarity to pre-
dicted genes in arabidopsis and soybean, and therefore could
be assigned putative functions. Other genes were annotated as
putative proteins. In non-transposable element/non-repetitive
genome regions, gene models predicted by FGENESH were
used for annotation with, in a few cases, manual editing. For in-
stance, in two cases, separate genes were predicted for a
Toll-interleukin receptor domain (TIR)-encoding ORF and for
adjacent nucleotide-binding site (NBS)- and leucine-rich
repeat (LRR)-encoding ORFs, and the annotation was changed
to indicate the TIR—-NBS—-LRR-encoding genes, corresponding
to the well-characterized class of disease resistance genes
(Meyers et al., 1999). The annotated sequences are available as
ENA sequence accession numbers HF937564—-HF937576.

Searching EST data for evidence that FIDEL/Feral have pro-
moted transcription or formed chimeric genes after transpos-
ition, hundreds of ESTs with sequence similarity to FIDEL
were identified. Of these, four had sequence similarities to non-
retrotransposon protein-encoding genes (the EST GenBank
numbers are gi-296598828, gi-224930886, gi-207478594 and
2i-149648595) and they were similar to: shaggy-related protein
kinase; isoflavonoid glucosyltransferase; calcineurin-like phos-
phoesterase; and chloroplast nucleoid DNA-binding protein.
Of these, three were homologous to the 3’ end of the FIDEL
LTR, suggesting that, indeed, the LTR of Feral/FIDEL can act
as an active promotor, at least in some cases.

Comparison of homeologous sequences in the A and B genomes

Three homeologous BAC clones were obtained containing the
peanut allergen gene Ara hi: two from the A. hypogaea library
and one from the A. duranensis library. One of the sequences
from the A. hypogaea library was almost identical to the
A. duranensis clone, and thus A and B genome representatives
from the A. hypogaea library could be assigned. The assembly
for the A. duranensis produced a single contig, whereas the as-
sembly for the A. hypogaea A genome was fragmented.
Therefore, the comparison was based on the A genome from A.
duranensis and the B genome from the A. hypogaea clones
(ADHO035P21 and AHF417EQ7, respectively).

A dotplot of the two clones showed regions of microsynteny of
approx. 57 kb in AHF417E07 (B genome) and 53 kb in
ADHO035P21 (A genome). The microsynteny between these
regions is delimitated at the 5* and 3’ ends by regions with no

proximal regions but excluded from the centromeres and distal regions of the chromosomes. (E) Matita: hybridization sites (green) observed in both A and B chromo-

somes as dots and bands, mostly in the centromeric and distal regions of chromosomes arms. The hybridization signals in red correspond to the 45S rDNA loci.

Photomicrograph published by Nielen et al. in Molecular Genetics and Genomics (2012) 287: 21-38. (F) FIDEL: hybridization present mostly in the A genome,

with dispersed and dotted signals in the interstitial regions, excluding the centromere and with stronger signals in two pairs of chromosomes. (G) Feral: hybridization

signals present only in the A genome, with strong presence in the proximal and interstitial regions, excluding the centromere and distal region. (H) Fidel and Feral

hybridization images after overlay. Although the majority of hybridization sites are co-localized, there are signals specific for each of the probes. Note the two
pairs of chromosomes with stronger overlapping signals.
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F1G. 2. Schematic diagram of LTR retrotransposons from the Arachis duranensis A genome. The elements and their components are drawn to scale. DNA sequences
encoding conserved protein domains are colour labelled according to the legend. Pipa ORF 0 encodes a protein of unknown function.

Transpositions (Mya)

[ ——— ] -

Estimated A-B genome divergence

Fi1G. 3. Timing of the 20 datable transposition events present in the 12 Arachis duranensis genomic regions represented in a time line. Vertical lines within the arrow
are transposition events. The estimated date of evolutionary divergence of the A and B genomes, about 3-5 million years ago (Mya), is represented by a solid black arrow.

significant sequence similarity between the A and B genomes
(Fig. 6). Within this region of microsynteny, there are segments
of sequence with very high identity, the longest region of 100 %
identity being 290 bp long. These highly similar segments are
punctuated by smaller segments (most frequently indels), with
no significant sequence similarity. It is notable that the regions
delimitating the microsyntenic regions are repetitive in both A
and B genomes, but the nature of the repetitive sequences is
totally different in the two genomes. At the 5’ boundary of the
microsyntenic region, the A genome harbours an insertion of
the retrotransposon Matita (estimated age of insertion 1-1
million years); at the same boundary, the B genome harbours
an insertion of the retrotransposon Mico (estimated age of inser-
tion 3-8 million years). At the 3’ boundary of the microsyntenic
region, both genomes harbour repetitive DNA sequences that are
completely different in nature and difficult to define. In the B
genome, the region harbours some fragments of a retrotrans-
poson named ‘Yara’ (Supplementary Data File S4).

It is notable that the segments without significant sequence
similarity within the microsyntenic region also show a tendency

to be repetitive. One of the regions, an insertion in the B genome
relative to the A genome, is a complete retrotransposon we
named ‘Joka’ (Supplementary Data File S4); it has an estimated
insertion date of 423 000 years. Many of the other smaller seg-
ments are detectably repetitive, but do not have an obvious
origin.

The genic content of the two genomes within the microsynte-
nicregionis predicted to be the same, in the same order and orien-
tation. These predicted genes, encoded, in order from 5’ to 3’,
are: two putative proteins; a transmembrane BT1 family
protein; one putative protein; two lipid transfer/seed storage/
trypsin-alpha amylase inhibitor proteins; one proteosome
protein; and one seed storage Ara hl protein. It is notable that
all the predicted genes do not include detectably repetitive
DNA, and are well conserved between the two genomes. The
base substitution rates (single nucleotide polymorphism rates)
for the genes are 1-7,2.0,1-6,2-9,6-1,2-4,3-3 and 1-8 %, respect-
ively. Base differences accumulated through indels are surpris-
ingly high, at 0, 1-6, 2-1, 23-8, 6-1, 1-6, 20-6 and 11-1 %,
respectively.
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Arachis duranensis ADH123K13 (A genome)

F1G. 4. Representation of genic and repetitive content of one of the A. duranensis BAC clones (A genome) analysed, ADH123K13. Top, repetitive index graph;
middle, annotation scheme; and bottom, dot plot. The repetitive index is a score for repeat content based on BLASTN against41 856 A. duranensis BAC end sequences.
The score is calculated using the formula repetitive index = log10(N), where N is the number of BLASTN homologies with an E-value of <1e-20. The highest peak
represented here is 2, which is equivalent to 100 BLASTN homologies; the lowest peak represented is equivalent to two BLASTN homologies. The annotation scheme
represents complete retrotransposons by white arrows with long terminal repeats (LTRs) in black. The single predicted gene encoding a WD40 domain is represented by
a black arrow. The dot plot is of the BAC sequence (horizontal ) against whole representative sequences of the retrotransposons FIDEL, Feral, Pipoka and Pipa. More
than half the sequence (Table 1, Fig. 2) and all the highly repetitive DNA is accounted for by two retrotransposons. Annotation schemes for the other BACs are available
in Supplementary Data.

Also within the dot plot, the patterns of ‘granularity’ or ‘dots’
in the background off-axis are worthy of comment. The distribu-
tion of the dots can form a granular pattern that apparently repre-
sents the presence of short low complexity sequences that have
random short matches with low complexity sequences in the
other sequence being compared. It is notable that the genes, com-
plete retrotransposons and their truncated fragments ‘trace out’
clear lanes on the dot plot, and those non-repetitive intergenic
sequences tend to trace out a granular path.

The two other homeologous genome regions that could be
identified were harboured in the BAC clones A. duranensis
ADHO68E04 (A genome) and A. ipaénsis AIPA147A20 (B
genome) that contained a DNA gyrase gene (Leg 128,
Fredslund et al., 2006). These two regions showed microsynteny
over about 43 and 47 kb, respectively (for a dot plot of these
BACs see Supplementary Data Fig. S4). The microsyntenic
regions were situated at the 5° and 3’ ends of the A. duranensis
and A. ipaénsis BAC clones, respectively. The microsyntenic
regions consist almost entirely of highly similar sequence seg-
ments interrupted by regions with no discernible sequence simi-
larity (most frequently indels). The longest segment of sequence
with 100 % identity is 331 bp. There are 15 distinct interruptions,
four being detectably repetitive. In one AT-rich region of low

complexity, there has been a small sequence inversion and
DNA identity has been degraded in a qualitative manner. The
5’ border of the microsyntenic region is delimited by repetitive
DNA of a completely different nature in the two genomes. In
the B genome, the region encodes a fragment of a Mutator trans-
poson protein and, in the opposite orientation, a plant mobile
domain protein. In the A genome, the repetitive DNA is not at-
tributable and has no sequence similarity to the homeologous
B genome region. The observable 3’ border of the microsyntenic
region is delimitated by the end of the BAC sequences.

The predicted genes of the microsyntenic regions are almost
the same: glycosyl phosphatidyl inositol transamidase; oligosac-
charide biosynthesis protein; mitochondrial carrier protein; two
fatty acid elongases; and DNA gyrase genes are in common.
The sequence of A. ipaénsis AIPA147A20 (B genome) contains
an extra putative gene before the first fatty acid elongase gene and
an extra C2 domain-containing protein before the gyrase gene. In
AIPA147A20, the gyrase gene is truncated by the end of the BAC
clone. The genic sequences (exons and introns) are highly
similar; the base substitution rates (single nucleotide polymorph-
ism rates) for the genes that are in common are 2-3, 1.7, 2-3, 1.7
and 3-4 %, respectively. Nucleotide differences accumulated by
indels are 3-9, 1.6, 1-1, 0-9 and 0-1 %, respectively.
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Fic. 5. Reconstructed phylogeny of the retrotransposons FIDEL and Feral using long terminal repeat (LTR) sequences from A. duranensis and A. hypogaea BACs. FIDEL
LTRs are represented by filled circles; Feral LTRs by open circles; branches without circles are of solo or truncated LTRs that could not be assigned. The estimated ages of
intact retrotransposons are indicated on their LTR pairs. FIDEL and Feral represent related, but distinct, lines of evolution. Bootstrap values are given in %.

DISCUSSION

Itis anintriguing feature of eukaryotic genomes that genes which
have the greatest functional significance occupy only a small
fraction of the whole; repetitive DNA occupies most of the
genome and determines the large-scale structure of the chromo-
somes (Schmidt and Heslop-Harrison, 1998). The repetitive
fraction of plant genomes has perhaps been most studied in
members of the Poaceae family, especially the cereal genomes.
The importance of retrotransposon activity in the observed vari-
ation of cereal genome sizes is now well established (Bennetzen
and Kellogg, 1997; Sanmiguel and Bennetzen, 1998; Estepetal.,
2012). Retrotransposon transposition results in genome expan-
sion, and their removal by illegitimate or unequal homologous
recombination leads to genome contraction. Retrotransposon-
driven recombination is also thought to be important in gene

duplication and deletion (e.g. Ragupathy and Cloutier, 2008).
Although the role of transposable elements in gene creation
has been discussed in the literature for more than a decade
(Bennetzen, 2000, 2005), concrete examples have been relative-
ly few (e.g. Elrouby and Bureau, 2010), especially considering
their extraordinary abundance.

Here we investigated the repetitive DNA of the A genome of
the legume peanut. Cultivated peanut is an allotetraploid with
an AB-type genome (Smartt et al., 1978; Smartt and Stalker,
1982). In terms of investigation of legume genome structure,
peanut is very informative because phylogenetically it is an out-
group to most other economically important legumes (Lavin
et al., 2001; Lewis et al., 2005). Also, it is an interesting
subject of study because its component A and B genomes are
closely related. Previously we have estimated that these compo-
nent genomes diverged about 3—3-5 Mya (Nielen e/ al., 2011;
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F1G6.6. Acomparisonof two homeologous A-B genome regions from Arachis, the BAC clones ADH035P21 (A genome) and AHF417E07 (B genome). The main area
of the figure is a dot plot generated by the software Gepard, and annotation schemes and repetitive index plots are aligned with x- and y-axes. The annotation scheme
represents non-transposon genes as black arrows, and retrotransposons and their truncated fragments as white arrows. The LTRs of complete retrotransposons are
shown in black. The repetitive index plots represent a score for repeat content based on BLASTN against A. duranensis BAC end sequences. The score is calculated
using the formula repetitive index = log10(N), where N is the number of BLASTN homologies with an E-value of <1e-20. The dot plot shows a complete micro-
syntenic region flanked by repetitive DNAs in both A and B genomes; note that these flanking repetitive DNAs in the A and B genomes are completely different
in nature. Within the microsyntenic region, segments of very high sequence identity are broken by segments with no significant sequence similarity, most frequently
indels. The microsyntenic region harbours eight predicted genes which reside on the segments of high sequence identity; these genes encode: two putative proteins, a
transmembrane BT1 family protein, one putative protein, two lipid transfer/seed storage/trypsin-alpha amylase inhibitor proteins, one proteosome protein and one seed
storage Ahahl protein. Segments with no significant sequence similarity are frequently repetitive. Note also the patterns in the background granularity of the plot. This
granular signal represents the presence of short low complexity sequences that have random short matches with low complexity sequences in the other BAC sequence
being compared. Itis notable that the genes, complete retrotransposons and their truncated fragments ‘trace out’ aclear ‘path’ on the dot plot, indicating strong purifying
for the genes, and a recent origin for the transposon sequences. Non-repetitive intergenic sequences tend to trace out a granular path, indicating their lack of selective
pressure and ancient evolutionary origin.
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Moretzsohn et al., 2013). Only very recently were they bought
together by a polyploidy event, probably in pre-historical times
(Bertioli et al., 2011).

Fluorescence in situ hybridization of 27 BAC clones from
A. duranensis (A genome), selected for the presence of genes,
showed hybridization signals distributed at multiple dispersed
sites on interstitial regions mostly of the chromosome of the
peanut A genome (Fig. 1). Depending on the probe, hybridiza-
tion was also weakly present in peanut B chromosomes. The dif-
fused pattern of the hybridization signals observed is similar to
those observed with Arachis repetitive elements (Nielen et al.,
2010, 2011), clearly different from the distinct dotted signals
obtained with the genes ara h 2 (peanut allergen) and ara h 6
(arelated conglutin) in Arachis spp. (Ramos et al., 2000).

These signals were characteristic of repetitive DNA, and we
investigated the nature of the repetitive elements and its
genome specificity by sequencing selected A. duranensis
BAC:s. For the A. duranensis BAC sequencing we used the stand-
ard methods of Sanger and 454 sequencing and for one BAC we
compared assemblies using both methods. Although they were
broadly consistent, there were some inversions and regions of
poor match (see Supplementary Data Fig. S1). This supports
the very great difficulty of generating a completely correct repre-
sentation of genomic sequences that contain repetitive elements
using both these sequencing technologies (see discussion by
Kuhn et al.,2012). For (especially early generation) I[llumina se-
quencing, which generates shorter sequence reads, these pro-
blems are likely to be more acute; indeed many recent
assemblies of whole-genome shotgun sequences are discarding
large proportions of the most structurally dominant component
of plant genomes even before assembly.

In total, 1.26 Mb of genomic sequence from 12 genomic
regions of the A genome of A. duranensis were analysed. To
identify repeated sequences, we used dot plots and BLAST se-
quence similarity searches against a database of BAC end
sequences. Dot plot comparisons of BAC sequences against
themselves and against each other showed that many sequences
were repetitive and indicated the presence of LTR retrotranspo-
sons (an image of all A. duranensis BAC sequences vs. all
A. duranensis BAC sequences is available in Supplementary
Data Fig. S5). In total, we identified ten complete different
types of retrotransposons. These were, FIDEL and Matita,
peanut retrotransposons already identified (Nielen et al., 2010,
2011), and eight other new elements (Fig. 2; representative
sequences of retrotransposons are available in Supplementary
Data File S4). It was notable that the most abundant of these ele-
ments, named Feral, had high sequence similarity to FIDEL in
the LTRs and the 3’-UTR but completely different 5’-UTR and
coding regions. Furthermore, whilst FIDEL is an autonomous
retrotransposon encoding all essential proteins, Feral does not
encode reverse transcriptase and is non-autonomous. It would
seem most likely that Feral is parasitic on FIDEL. In addition
to complete elements, we found many fragmentary sequences,
especially solo LTRs. In total, complete elements and fragments
of FIDEL and Feral make up about one-sixth of the analysed
A. duranensis genome regions.

The third most prominent element was a retrotransposon
named Pipa. This element is notable in that it does not harbour
coding regions for any retrotransposon proteins that can easily
be identified, and so must be non-autonomous. However, it

does harbour an ORF close to the 5°’-LTR. An autonomous retro-
transposon with significant similarity to Pipa was also identified.
We named it Pipoka.

Feral and Pipa share an interesting characteristic: they both
encode proteins that are completely different from those
encoded by their probable autonomous pairs. Feral does have
ORFs that encode retrotransposon proteins, but they are
derived from a retrotransposon different from FIDEL, with the
OREF for reverse transcriptase absent (Fig. 2). Pipa and Pipoka
have detectable sequence similarity in all regions, except for
their ORFs. Pipoka’s 3’ ORF has been deleted precisely from
Pipa, and Pipoka’s 5° ORF has been replaced with an unrelated
ORF encoding a protein with no apparent homology to any
known protein (Fig. 2, and Supplementary Data File S1).
Intriguingly, this ORF shows significant signs of evolutionary se-
lection, indicating that it encodes a protein with a biological
function. Previous studies have shown that DNA transposons
and retrotransposons can ‘capture’ gene sequences (e.g. Alix
et al., 2008) and the amplification of such coding sequences
may play an important role not only in gene amplification but
also in genome divergence. Although we cannot assign any
higher biological significance to the non-autonomous elements
discovered here, it is clear that Feral and Pipa are not derived
from their autonomous pairs simply by mutational degradation
and deletion, but that they must have evolved by complex
mechanisms not typical for non-autonomous elements.

The next most abundant element found, Gordo, has tandem
repeats within its LTRs and is also non-autonomous, followed
by less abundant autonomous retrotransposons such as Curu
that has long LTRs of 3448 bp, RE-128, Mico and Grilo.

These different retrotransposons cover a surprising proportion
of the analysed genomic regions. FIDEL and Feral, together with
Pipa and Pipoka, make up a quarter, and these four added to
Gordo and Curu make up a third of the sequence space. In the
sampling of A. duranensis BACs for sequencing there were a
number of types of BAC clones: gene rich, including one har-
bouring a resistance gene cluster; gene poor; and entirely repeti-
tive (Table 1). That the sequenced regions are quite
representative of the A genome as a whole is supported by the
consistency of relative abundances of the retrotransposons as
determined from the sequenced regions and as estimated by
BLAST searches against a database of BAC end sequences.
We can be confident that these retrotransposons constitute a
very significant proportion of the peanut genome and are prob-
ably the most abundant A genome elements.

The BAC-FISH results are consistent with the sequence ana-
lysis. The signals from the interstitial regions of the peanut A
genome chromosomes arms reflects the distribution of the
most abundant autonomous/non-autonomous retrotransposon
pair. Minor differences in hybridization patterns can be
accounted for by the exact mixture of retrotransposons in each
A. duranensis BAC sequence (Fig. 1). The A-genome contigs
consisted of 5:9-69-4 % retrotransposon sequences (Table 1).
Even when abundant unlabelled DNA or re-annealed high-copy
DNA was used to pre-hybridize with either the probe in solution
or chromosome spreads on the slides, none of the A genome
BAC:s tested gave a distinct double pair of point signals from
any pair of chromosomes. The repetitive signals were so strong
that they rendered the relatively small signals from single-copy
hybridization of the non-repetitive parts of the BAC
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undetectable, even in the peanut B chromosomes where there
was less homology of the repetitive sequences.

Although the frequency of repetitive elements in genomes
should take into account sequencing/assembly strategies used
and the size of the genome, the elevated presence of Class I
LTRs elements that we observed in Arachis is well documented
in many monocot and dicotyledonous plants such as Sorghum
bicolor (55 %; Paterson et al., 2009), maize (79 %; Meyers
etal.,2001), rice (22 %; Ma et al., 2004), Medicago truncatula
(265 %; Medicago truncatula Genome Project, http:/jcvi.
org/cgi-bin/medicago/annotation.cgi?page=repeats); soybean
(42 %; Schmutz et al., 2010); and Lotus japonicus (19-23 %;
Sato et al., 2008). Also, abundant non-autonomous elements of
recent origin, solo LTRs and nested retroelements have been
observed in other plant genomes (Wawrzynski ef al., 2008;
Schmutz et al., 2010).

That the A and B genome sequences have rapidly diverged in
repetitive components is supported by the observation that the
most abundant A genome retrotransposons are predominantly
located in the peanut A genome chromosomes (Fig. 1). It is
also supported by the fact that almost all datable transposition
events were <3-5 million years old (the estimated date of evolu-
tionary divergence of the A and B genomes, Fig. 3). Intotal, 14 %
of the sequenced A genome regions is occupied by complete ret-
rotransposons that are <<3-5 million years old. Evidence that the
amount of evolutionary new sequences is greater than this can be
observed in the overall granularity of dot plots. This granular dis-
tribution of dots represents short low complexity sequences that
accumulate by DNA polymerase replication slippage over long
evolutionary time scales. It is absent from dot plot signals of
gene exons, presumably because mutations in exons tend to be
eliminated by natural selection. It was also notable that this
granularity was largely absent, not only from complete retrotran-
sposons, but also from their truncated fragments, presumably
because they are of recent origin (Fig. 6, and Supplementary
Data). The predominant location of the A genome retrotranspo-
sons in the A genome chromosomes of tetraploid peanut also
shows that they have not undergone a very large-scale activity
since the allopolyploidy event that gave rise to the cultivated
species.

The software FGENESH predicted the presence of genes
throughout the BAC sequences in both high copy and low copy
regions, with further evidence from searches against the Pfam
databases, protein sequences from arabidopsis or soybean, and
Arachis ESTs. Notably, ESTs provide strong evidence for tran-
scription of retrotransposons in both polyprotein-encoding and
non-genic regions, but mostly corresponding to pseudogenes
or artefacts, while well-supported genes were confined to non-
retrotransposon regions (reviewed by Bennetzen, 2000). If left
unidentified, retrotransposons and their truncated fragments
are likely to be major confusing factors for annotation of the
peanut genome that is currently being sequenced. Furthermore,
as noted by Wang ef al. (2012), retrotransposon-related genes
may be scored in the ‘gene’ fraction in some annotation path-
ways, thus underestimating the repetitive element content of
the genome. Although predicted genes in and overlapping with
retrotransposon regions appear to have support from ESTs, it
must be considered that the transcripts are produced from very
large numbers of retrotransposons spread across the genome.
Therefore, the activity of individual retrotransposons must be

low on average. However, there are several documented exam-
ples of transposable elements capturing gene fragments and
evolving into functional genes (e.g. Elrouby and Bureau, 2010;
Barbaglia et al., 2012). It is possible that the Arachis retrotran-
sposons characterized here have played a role in the evolution
of new genes. In accordance with this we could identify hundreds
of ESTs with sequence similarity to FIDEL; of these, four appar-
ently encode non-transposon proteins.

For two of the A. duranensis BAC sequences (A genome), we
were able to compare their homeologous regions in the Arachis B
genome (Fig. 6). In both cases, the microsyntenic regions are
flanked by repetitive DNA regions that were completely different
in the A and B genomes. In both cases, within the microsyntenic
regions, highly conserved segments (with about 95 % identity)
are punctuated by segments with no significant homology.
There was a distinct tendency for these segments to be detectably
repetitive. This indicates a key role for repetitive DNA in the
structural divergence of the A and B genomes. Notably, this di-
vergence is not evenly distributed; it is concentrated in intergenic
regions. Therefore, gene sequences and gene orders remain
highly conserved. This provides a resolution to the apparent
paradox of dynamic repetitive and conservative genic fractions
in genome structure — the action of repetitive DNA accumulates
predominantly in intergenic regions.

However, over longer evolutionary time frames (55 million
years) retrotransposons have been associated with the erosion
of genome synteny (Bertioli et al., 2009): there is a negative
correlation between retrotransposon density and degree of
synteny between Lotus and Medicago and Arachis. This is
most probably due to the facilitating action of repetitive
sequences on the pairing of non-homologous chromosome
regions, a process that can lead to unequal crossovers and
chromosomal rearrangements (inversions, deletions, duplica-
tions, additions and translocations).

Conclusions

In this study we have shown that a substantial proportion of the
highly repetitive component of the A genome of peanut is
accounted for by relatively few LTR retrotransposons. Three of
the most abundant elements are non-autonomous, and two of
these appear to harbour ‘hitchhiking’ ORFs, in one case with
retrotransposon-related function, and in the other with a bio-
logical function that remains to be identified.

During our studies, it became apparent that these retrotranspo-
sons and their truncated fragments would be a major confusing
factor in gene annotation if not properly identified. The retrotran-
sposons described are all transcribed, although, considering their
copy numbers, transcription levels are low.

We also show that these elements are predominantly of recent
evolutionary origin, most apparently post-dating the evolution-
ary divergence of the A and B genomes of cultivated peanut. It
is clear that these elements have contributed very substantially
to the divergence of the peanut A and B genomes. These
genomes are likely to consist of mosaics of highly similar seg-
ments interrupted by segments of repetitive DNA with no corre-
sponding sequence in the homeologous genome. Furthermore,
observations on two pairs of homeologous A-B genome seg-
ments indicate that the retrotransposons we have identified here
and other repetitive DNAs have played an important part in
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genome remodelling, especially in intergenic regions, over evo-
lutionary time.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at www.aob.oxford-
journals.org and consist of the following. Figure S1: plot of
two A. duranensis BAC ADHISB08 (A genome) sequences,
one obtained by random fragmentation and Sanger chemistry
with paired end reads, and the other by 454 GS FLX titanium
chemistry. Figure S2: dot plots of retrotransposon sequences;
first FIDEL vs. Feral, and secondly Pipoka vs. Pipa (autonomous
vs. non-autonomous). Figure S3: annotations of A. duranensis
and A. hypogaea sequences of BAC clones showing genes, and
complete and incomplete retrotransposons. Figure S4: dot plot
showing homeologous genome regions of the A. duranensis
BAC clone ADHO68E04 (A genome) X A. ipaénsis
AIPA147A20 (B genome) containing a DNA gyrase gene,
with a microsyntenic region situated at the 5’ and 3* ends and
over about 43 and 47 kb, respectively. Figure S5: dot plot of all
A. duranensis BAC sequences vs. all A. duranensis BAC
sequences. Table S1: list of BAC clones used as probes for fluor-
escent in situ hybridization. Table S2: list of ten Arachis dura-
nensis (A genome) retroelements indicating their superfamily,
total length and LTR length in bp. File S1: sequences of ORFs
from four complete Pipa retrotransposons. File S2: Pipa ORFs
datamined from BAC end sequences. File S3: alignment of
Pipa ORFs in fasta format. File S4: text file with sequences of
representatives of each of the retrotransposons. File S5: FIDEL
and Feral LTR sequences in fasta format. File S6: Multiple align-
ments of FIDEL and Feral LTRs in fasta format.
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