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RESUMO GERAL

A mangabeira € uma espécie nativa do Brasil, amplamente distribuida no Brasil, e que apresenta
importancia socioeconémica, principalmente nas regides Nordeste e Centro-Oeste do pais. Hancornia
speciosa ocorre na Caatinga, no Cerrado, nos Tabuleiros Costeiros e nas Restingas. Seus frutos contém
vitamina C e apresentam 0s maiores teores de proteina e ferro e suas folhas possuem propriedades
medicinais sendo utilizadas no controle da presséo arterial e no tratamento contra diabetes. Devido a
expansao imobiliaria, utilizacdo de &reas nativas para cultivo de grandes culturas e fragmentacdo das
florestas, a espécie vem sofrendo significativa erosdo genética. Apesar de sua importancia e
vulnerabilidade, estudos gendmicos em H. speciosa sao negligenciados, sendo assim, o conhecimento
de suas caracteristicas gendmicas, 0s quais permitirdo a aplicacdo de técnicas que contribuam com
programas de conservacao e melhoramento genético da espécie, sdo de suma importancia. As plantas,
geralmente, contém elevadas proporcdes de DNA repetitivo, 0s quais sdo importantes elementos de
regulacdo génica e que surgem ao longo da evolugdo, ocasionando mutacdes que podem alterar
fenotipicamente o organismo em questdo. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a
fracdo repetitiva de H. speciosa fornecendo o primeiro estudo genémico na espécie o qual contribuird
futuramente para técnicas aplicadas ao melhoramento genético envolvendo associagdo gendmica.
Individuos de mangaba, provenientes do Estado de Pernambuco foram coletados e tiveram seu DNA
extraido e posteriormente fragmentado para construcdo da biblioteca paired-end-reads de
sequenciamento de nova geracdo (NGS), usando a plataforma Illumina HiSeq2500. O tamanho do
genoma foi estimado usando citometria de fluxo e a fracéo repetitiva foi analisada utilizando o software
RepeatExplorer e TAREAN. Trés espécies relacionadas geneticamente com H. speciosa foram
utilizadas para comparar os resultados e avaliar se a quantidades de DNA repetitivo tem relacdo com a
proximidade genética das espécies. O genoma de H. speciosa possui tamanho pequeno (430 Mb) e
pouca quantidade de DNA repetitivo (15%) a qual é proveniente principalmente de elementos
LTR/Gypsy e de sequéncias de DNAr. A espécie ndo apresenta sequéncias de DNA satélite e sugerimos
que o papel deste elemento no genoma € assumido por sequéncias LTR/Gypsy chromovirus, 0s quais
possuem ampla propor¢do em genomas, principalmente em regides centroméricas. As informagdes
obtidas no presente estudo fornecem informagdes iniciais aos estudos gendmicos em H. speciosa 0s

quais contribuirdo para o melhoramento genético da mangaba.

Palavras-chave: mangaba, NGS, LTR/Gypsy, genoma, DNA.



GENERAL ABSTRACT

The mangabeira is a native species of Brazil, widely distributed and that presents socioeconomic
importance mainly in the Northeast and Center-West regions of the country. In Brazil, H. speciosa
occurs in the Caatinga, in the Cerrado, in the Coastal Tracks and in the Restingas. Its fruits contain
vitamin C and have the highest levels of protein and iron and its leaves have medicinal properties being
used to control blood pressure and to treat diabetes. Due to the real estate expansion, use of native areas
for cultivation of large crops and fragmentation of the forests, the species has suffered significant
genetic erosion. Despite its importance and vulnerability genetic and genomic studies in H. speciosa
and therefore projects with the purpose of knowing and studying the genomic and genetic characteristics
of the species are important in order to contribute to the conservation and genetic improvement of the
species. Plants generally contain high proportions of repetitive DNA, which are important elements of
gene regulation and that appear along the evolution causing mutations that can change phenotypically
the organism in question. In this sense, the objective of this work was to characterize the repetitive
fraction of H. speciosa providing the first genomic study in the species which will contribute in future
to techniques applied to genetic improvement involving genomic association. Mangrove individuals
from the State of Pernambuco were collected and their DNA extracted and later fragmented to construct
the new generation sequencing paired-end-reads (NGS) library, using the Illumina HiSeq2500
platform. Genome size was estimated using flow cytometry and the repetitive fraction was analyzed
using the RepeatExplorer and TAREAN software. Three species genetically related to H. speciosa were
used to compare the results and to evaluate if the amount of repetitive DNA is related to the genetic
proximity of the species. The genome of H. speciosa has a small size (430 Mb) and a small amount of
repetitive DNA (15%) which comes mainly from LTR / Gypsy elements and from rDNA sequences.
The species does not present satellite DNA sequences and we suggest that the role of this element in
the genome is assumed by LTR / Gypsy chromovirus sequences which have a large proportion in
genomes, especially in centromeric regions. The information obtained in the present study provides
initial information to the genomic studies in H. speciosa which will contribute to the genetic

improvement of the mangaba

Keywords: mangaba, NGS, LTR / Gypsy, genome, rDNA.
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CAPITULO |

Revisdo de Literatura

1. INTRODUGCAO GERAL

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie arborea neotropical, nativa
do Brasil, classificada na ordem Gentianales e familia Apocynaceae. E uma frutifera de ampla
distribuicdo e que ocorre em locais de vegetacdo aberta, especialmente na Caatinga, no
Cerrado, nos Tabuleiros Costeiros e nas Restingas (LIMA & SCARIOT, 2010). Além do
Brasil (do Nordeste para o Centro-Oeste) esta espécie também foi relatada no Paraguai,
Bolivia e Peru (COLLEVATTI et al., 2016). A espécie engloba seis variedades: H. speciosa
var. speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var.
lundii, H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var. pubescens (MONACHINO, 1945). Dentre
estas, H. speciosa var. speciosa é a mais representativa no Brasil e ocorre desde a regido
Sudeste até a regido Norte do pais (LIMA & SCARIOT, 2010).

Os frutos da mangabeira sdo consumidos in natura e utilizados principalmente em
indUstrias de processamento de alimentos para fabricacdo de polpas, geleias e doces. A
comercializacdo dos frutos ¢ a atividade econébmica mais expressiva para a espécie, porém,
suas folhas, casca, latex e raizes sdo usados para finalidades medicinais (LIMA & SCARIOT,
2010). E uma planta alogama, que possui flores hermafroditas e é auto-incompativel
carecendo, portanto, de agentes polinizadores e diferentes genétipos para que ocorra a
fecundacdo cruzada e a producdo dos frutos (COLLEVATTI et al., 2016). A polinizacgéo é
entomofila, geralmente realizada por mariposas e abelhas (LIMA & SCARIOT, 2010).

A coleta dos frutos de mangaba é feita principalmente por agroextrativistas, visto que
ndo existem grandes &reas de cultivo de mangabeira. Em Sergipe 90% dos frutos
comercializados provém de &reas nativas onde o extrativismo existe ha séculos. Estima-se
gue neste Estado 2.500 familias praticam esta atividade, sendo ela responsavel por 60% da
renda de cada familia (LIMA & SCARIOT, 2010). O répido avanco das fronteiras agricolas
para a implantacéo de grandes culturas, bem como a expansao imobiliaria e a fragmentacéo
das florestas, vem contribuindo significativamente para a redugédo de populacgdes naturais de
H. speciosa, sendo assim, estudos genéticos sdo de suma importancia para auxiliar em

programas de melhoramento e conservacdo nesta espécie (AMORIM et al., 2015).

Ainda ndo existem estudos gendémicos em H. speciosa, no entanto, 0s mesmos séo de

suma importancia tanto para o0 melhoramento genético quanto para conservacao da espécie.
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Sequéncias de DNA repetitivo sdo contribuintes importantes no aumento do tamanho
gendmico de espécies vegetais e se fazem presente em elevadas propor¢fes em organismos
de genoma grande (KAZAZIAN JUNIOR, 2004). Durante muito tempo essas sequéncias
foram conhecidas como “DNA lixo”, no entanto, estudos gendmicos realizados na ultima
década constataram sua importancia na organizacdo cromossomica, controle da expressdo
génica e na rapida adaptacdo de organismos as condi¢des adversas a partir da interrupcao dos
mecanismos de silenciamento destes elementos no genoma, principalmente sob condicdes de
estresse (SEIDL & THOMMA, 2017). Considerados como estruturas importantes para
estudos de evolucdo de espécies, esses elementos estdo cada vez mais envolvidos em
pesquisas para as mais diversas aplicacdes e atualmente utilizados como marcadores eficazes
em estudos de associacdo genémica, técnica importante para 0 melhoramento genético de
plantas (ZERJAL et al., 2012).

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) é um processo de sequenciamento de DNA
desenvolvido com o objetivo de acelerar e baixar o custo do processo de sequenciamento
(VARUZZA, 2013). Essa técnica permite obter informacdes gendmicas, incluindo os genes
e a fracédo repetitiva do genoma, como os elementos de transposicéo, sequéncias de DNA
satélites e microssatélites (METZKER, 2010). Diante do exposto, neste trabalho teve por
objetivo caracterizar a fracdo repetitiva do genoma de H. speciosa, no intuito de compreender
0 processo evolutivo da espécie e inferir sobre a expansao no tamanho do genoma e dinamica
evolutiva de DNA repetitivo, oferecendo contribui¢cbes genémicas para as mais diversas

aplicacdes no melhoramento vegetal.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Origem, distribuicao e caracteristicas botanicas de Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa Gomes pertence a familia Apocynaceae a qual encontra-se
distribuida principalmente em regiGes tropicais e subtropicais do mundo (MONACHINO,
1945). No Brasil, a familia € composta por cerca de 90 géneros e 850 espécies, habitando
varios tipos de vegetacdo. Dentro desta grande familia botanica, o género Hancornia é
considerado monotipico, composto apenas pela espécie H. speciosa Gomes (BASTOS, et
al., 2017).

A espécie H. speciosa, conhecida popularmente como mangabeira, € uma arvore
neotropical, nativa do Brasil e de ampla distribuicdo, tem ocorréncia em locais de
vegetacao aberta, especialmente na Caatinga, no Cerrado, nos Tabuleiros Costeiros e nas
Restingas, havendo relatos de sua presenca na regiao Amazénica (LIMA & SCARIOT,
2010). Conforme Collevatti et al. (2016) essa espécie ocorre do Nordeste ao Centro-Oeste
do Brasil e também no Paraguai, Bolivia e Peru.

A mangabeira é uma arvore perene, com porte variando de 4 a 7 m de altura,
podendo chegar até 15 m. A raiz é pivotante e profunda, toda a planta exsuda latex de
cor branca ou réseo-pélida. Possui folhas simples, opostas, ovaladas ou lanceoladas e
pecioladas. Suas flores s&o hipocrateriformes, possui tubo floral relativamente longo e
estreito, de coloracdo branca, campanuladas e aromaticas. O fruto € uma baga elipséide
e carnosa com namero de sementes variavel, coloracdo amarela ou esverdeada com
manchas avermelhadas. As sementes sdo recalcitrantes, discoides, achatadas, rugosas e
de coloragéo castanho-clara com hilo central (MONACHINO, 1945).

Geralmente suas flores surgem de agosto a novembro e os frutos de outubro a
maio, porém, as épocas de floracdo e frutificacdo sdo irregulares e a variacdo pode
acontecer conforme a epoca do ano, em arvores de lugares diferentes e ainda em arvores
presentes em um mesmo local (LIMA & SCARIOT, 2010). A época de colheita dos
frutos varia de acordo com a regido, no norte de Minas Gerais, a atividade € realizada nos
meses de outubro a janeiro. Em Sergipe ha duas safras para colheita, a qual é realizada de
dezembro a abril para a safra de verdo e de maio a julho para safra de inverno, na Bahia
esta atividade é feita de novembro a abril (LIMA & SCARIOT, 2010).

O tamanho e o peso dos frutos bem como a produgéo de frutos por planta séo
bastante variados, podendo chegar, neste ultimo caso, a 800 frutos por planta ao ano
(LIMA & SCARIQOT, 2010). A arvore de mangaba desenvolve-se bem em solos acidos e
pobres, apresentando boa tolerancia aos periodos de seca (LIMA & SCARIOT, 2010) e
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possui desenvolvimento 6timo sob temperaturas variando de 24 a 26 °C e indice
pluviométrico anual de 750 a 1600 mm (SOARES et al., 2006).

De acordo com as diferengas morfologicas de suas folhas e flores, foram
descritas seis variedades botanicas da espécie, sendo estas: H. speciosa var. speciosa, H.
speciosa var. maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H.
speciosa var. gardneri e H. speciosa var. pubescens (MONACHINO, 1945). A variedade
H. speciosa var. speciosa é a mais abrangente no Brasil e ocorre desde a regido Sudeste
até a regido Norte do pais. As demais variedades encontram-se restritas em algumas
regides do Cerrado. A variedade lundii ocorre nos Estados de Minas Gerais, Pernambuco,
Bahia e Goias, a pubescens em Goiéds e Minas Gerais, a gardneri no Brasil Central, a
cuyabensis em Mato Grosso, mais especificamente na Chapada dos Guimardes e a
maximiliani em Minas Gerais (MONACHINO, 1945). A diferenciacdo morfoldgica na
espécie sugere restri¢do de longo prazo no fluxo génico e adaptacdo ecoldgica ou mutacao
de caracteres decorrentes de um pequeno nimero de genes (COLLEVATTI et al., 2016).

Quanto ao sistema reprodutivo, H. speciosa é uma planta aldgama, que possui
flores hermafroditas e € auto-incompativel necessitando, portanto, de agentes
polinizadores e diferentes gendtipos para que ocorra a fecundagéo cruzada e a producéo
dos frutos (COLLEVATTI et al., 2016). A polinizacdo é entomofila, geralmente realizada
por mariposas e abelhas (LIMA & SCARIQOT, 2010).

Estudos recentes envolvendo hibridacdo entre variedades de H. speciosa
demonstraram a capacidade de troca de pélen entre as diferentes variedades, indicando
que a diferenciacdo morfoldgica intervarietal ndo ocorreu devido a fatores genéticos
(COLLEVATTI et al., 2016). Além disto, os autores observaram que o cruzamento entre
populacBes parentais ndo € aleatdrio e que apesar da divergéncia existente entre
variedades e hibridos, os mesmos nao apresentaram fendmenos de heterose ou depressdo
endogémica, sugerindo assim que as diferencas morfoldgicas presentes sdo resultado de

adaptacdo ecologica e deriva genética na espécie (COLLEVATTI et al., 2016).

2. 2 Importancia e vulnerabilidade da espécie

Os frutos da mangabeira sdo consumidos in natura e principalmente utilizados
em industrias de processamento de alimentos para fabricacao de polpas, geleias, doces,
entre outros (LIMA & SCARIOT, 2010). A fruta é tipicamente tropical e altamente
apreciada pelos consumidores devido as suas caracteristicas organolépticas e ao valor

nutricional (Silva et al., 2016). Ressalta-se que os frutos possuem elevados teores de ferro
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e proteina além de ser rico em vitamina C e acido ascorbico (SANTOS et al., 2017).

As folhas de H. speciosa sdo tradicionalmente usadas para tratar diabetes no
Brasil, as quais apresenta potencial anti-diabético devido a reducéo na concentragédo de
glicose no sangue por meio da inibicdo da a-glucosidase intestinal e estimulacdo da
absorcdo de glicose por adipécitos (PEREIRA et al, 2014). Além disto, suas folhas
também sdo utilizadas no controle da pressdo arterial (SILVA et al., 2016). O latex
exsudado da arvore de mangaba ¢ amplamente utilizado na medicina tradicional para
tratar uma variedade de doencas, incluindo diarréia, Ulcera, gastrite, tuberculose, acne e
verrugas (RIBEIRO, et al., 2016).

A coleta dos frutos € feita por agroextrativismo, atividade esta que tem uma forte
influéncia econémica e social para muitas familias na regiao Nordeste, que fazem do lucro
obtido, componente indispenséavel de sua renda mensal (SCHMITZ et al., 2009). Mais
de 5000 familias praticam a coleta extrativista dos frutos da mangabeira no Estado de
Sergipe durante a temporada de frutos. A producéo brasileira de mangaba ultrapassa 800
toneladas por ano (IBGE, 2016).

Devido a redugdo na area dos ecossistemas onde ocorre, a mangabeira vem
sofrendo eroséo genética no Brasil (ALMEIDA et al., 2017). Fatores exdgenos, como o0
intenso mercado de terras, a producdo de monoculturas, a construcdo de infraestruturas
turisticas e a agricultura contribuiram para a reducdo de areas de ocorréncia natural de
mangabeira (ALMEIDA et al., 2017).

2. 3 Recursos genéticos e melhoramento da espécie

Hancornia speciosa ainda estd em processo de domesticacdo, devido a isto, 0s
objetivos do melhoramento genético da espécie ainda nao sdo bem definidos, no entanto,
como a principal finalidade econémica da mangabeira é a producéo de frutos, a selecdo
de gendtipos superiores as plantas naturais € uma finalidade j& conhecida no
melhoramento da espécie, buscando genotipos mais produtivos de boa qualidade e
estabilidade na producéo de frutos (GANGA et al., 2010).

O estabelecimento de bancos de germoplasma é o primeiro passo para a
implementacdo de um programa de melhoramento e um dos principais requisitos € a
capacidade de identificar gendtipos superiores e populacfes segregantes (SANTOS et al.,
2017). Tradicionalmente, a diversidade genética € medida pela andlise de uma
combinacéo de caracteristicas morfoldgicas e agronémicas, no entanto, H. speciosa é uma

planta heterogénea com muitos atributos morfoldgicos sobrepostos. Além disso, muitas
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caracteristicas vegetativas s@o influenciadas por fatores ambientais e mostram variagédo
continua e alta plasticidade, o que dificulta a identificacdo de grupos taxonémicos
discretos (JIMENEZ et al., 2015).

Outro problema enfrentado quanto a conservacao do germoplasma de mangaba
é a baixa porcentagem de germinacéo e recalcitrancia de suas sementes, fator limitante
da produtividade e que influencia na conservagdo convencional e disponibilidade de
material vegetal (PRUDENTE et al., 2015). Estudos acerca da obtencéo de explantes in
vitro de H. speciosa, visando alcancar producéo de mudas em larga escala, proporcionam
importante suprimento para a micropropagacao e conservacdo de germoplasma e vem
sendo realizados com sucesso (PRUDENTE et al., 2015)

As técnicas de biologia molecular constituem um conjunto de ferramentas
importantes que permite identificar, caracterizar e mapeamento genético. Essas tarefas
estdo sendo realizadas com maior seguranca e mais rapidamente devido ao avanco das
tecnologias aplicadas a biologia (SANTOS et al., 2017).

2.4 Evolugéo do genoma vegetal e DNA repetitivo

A andlise genbémica permite a quantificacdo de genomas (Valor 1C, medido em
picograma- pg ou megabases — Mb, sendo 1 pg igual a 978 Mb) que constitui caracteristica
importante a ser levada em consideracdo em estudos de evolugdo. Sequéncias de DNA
repetitivo sdo contribuintes importantes no aumento do tamanho gendmico, estes elementos
dispem-se de forma dispersa ou em tandem (KAZAZIAN JUNIOR, 2004).

A evolucéo na fracdo repetitiva dos genomas ocorre mais rapidamente do que nas
regibes génicas e a velocidade com que isto ocorre é proporcional a qudo repetitiva
determinada regido esta, ou seja, quanto maior a porcentagem de repeticdo de determinada
sequéncia mais rapidamente ela evolui e maior é a heterogeneidade entre as sequéncias devido
a mutagdo (MEHROTRA & GOYAL, 2014).

O reconhecimento das propriedades funcionais das sequéncias de DNA repetitivo é
de interesse bioldgico significativo, pois essas sequéncias podem desempenhar papel
importante na organizagdo estrutural dos cromossomos, na regulacdo génica e na dindmica
evolutiva do genoma (FESCHOTTE, 2008).

A fracdo repetitiva do genoma é distribuida em dois grupos: os elementos de

transposicdo (TES) e as repeticdes em tandem (tandem repeats), ambos se encontram
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repetidos diversas vezes no genoma de forma dispersa e sequenciada, respectivamente
(Mehrotra & Goyal, 2014). As repetices em tandem podem ser classificadas como
microssatélites (tamanho de 2-5pb); minissatélites (tamanho de 6-100 pb) e os satélites
(tamanho de 150-400pb) (BABENKO et al., 2012; MEHROTRA & GOYAL, 2014).

Conhecer a origem evolutiva, a localizagcdo cromossdmica e a organizacdo gendmica
das sequéncias de DNA repetitivo, € importante para elucidar sua funcdo e entender o
envolvimento destas nos processos evolutivos dos genomas de eucariotos, sabendo que
ambos estdo diretamente relacionados com a estrutura e fungdo do centrémero (PLOHL,
2010). Sendo que o centromero € o local onde o cinetocoro se organiza para que as fibras do
fuso conectem-se a ele promovendo assim a segregacdo durante a divisdo e multiplicacdo
celular (JIANG et al., 2003).

2.4.1 DNA satélite

DNAs satélite (DNAsat) sdo sequéncias relacionadas, encontradas repetidas em
tandem (em sequéncia) que possuem unidades de repeticdo (mondmeros) (JURKA et al.,
2007). Apresentam tamanho variando de 150 a 400 pb, sendo mais comuns tamanhos de
aproximadamente 170 pb (BABENKO et al., 2012; MEHROTRA & GOYAL, 2014). Estes
elementos encontram-se geralmente em regides especificas que desempenham funcédo nos
cromossomos, como nos genes de DNA ribossomal, nos telomeros, subtelémeros e nos
centromeros (JIANG et al., 2003). Segundo Khost et al. (2017) estas sequéncias apresentam

papel potencial na estabilidade do genoma e segregacdo cromossémica.

O DNAsat é importante componente das regifes de heterocromatina dos genomas
eucariotos que, geralmente, possuem dinamica evolutiva elevada (SAMOLUK et al., 2017).
Sequéncias de DNA satélite apresentam variagdo na composicdo de nucleotideos,
porcentagem de representacdo no genoma e na distribuicdo cromossémica, mesmo em
especies relacionadas, sendo assim contribuem significativamente em estudos taxondémicos
(PLOHL, 2010).

As sequéncias de DNA satélite divergem de forma gradual, principalmente devido ao
acumulo de substituicbes de nucleotideos. Este tipo de sequéncia contribui para estudos
taxonémicos, pois quando se trata de espécies relacionadas, 0 nimero de repeticdes entre
individuos do mesmo grupo é diferente ainda que contenham o mesmo repeat (MEHROTRA
& GOYAL, 2014).
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2.4.2 DNA ribossomal

O esclarecimento de eventos evolutivos relativamente recentes bem como a
diferenciacdo genética entre espécies fenotipicamente semelhantes recebe fortes
contribuicdes do estudo do RNA ribossomal e suas regides separadoras chamadas de DNA
ribossomal (DNAr) (HILLIS & DIXON 1991). Em espécies vegetais, 0 DNA ribossomal
(DNAr) é composto por regides denominadas 5S e 45S que sdo separadas por espagadores
internos e intergénicos e transcritas pela RNA-polimerase Il e RNA-polimerase I,
respectivamente (ROA & GUERRA, 2015).

O DNAr 45S é formado por trés genes (18S, 5.8S e 25S), dois espacadores internos
(ITS-1 e ITS-2) e um espacador intergénico (IGS). Cada unidade de repeticdo do RNA
ribossomal possui regides transcritas, que compreendem o chamado espacador transcrito
externo ETS (External Transcribed Spacer), as regides codificadoras dos trés RNAs e 0s dois
espacadores internos ITS 1 (entre os genes18S e 5.8S) e ITS 2 (entre 0 5.8S e 0 25S) e uma
regido ndo transcrita (regido intergénica — 1GS), localizada entre o terminal 3” do ETS
préximo ao gene 25S e o terminal 5’ do ETS ao lado do gene 18S (LONG & DAWID, 1980).
Os sitios de DNAr sdo encontrados em posi¢oes terminais dos cromossomos e sao bastante
utilizados para estudos de reconstrucdo filogenética (ALMEIDA et al., 2012; BAO et al.,
2010). As regides génicas 18S, 5.8S e 25S sdo altamente conservadas em todos 0s
organismos, tanto em seu comprimento quanto em sua sequéncia nucleotidica (ALMEIDA et
al., 2012).

O DNA 5S ¢ formado por uma unidade altamente repetitiva e conservada que contém
centenas de unidades 5S arranjadas em tandem, sendo assim, mais repetitivo que o DNAr
45S. Esta sequéncia pode fornecer bons modelos para o entendimento da natureza evolutiva
em loci compostos por unidades repetitivas arranjadas em tandem (SASTRI et al., 1992).
Cada unidade de repeticdo do DNAr 5S consiste de uma regido codificante de 120 pb, que ao
contrario dos outros RNA ribossomais € transcrita fora do nucléolo, sendo flanqueada por um
espacador ndo transcrito (NTS) de 100 a 700 pb. Assim como no DNAr 45S, a regido
codificante do DNAr 5S ¢ altamente conservada e a espacadora é variavel entre espécies
(EICKBUSH & EICKBUSH, 2007).

2.4.3 Elementos transponiveis

Elementos transponiveis (TES) sdo sequéncias de DNA mdveis que desempenham

papéis na regulacdo de genes e tem potencial para influenciar a expresséo de genes proximos,
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funcionando como sequéncias reguladoras (KARAKULAH & SUNER, 2017). Desde a sua
descoberta em 1956, por Barbara McClintock em estudos no milho, os elementos moéveis tém
sido encontrados em quase todos os organismos e atualmente é sabido que TEs sdo o0s
principais representantes do genoma de eucariotos (GOGVADZE & BUZDIN, 2009).

Durante muito tempo os elementos transponiveis (TEs), assim como todo DNA
repetitivo, foram considerados “DNA lixo” entretanto, trabalhos realizados na ultima década
identificaram papéis positivos para TEs na geracdo de variabilidade genémica e dirsidade em
plantas. Em particular, estudos recentes sugeriram que as alteragBes epigenéticas induzidas
por TE e a modificacdo da expressdo génica contribuem para a variacdo fenotipica e
adaptacdo a ambientes desfavoraveis e/ou aos estresses. Essas descobertas levaram TEs
(antigo DNA lixo) a serem conhecidos como fontes de controle e diversidade genémica
(SONG & CAO, 2017).

As mutacdes geradas por TEs, como qualquer outro tipo de mutagdo que ocorrem no
genoma, podem ser prejudiciais, neutras ou benéficas. Os TEs demonstraram causar
instabilidade gendmica e, de fato, sua disseminacdo descontrolada pode levar a morte do
individuo. Por esse motivo, existem Vvarios mecanismos para controlar a expressao e
transposicdo da TEsS no genoma, estes incluem a colocacdo de modificagdes de histonas
repressivas, remodelacdo de cromatina e metilacdo do DNA, que ocasionam silenciamento
da expressdo de TE. No entanto, esses mecanismos de repressdo nao sdo 100% eficientes e

alguns TEs permanecem ativos no genoma (HORTVATH et al., 2017)

O grande potencial evolutivo e adaptativo das angiospermas é devido a acdo dos
elementos transponiveis que resulta em uma ampla variedade de mudancas genéticas
incluindo modificac6es de genes, padrdes de heranca alterados e duplica¢des (OLIVER et al.,
2013). Os TEs constituem fracbes de DNA que podem se mover no genoma usando um
intermediario de DNA (transposons) ou um intermediario de RNA (retrotransposons)
(GALINDO-GONZALEZ et al., 2017).

Em escala crescente de especializacdo, estes elementos séo classificados em Classe,
Subclasse, Ordem, Subordem, Superfamilia, Familia e Subfamilia. O nivel mais elevado
(Classe) separa os elementos em relacdo a presenca ou auséncia de um RNA intermedirio
no processo de transposicao, as classes subdividem elementos que se autocopiam daqueles
que deixam o local de origem e se integram em outra regido (autbnomos e ndo autbnomos).
A classifica¢do quanto a ordem os diferencia de acordo com 0 mecanismo de insercéo, ja as

superfamilias s&o divididas por caracteristicas como estrutura das proteinas e presenga e
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tamanho de TSD (Target Site Duplication), que consiste na duplicacdo de uma sequéncia
gendbmica curta no sitio de ligacdo do elemento. As familias sdo classificadas quanto a
conservagdo das sequéncias de DNA e as subfamilias com base em dados filogenéticos

podendo ainda distinguir elementos autbnomos de nao autbnomos (WICKER et al., 2007).

Os TEs sé@o atualmente conhecidos como potentes agentes de adaptacdo ofertando
suas contribuicGes atraves de um processo conhecido por exaptacdo em que, os elementos
que se replicam no genoma, transformam-se em novos genes hospedeiros conferindo ao
organismo beneficios fenotipicos (JOLY-LOPEZ et al., 2016). O processo de exaptacdo
(também conhecido como co-opcdo ou domensticagdo molecular) consiste na utilizacdo de
uma sequéncia, ou caracteristica estrutural, para uma funcdo diferente da qual foi
desenvolvida através do processo de selecdo natural, em outras palavras, a exaptagao ocorre
quando um TE originalmente conservado através da selecdo auto-replicativa transita para
aumentar a aptiddo do organismo e se conserva atraves da selecdo fenotipica (FESCHOTTE
& PRITHAM, 2007). Os TEs contribuem para a evolugdo genémica através de diversos
mecanismos principalmente em relacdo a inativacdo e/ou alteracdo da expressdo génica
(SEIDL & THOMMA, 2017).

2.4.3.1 Retrotransposons

Retrotransposon, ou elementos classe I, sdo sequéncias moveis que se locomovem a
partir de um RNA intermediario. A transposicdo do elemento ocorre incialmente com a
transcricdo completa do elemento, originando um RNA, que por acdo da enzima transcriptase
reversa (RT) produz uma cépia de DNA genémico gue € integrada ao genoma por acdo da
enzima integrasse (INT), desta forma ao final de cada ciclo de transcricdo uma nova cépia €
produzida (KAZAIAN JUNIOR, 2004). Essa caracteristica faz com que 0s retrotransposons
sejam 0s componentes de elevada importancia para 0 aumento do tamanho dos genomas.
Estes elementos podem ser classificados de acordo com a presenga de sequéncias longas
terminais presentes em suas extremidades (Long Terminal Repeat -LTR), ou pela auséncia
dessa sequéncia (Non-Long Terminal Repeat — Non LTR) (KAZAZIAN JUNIOR, 2004;
WICKER et al., 2007).

Os retrotransposons da ordem LTR s&o 0s principais responsaveis pelo paradoxo do
valor C, no qual o tamanho do genoma ndo esta correlacionado com a complexidade

fisiologica do organismo (FESCHOTTE, 2008). Estes elementos estdo intimamente
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relacionados com os retrovirus, acreditando-se que estes organismos podem ter evoluido a
partir de retrotransposons LTR Gypsy que adotaram um estilo de vida viral através da
aquisicdo de uma proteina de envelope (ENV) e um conjunto de proteinas adicionais e
sequéncias reguladoras. Retrovirus também podem ser transformados em retrotransposons a
partir da inativacdo ou delecdo de dominios que permitem sua mobilidade celular (WICKER
et al., 2007).

Na estrutura dos retrotransposons LTR, existe um complexo de genes responsaveis
por sua replicacdo e insercdo (genes gag e pol que codificam um revestimento de particulas
virais (gag) e uma transcriptase inversa (RT), a ribonuclease H (RH), e a integrase (INT) para
fornecer atividades enzimaticas e produzir o cDNA a partir do RNA e inserindo-0 no genoma)
(KAZAZIAN JUNIOR, 2004). Os elementos Ty1-Copia e os elementos Ty3-Gypsy sdo as
duas principais superfamilias de retrotransposons LTR (WICKER et al., 2007). Estas
superfamilias sdo os componentes TE mais abundantes dos genomas de plantas
(GOGVADZE & BUZDIN, 2009). Eles podem ser distinguidos uns dos outros pela
organizacdo de seus dominios internos, que codificam proteinas necessarias para a
retrotransposicdo (GALINDO-GONZALEZ et al., 2017). Uma vez que as LTRs séo recriadas
durante o ciclo de retrotransposicdo, as LTRs em cada extremidade de uma coOpia recém-
inserida sdo idénticas, assim as variacdes entre LTRs podem ser usadas como um reldgio
molecular para determinar o tempo desde a insercdo (assumindo uma taxa de mutacéo
constante) (GALINDO-GONZALEZ et al., 2017).

Os retrotransposons Non-LTR, podem ser divididos em duas subclasses: Non-LTR
auténomos (Long Interspersed Nucleotide Elements — LINES), que codificam proteinas para
sua transposicdo e Non-LTR ndo autdbnomos (Short Interspersed Nuclear Elements — SINES)
gue ndo codificam as proteinas necessarias a sua transposicdo e sdo entdo dependentes de
Non-LTR autbnomos para se transpor (KAZAZIAN JUNIOR, 2004).

2.4.3.2 Transposons

Os transposons, ou elementos classe Il, sdo sequéncias repetitivas movéis que se
locomovem de forma dispersa por mecanismos variados. O mecanismo mais comum de
transposicdo destes elementos € o chamado “recorta e cola”, em que a sequéncia ¢ excisada
de um local para o outro no genoma, desta forma o processo, que € ndo replicativo, consiste

na codificagdo de uma proteina (transposase) que identifica a sequéncia da regido terminal
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invertida (TIRs) do TE para recorta-la e inserir em um novo local do genoma (LEVIM &
MORAM, 2011). Além deste, outros mecanismos de transposicao sdo conhecidos como, por
exemplo, o de “copia e cola” em que a maquinaria celular promove a duplicagdo da sequéncia
e as copias geradas sdo insertadas em novos locais do genoma (KAZAZIAN JUNIOR, 2004;
WICKER et al., 2007).

A determinacdo do local que o transposon sera inserido € realizada pela enzima
integrase (INT) e a integracdo de novas sequéncias é limitada a um pequeno nimero de
nucleotideos e dinucleotideos que ocorre na proximidade de insercdes parentais, processo
este denominado “salto local”. Embora a maioria das transposi¢fes ocorra em sitios
genémicos menores do que 100 kb de seu sitio original, alguns transposons sdo capazes de
realizar saltos mais distantes (KAZAZIAN JUNIOR, 2004).

As atividades robustas de pequenos transposons na expressao génica provavelmente
proporcionam resposta rapida a condi¢fes ambientais desvantajosas e, portanto, podem
representar um modo regulatorio avancado na evolucéo e adaptacdo de espécies (SONG &
CAO, 2017). Isto é evidenciado pela observacédo de que plantas superiores acumularam mais
MITEs (Elementos transposiveis de repeticdo invertida em miniatura) do que plantas
inferiores (CHEN et al., 2014). Esta caracteristica indica que estes elementos constituem uma
forma rapida de evolucdo gendmica. Comparado com transposons de DNA auténomas,
MITESs sdo geralmente sequéncias curtas (<800 pb) e ndo codificam transposases (CHEN et
al., 2014).

2.3 Aplicages do estudo de DNA repetitivo no melhoramento de plantas

Em plantas, os elementos transponiveis sdo contribuintes importantes para
diversidade e evolucdo, e existem muitos casos onde se constata que TEs atuam na alteragédo
de genes ou geracdo de novos, causando consequentemente alteracdo genotipica e fenotipica
ampliando assim a variabilidade genética do organismo, sob a qual melhoristas podem atuar

selecionando genotipos de interesse (OLIVER et al., 2013).

Elementos transponiveis, geralmente, permanecem silenciados no genoma por
mecanismos epigenéticos como a metilacdo de DNA, no entanto, estes elementos podem
ativados sob condicbes de estresse (SEIDL & THOMMA, 2017). Exemplo disto é o
transposon mPING no arroz é ativado em resposta a estresses salinos (YASUDA et al., 2013).

O raciocinio por tras dessa hipotese é que a ativacdo de TEs levaria a um aumento na taxa de

24



mutacdo gerando variabilidade sobre a qual a selecdo pode atuar. Além disso, sequéncias de
TE reguladoras de resposta ao estresse podem ser distribuidas ao longo do genoma, ajudando
na reprogramacao génica em resposta ao estresse (COWLEY & OAKEY, 2013).

Em casos particulares, os elementos transponiveis podem contribuir na adaptacéo e
evolucdo do genoma como a inser¢do de um transposon no primeiro intron do Flowering
Locus C (FLC) em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, ocasionando florescimento precoce e
dispensando a necessidade de vernalizagdo (STRANGE et al., 2011). Em soja, interrupcdes
causadas por TEs no gene GmphyA2 que codifica o fitocromo A esta associada a adaptagédo
da espécie a altitudes elevadas (KANAZAWA et al., 2009)

Os TEs podem ser utilizados como marcadores moleculares em estudos de
mapeamento e associacdo no genoma (LAI et al., 2017). Polimorfismos de inser¢do de
elementos transponiveis tem sido utilizado com éxito em estudos de estrutura populacional e
andlises de associacdo de caracteristicas de interesse no milho (LAl et al., 2017). Estudos
mostram uma associagdo altamente significativa entre um marcador de transposon MITE e o
tempo de floracdo em uma regido nunca mapeada antes com uso de QTL - Quantitative trait
loci (ZERJAL et al., 2012).

Pesquisas demonstram que os polimorfismos ocasionados por inser¢es de TE em
milho afetam diretamente a expressdo fenotipica (LAI et al., 2017). Uma insercdo de TE
classe Il de tipo CACTA mostrou silenciar a expressao do gene ZmCCT, ocasionando reducgéo
da sensibilidade ao fotoperiodo e contribuindo para a adaptacdo do milho aos ambientes de
dias longos (YANG et al., 2013).

A relacdo entre TEs e regulacdo da expressdo génica € complexa devido ao grande
numero ¢ tipos de TE’s em todo o genoma ¢ a sua capacidade de regular ndo so sua expressao,
mas também a de genes proximos (HORTVATH et al., 2017). O elevado nimero de dados
disponibilizados pelas técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS) permite analisar
e compreender melhor a atividade dos elementos transponiveis e suas contribui¢des passivas
dentro do genoma (SEIDL & THOMMA, 2017).

2. 4 Next-Generation Sequencing (NGS)

As plataformas NGS produzem fragmentos mais curtos que o sequenciamento Sanger,

porém com numero de leituras muito maior podendo chegar a seis bilhdes em um Unico ciclo
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de sequenciamento. As quatro plataformas comercialmente disponiveis de sequenciamento
de nova geracdo sdo Roche/454, Illumina, Applied Biosystems Solid, e a recentemente
lancada Helicos HeliScope, que produzem enorme quantidade de sequéncias curtas a uma
taxa de transferéncia bem mais elevada do que o antigo método de Sanger (MOROZOVA et
al., 2009).

O sequenciamento na plataforma Solexa (lllumina), € realizado por sintese usando
DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluoréforos, seguindo
0 método de Sanger, seu diferencial consiste na clonagem in vitro dos fragmentos em uma
plataforma sélida de vidro. A superficie de clonagem (flow cells) é dividida em linhas, em
cada linha, adaptadores sao fixados a superficie pela extremidade 5°, deixando a extremidade
3’ livre para servir na iniciagdo da reacdao de sequenciamento dos fragmentos imobilizados

no suporte por hibridizacdo (CARVALHO & SILVA, 2010).

Dados oriundos de NGS vem sendo utilizados em trabalhos que visam compreender
melhor os efeitos do DNA repetitivo nos genomas (VITTE et al., 2014; KHOST et al., 2017).
A elevada quantidade de dados disponibilizados pelas técnicas de sequenciamento de nova
geragdo necessita do auxilio de tecnologias de bioinformética para que os resultados sejam
melhor analisados e interpretados. O software Repeat Explorer é amplamente utilizado em
estudos de DNA repetitivo atuando no agrupamento das sequéncias disponiveis (dados
brutos) de acordo com parametros definidos, formando clusters e permitindo uma melhor

analise da fracdo repetitiva dos genomas (NOVAK et al., 2010).
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CAPITULO Il — Tamanho gendmico e identificacdo de sequéncias repetitivas no genoma
de Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae: Gentianales)

Trabalho a ser enviado para a revista Genetics and Molecular Biology
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Tamanho gendmico e identificacdo de sequéncias repetitivas no genoma de Hancornia speciosa
Gomes (Apocynaceae: Gentianales)

Short running tittle: DNA repetitivo em H. spceciosa

Resumo

A mangabeira é uma arborea neotropical, nativa do Brasil, classificada na ordem Gentianales.
Neste trabalho analisou-se a fracdo repetitiva do genoma de algumas espécies desta ordem, no
intuito de estudar comparativamente, elementos repetitivos em Hancornia speciosa. Para tanto,
foram usados reads de H. speciosa, provenientes de sequenciamento de nova geracdo (NGS) os
quais foram obtidos a partir da biblioteca gendmica paired-end reads e sequenciados usando a
plataforma Illumina HiSeq2500. Os reads utilizados na andlise das demais espécies foram
oriundos do banco de dados online NCBI e a relagdo entre as espécies demonstrada por analise
PCA, utilizando genomas plastidiais inteiros. As fracGes repetitivas dos genomas foram analisadas
em clusters no software RepeatExplorer. O genoma de duas variedades de H. speciosa,
quantificados usando citdmetro de fluxo, apresentaram 0,88 e 0,87 pg (Valor 2C). Os padr@es de
repeticdo foram semelhantes entre H. speciosa, C. roseus e R. stricta. A analise de DNA repetitivo
mostrou que os retrotransposons foram 0s mais representativos e 0s Transposons apresentaram
menor propor¢ao nas espécies analisadas. As espécies H. speciosa e R. stricta ndo apresentaram
sequéncias de DNA satélite, sugerimos, portanto, que seus genomas, enriquecidos de LTR

Ty3/Gypsy/Chromovirus, podem ter estes elementos atuando como DNA satélite.

Palavras-chave: mangabeira, NGS, retrotransposons, chromovirus, DNA satélite.

34



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Abstract
The mangabeira is a neotropical tree, native to Brazil, classified in the order Gentianales. In this
work we have analyzed the repetitive genome of some species of this order, in order to study
comparatively, repetitive elements in Hancornia speciosa. For this, reads of H. speciosa, from
new generation sequencing (NGS) were used which were obtained from the paired-end reads
genomic library and sequenced using the Illumina HiSeq2500 platform. The reads used in the
analysis of the other species were from the NCBI online database and the relationship between
the species demonstrated by PCA analysis using whole plastid genomes. Repetitive fractions of
the genomes were analyzed in clusters in the RepeatExplorer software. The genome of two
varieties of H. speciosa, quantified using flow cytometer, showed 0.88 and 0.87 pg (Value 2C).
Repeat patterns were similar between H. speciosa, C. roseus and R. stricta. The repetitive DNA
analysis showed that the retrotransposons were the most representative and the Transposons
showed a lower proportion in the analyzed species. The species H. speciosa and R. stricta did not
present satellite DNA sequences, therefore, we suggest that their genomes, enriched with LTR

Ty3 / Gypsy / Chromovirus, may have these elements acting as satellite DNA.

Keywords: mangabeira, NGS, retrotransposons, chromovirus, satellite DNA.
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Introducéo

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), classificada na familia Apocynaceae e ordem
Gentianales, é uma frutifera tipica de regides tropicais e subtropicais. No Brasil, essa espécie
apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo em locais de vegetacdo aberta, especialmente na
Caatinga, no Cerrado, nos Tabuleiros Costeiros e nas Restingas (Lima and Scariot, 2010). Além
do Brasil, Collevatti et al. (2016) reporta a ocorréncia de H. speciosa no Paraguai, Bolivia e Peru.

Os frutos da arvore de mangaba apresentam os maiores teores de ferro e proteina além de
serem ricos em vitamina C e acido ascérbico (Santos et al., 2017). S&do consumidos in natura e
amplamente utilizados em industrias de processamento de alimentos para fabrica¢do de polpas,
geleias, doces, entre outros (Lima and Scariot, 2010), As folhas da mangabeira apresentam
propriedades medicinais tendo potencial anti-diabético (Pereira et al, 2015) e utilizacdo no
controle da pressdo arterial conforme Silva et al. (2016). O latex exsudado do caule é amplamente
utilizado na medicina tradicional para tratar doengas como diarréia, Ulcera, gastrite, tuberculose,
acne e verrugas (Ribeiro et al., 2016).

Praticas de monocultivo agricola e construcdes de infraestruturas turisticas tem
contribuido para a reducdo de areas de ocorréncia natural da mangabeira, ocasionando erosdo
genética na espécie (Almeida et al., 2017). Hancornia speciosa ainda esta em processo de
domesticacdo, devido a isto, os objetivos do melhoramento genético na espécie ndo estdo bem
definidos. Entretanto, a principal finalidade econémica dessa espécie é a producdo de frutos e a
selecdo de genotipos superiores; mais produtivos, com boa qualidade de fruto e estabilidade de
producéo é almejada em programas de melhoramento (Ganga et al., 2010).

A gendbmica em plantas é uma area que permite conhecer as fungdes estruturais e
funcionais do genoma por meio de técnicas como como DNA recombinante, sequenciamento de
DNA e ferramentas computacionais essenciais para o melhoramento genético de plantas (Unamba
et al., 2015). Estas informacg6es podem ser utilizadas no melhoramento genético de plantas por
diversas finalidades tais como selecdo assistida e associacdo gendmica. Apesar de sua importancia
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e vulnerabilidade ainda nédo existem estudos gendmicos em H. speciosa, conhecimentos neste
ambito apresentariam contribuicdes informativas que poderdo ser utilizadas na aplicabilidade de
técnicas tanto para 0 melhoramento genético da espécie, quanto para conservacgao de seus recursos
genéticos.

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) foi desenvolvido com o objetivo de acelerar e
baixar 0 custo deste processo (Metzker, 2010). E uma técnica que permite obter informacdes
genbmicas, incluindo os genes e a fracdo repetitiva do genoma, elementos de transposicéo,
sequéncias de DNA satélites e microssatélites (Metzker, 2010). Para organismos ndo modelos ou
pouco estudados no ambito cientifico, NGS permite obter dados para exploracéo de seus genomas.

A analise citometria de fluxo permite quantificar genomas (Valor 1C, medido em
picograma- pg ou megabases — Mb, sendo 1 pg igual a 978 Mb) sendo esta, caracteristica
importante a ser levada em consideracdo em estudos gue visam conhecer a composi¢ao gendmica
dos organismos. Dentre os diversos tipos de sequéncias presentes nos genomas, as referentes ao
chamado DNA repetitivo sdo contribuintes importantes no aumento do tamanho genémico
(Kazazian Janior, 2004).

A fracdo repetitiva do genoma € distribuida em dois grupos: os elementos de transposicao
(TEs) e as repeticbes em tandem (tandem repeats), ambos se encontram repetidos diversas vezes
no genoma de forma dispersa e sequenciada, respectivamente (Mehrotra and Goyal, 2014). Em
escala crescente de especializacdo, elementos transponiveis sdo classificados em Classe,
Subclasse, Ordem, Subordem, Superfamilia, Familia e Subfamilia. O nivel mais elevado (Classe)
separa 0s elementos em relacdo a presenca (retrotransposons) ou auséncia (transposons) de um
RNA intermediario no processo de transposicao (Wicker et al., 2007).

O reconhecimento das propriedades funcionais das sequéncias de DNA repetitivo é de
interesse bioldgico, pois essas sequéncias podem desempenhar papel importante na organizacéo
estrutural dos cromossomos, na regulacdo génica e na dinamica evolutiva do genoma (Feschotte,
2008). Para tanto sdo considerados como estruturas importantes para estudos de evolucgédo de
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especies e estdo cada vez mais envolvidos em pesquisas para diferentes aplicacdes, sendo
atualmente utilizados como marcadores eficazes em estudos de associacdo genémica, técnica
importante para 0 melhoramento genético de plantas (Zerjal et al. 2012). Neste trabalho foi
quantificado e sequenciado parte do genoma de H. speciosa para analisar sua fracao repetitiva e
compara-la com espécies relacionadas, pertencentes a familia Apocindcea, fornecendo as

primeiras informacdes a nivel de genoma em mangaba.

Material e métodos
Citometria de fluxo

Os genomas de duas variedades de H. speciosa (var. speciosa e var. gardneri),
provenientes do Estado de Goiés (14° 3’ 29” S; 47° 59’ 19” W) e da Paraiba (7° 30” 53” S; 34° 53°
07” W), foram medidos e quantificados por citometria de fluxo, utilizando suspensao de nucleos
a partir de folhas jovens, preparada seguindo a descri¢do de Loureiro et al. (2007), usando tampéo
WPB. Um fluxo CyFlow SL cytometer (Partec, Gorlitz, Alemanha) foi utilizado para estimar os
tamanhos dos genomas. O contetido de DNA final para cada variedade foi calculado com base em
trés repeticbes para cada planta. Como controle, foram utilizadas folhas jovens de Solanum
lycopersium (L.) (1C = 1,96 pg DNA) conforme Dolezel and GreilHuber (2010). Os dados de
tamanho dos genomas foram analisados em teste de média, usando 1C value, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. A anlise estatistica foi realizada na plataforma R (Team, 2016).
A quantificacdo do genoma por citometria fluxo foi realizada no Laboratorio de Citogenética da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Material vegetal, isolamento de DNA e sequenciamento de DNA

Foram coletados individuos de mangaba provenientes do municipio de Caapora, Estado da
Paraiba (7° 30” 53 S; 34° 53’ 07” W), para posterior extracdo de DNA, a qual foi realizada na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) — Campus Arapiraca, no Laboratério de Recursos
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Genéticos. O procedimento foi efetuado utilizando aproximadamente 2 cm? (1g) de folhas
(material vegetal vivo), pelo protocolo de Doyle and Doyle (1987), com modificagfes. O DNA
extraido foi analisado por visualizagdo em gel de agarose 1% e quantificado em
espectrofotbmetro. As amostras de DNA foram fragmentadas para obter sequéncias de
aproximadamente 500-600 pares de base (pb) e a partir destas foi construida uma biblioteca para
sequenciamento de nova geracdo (NGS). Os fragmentos foram ligados a adaptadores usando
Illumina Nextera kit e sequenciados paired-end reads com tamanho de 100nt usando a plataforma
Illumina HiSeq2500. O sequenciamento foi realizado no Laboratério Central de Tecnologias de
Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LacTad) na Universidade Estadual de Campinas

(Unicamp), Brasil.

Analise filogenética

Para que os resultados obtidos com H. speciosa fossem passiveis de comparacdes, foi
construida uma arvore filogenética com base nos genomas plastidiais inteiros de espécies da
ordem Gentianales, disponiveis no banco de dados online National Center for Biotechnology
Information — NCBI (Tabela 1), a qual nos permitiu selecionar para este estudo as espécies:
Catharanthus roseus (L.) G. Don, Rhazya stricta Decne (espécies classificadas subfamilia
Rauvolfioideae) e Asclepias syriaca L. (espécie mais divergente, classificada na subfamilia
Asclepiadoideae). A anélise foi realizada utilizando a ferramenta Adegenet do software R (Team,

2016).

Analise da frac@o repetitiva dos genomas de espécies da ordem Gentianales usando o0s
softwares RepeatExplorer e TAREAN

Os reads de H. speciosa, resultantes do sequenciamento foram usados para montar clusters
utilizando um software livre chamado RepeatExplorer (Novak et al., 2010), que engloba
ferramentas que agrupam e caracterizam sequéncias repetitivas provenientes de dados de

39



143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

sequenciamento de nova geracao, gerando uma analise de cluster. Os reads das espécies C. roseus,
R. stricta e A. syriaca utilizados neste trabalho, foram oriundos do NCBI e utilizados também na
montagem de clusters no RepeatExplorer. Os dados de tamanho do genoma destas espécies foram
oriundos do banco de dados online Kew — Royal Botanic Gardens (disponivel em
data.kew.org/cvalues).

Foram utilizados parametros padrdes do software, sendo estes: sobreposi¢cdo minima (K-
mer) de 40 pb entre os reads; e comprimento minimo de 55 nt, para ser considerado significativo
para formacdo do cluster. O detalhamento dos clusters foi realizado para 0s que apresentarem no
minimo 0,01% de repeticdo no genoma. As analises de bioinformatica foram realizadas na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) — Campus Arapiraca. O software Tarean identificou

sequéncias de DNA satélite, permitindo obter monémeros e a proporcao de repeti¢cdo no genoma.

Resultados

Tamanho do genoma

Os resultados da quantificacdo do genoma de H. speciosa var. speciosa e H. speciosa var.
gardneri, por meio da citometria de fluxo, mostraram valor 2C de 0,87 £ 0,02 e 0,88 + 0,01 pg,
respectivamente (aproximadamente 860 Mb). Os valores foram submetidos a teste de Tukey 5%

sendo constatado que ndo diferem estatisticamente entre si (Figura 1).

Analise de componentes principais

A andlise de componentes principais mostra a separacdo da subfamilia Asclepiadoideae
das demais pelo componente 1 e a divisdo de Asclepiadoideae, Secamonoideae e Gentinaceae de
Pericocloideae, Apocynoideae, Rauvolfioideae e um grupo de Asclepiadoideae pelo componente
2. Foi possivel obter a distancia entre Asclepiadoideae e Rauvolfioideae, as quais englobam
especies deste estudo (Figura 2).
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Identificacdo da fracao repetitiva na subfamilia Rauvolfioideae

A andlise da fracdo repetitiva a partir de reads oriundos de NGS formou 162 clusters para
H. speciosa, 316 para Catharanthus roseus, 225 para Rhazya stricta e 239 para Asclepias syriaca,
correspondendo a 15,07%, 35,62%, 21,90% e 49,45%, do genoma, respectivamente (Tabela 2).
Os resultados permitiram observar que H. speciosa possui a menor proporcdo de elementos
repetitivos em relacdo as espécies avaliadas. A maior contribui¢do na fracdo repetitiva é dada
pelos Retrotransposons, ou Elementos Classe 1, os quais representam 6,215% do genoma de H.
speciosa e 25,535% do genoma de A. syriaca, sendo estas a menor e a maior propor¢do de
Retrotransposons dentre as espécies aqui analisadas, respectivamente (Tabela 3 e Figura 3B).

Os retroelementos LTR Ty3/Gypsy foram os mais abundantes em todas as espécies, porém
a porcentagem de retroelementos da superfamilia LTR Ty1/Copia é aproximada variando de 0,5
al%, em relacdo aos da superfamilia LTR Ty3/Gypsy, com excecao da espécie A. syriaca a qual
apresenta cerca de quatro vezes mais elementos LTR Ty3/Gypsy do que LTR Tyl/Copia. Os
retrotransposons Non-LTR foram ausentes em A. syriaca e encontrados em pequenas propor¢des
em H. speciosa, C. roseus e R. stricta, com representacdo de 0,22 %, 0,019% e 0,22%,
respectivamente (Tabela 3 e Figura 3B).

Dentre as familias de elementos LTR Ty3/Gypsy encontradas, a familia Chromovirus foi
a que apresentou maior proporcéo repetitiva dos genomas de H. speciosa, C. roseus e R. stricta,
compondo 2,662 %, 5,103 %, 2,941%, respectivamente. Asclepias syriaca por sua vez, possui
maior proporc¢édo da familia Athila, a qual representa 15,58% de seu genoma (Tabela 2 e Figura
2B). A familia LTR Retrovirus ndo foi encontrada em A. syriaca e presente em pequenas
proporcdes nas espécies H. speciosa, C. roseus e R. stricta, compondo apenas 0,38%, 0,68%,
0,735% de seus genomas. Quanto aos elementos LTR Tyl/Copia, as familias mais abundantes
foram variadas em relacdo as espécies. No genoma de H. speciosa destaca-se a familia Ikeros,
com 1,699% de repeticdo, ja para as espécies C. roseus e R. stricta, a familia Maximus/SIRE foi
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a mais representativa com 1,628% e 1,049% de repeticdo, respectivamente. Em A. syriaca a maior
proporcéo de repeticdo no genoma, nesta superfamilia, foi da familia Bianca (2,078%) (Tabela 3
e Figura 4).

Os transposons, ou elementos Classe 11, apresentaram maiores propor¢oes nas espécies H.
speciosa e C. roseus (1,241% e 3,160%, respectivamente) enquanto que para R. stricta e A.
syriaca, estes elementos ndo chegaram nem a 1% de representatividade em seus genomas (Tabela
3 e Figura 3B). Em relacdo a subclasse | foram encontrados apenas elementos da Ordem TIR
(Terminal Inverted Repeat) com as familias CACTA e hAT presentes em quase todas as espécies
estudadas, com excecdo de A. syriaca na qual apenas as familias CACTA e Mutator forem
encontradas em proporc¢des inferiores a 1%. Rhazya stricta apresentou a maior variabilidade de
transposons subclasse |, tendo em seu genoma a presenca das superfamilias CACTA, hAT, PIF-
Harbinger e Mutator, todas em pequenas proporcdes (menos que 1%). Catharanthus roseus
apresentou familias CACTA, hAT e Mutator, destacando-se a familia CACTA com 1,179% de
repeticdo, seguida da familia Mutator com 1,439%. Hancornia speciosa contém em seu genoma
apenas as familias CACTA e hAT em proporcbes menores que 1%, no entanto, a espécie foi a
Unica, dentre as estudadas, que apresentou a presenca de transposons subclasse 11, da superfamilia
Helitron com proporcao de 0,011%. (Tabela 3 e Figura 4).

A porcentagem de sequéncias de DNA satélite foi de 5,332% para C. roseus e 0,274% para
A. syriaca, no entanto, para as espécies H. speciosa e R. stricta ndo foram encontradas tais
sequéncias, nem mesmo em pequena quantidade (Tabela 2 e Figura 3). O DNA ribossomal
apresenta alta representatividade em H. speciosa, totalizando 4,818% de seu genoma. Para C.
roseus, R. stricta e A. syriaca, as porcentagens de DNAr foram de 1,008%, 1,134% e 2,22%,
respectivamente (Tabela 3 e Figura 3B). Hancornia speciosa apresenta um subrepeat que engloba
13 clusters na regido intergénica (IGS) do DNAr 45S (Figura 5).

Os resultados da analise de componentes principais relacionam-se com as porcentagens e
distribuicdo de elementos repetitivos no genoma, as quais apresentam-se mais semelhantes entre
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as espécies H. speciosa, C. roseus e R. stricta (subfamilia Rauvolfioideae) e mais divergentes com
as caracteristicas da fracdo repetitiva do genoma de A. syriaca (subfamilia Asclepiadoideae)

(Tabela 3, Figuras 2 e 3A).

Discussao
Tamanho do genoma

Elementos repetitivos sdo sequéncias que aparecem diversas vezes no genoma e sao 0s
importantes contribuintes para aumento de seu tamanho (Kazazian Junior, 2004). Anteriormente
achava-se que o tamanho do genoma estava correlacionado com a especificidade do organismo,
no entanto, hoje acredita-se que os retrotransposons da ordem LTR s&o 0s principais responsaveis
para 0 aumento do tamanho gendmico (Feschotte, 2008). O presente estudo revelou contetdos
variados de DNA repetitivo em espécies da ordem Gentianales, as quais possuem genomas
classificados como pequenos (< 3,5 pg).

Ainda que correlacionados com o aumento do tamanho gendmico de espécies vegetais,
genomas pequenos também podem conter elevados contetdos de elementos repetitivos. Aqui
mostramos que A. syriaca (Valor 1C 0,42 pg) possui aproximadamente 50% de DNA repetitivo
em seu conteldo gendmico, 25% correspondente a retrotransposons LTR, enquanto H. speciosa
(Valor 1C 0,44 pg) possui, em média, apenas 15%, de conteldo repetitivo total, destes 6%
retrotransposons. Desta forma, ainda que responsaveis pelo aumento no tamanho do genoma, estes
elementos encontram-se presentes em espécies de genoma pequeno em proporc¢des variadas,
podendo chegar a 50%.

Estudo recente mostrou a comparacdo de contetdos de elementos repetitivos entre
Vallisneria spinulosa S. Z. Yan e outras espécies monocotiledéneas, em que apesar de V.
spinulosa possuir genoma cerca de 5 vezes maior que Sorghum bicolor L. este apresenta maior
quantidade de retrotransposons (Feng et al., 2017). No presente estudo observamos que embora
H. speciosa apresente tamanho genémico préximo ao de A. syriaca e duas vezes maior que R.
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stricta seu conteudo de repeticdo € o menor dentre as espécies analisadas.

Os elementos Tyl-copia e Ty3-gypsy sdo as duas principais superfamilias de
retrotransposons LTR (Wicker et al., 2007). Os resultados comprovam sua abundancia nas
espéecies da familia Apocynaceae, correspondendo a aproximadamente 50% de toda a fracdo
repetitiva com excecdo apenas de C. roseus que apresenta, além destes elementos, transposons,
em especial a superfamilia Mutator.

Estudos acerca da atividade transcricional de elementos das superfamilias Ty3-Gypsy e
Ty1-Copia mostraram que elementos Copia possuem transcricao ativada, sendo assim, expressos
em niveis mais elevados, isto porque elementos Gypsy (mais abundantes) tendem a ser
frequentemente silenciados pela maquinaria molecular celular, justamente por serem
demasiadamente presentes no genoma e ocasionando mutacgdes. As regides de elementos Copia,
gue estdo presentes em menores quantidades, sdo mais propensos a escapar dos mecanismos de
silenciamento (Qiu and Ungerer, 2018). Neste estudo observamos que a superfamilia Gypsy foi
encontrada em maior propor¢do que Copia em Apocynaceae e, dentre as linhagens de Ty3-Gypsy
a cromossoviral foi a mais abundante em H. speciosa, C. roseus e R. stricta (subfamilia
Rauvolfioideae) resultados semelhantes ao encontrado em estudos recentes de DNA repetitivo do
tipo LTR retrotransposons no género Helianthus (Mascagni et al., 2017).

O terminal C de integrase é altamente divergente entre os retrotransposns Ty3-Gypsy, em
sequéncia e tamanho, exceto para uma linhagem especifica referida como cromovirus. Esta
linhagem cromoviral, ou LTR/Gypsy Chromovirus foi a mais representativa nas especies H.
speciosa, R. stricta e C. roseus, diferentemente de A. syriaca a qual teve o grupo Athila em maior
proporcao. Este grupo cromoviral € classificado pela presenca de um cromodominio localizado
no C-terminal da integrase, sugerindo um papel potencial para a especificidade do alvo de
retrotransposons LTR no genoma hospedeiro (Malik and Eickbush, 1999).

Sequéncias de DNAsat encontram-se geralmente em regides especificas e que
desempenham funcdo nos cromossomos, como nos genes de DNA ribossomal, nos telémeros,
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subteldmeros e nos centrémeros apresentando papel potencial na estabilidade do genoma e
segregacdo cromossomica (Jiang et al., 2003; Khost et al., 2017). A auséncia de DNAsat em H.
speciosa e R. stricta sugere que algum elemento transponivel pode ter assumido o papel das
sequéncias de DNAsat ao longo da evolucgéo das espécies.

Os retrotransposons LTR séo frequentemente localizados em centrébmeros de plantas
(Weber and Schmidt, 2009). Os LTRs Gypsy/Chromovirus contém um dominio presente em varias
proteinas envolvidas na remodelacdo da cromatina e na regulagdo da expressdo génica em
eucariotas durante o desenvolvimento do organismo. Os cromodominios sdo capazes de interagir
com diversos componentes da cromatina, incluindo proteinas, RNA e DNA permitindo a interagédo
destes elementos com proteinas centroméricas (Nagaki et al., 2003). Estas caracteristicas
associadas a distribuicdo destes elementos em tandem no DNAr (Figura 5) e a sua elevada
proporcéo em trés das quatro espécies analisadas permitem sugerir que os retrotransposons LTR
Gypsy/Chromovirus atuam como DNA satélite no genoma de H. speciosa.

Caracteristicas como a auséncia de DNA satélite, em duas das trés espécies de
Rauvolfioideae analisadas, e a presenca de elementos LTR/Retrovirus Pararetovirus parecem ser
caracteristicas desta superfamilia, no entanto, de forma geral, mesmo dentro de uma mesma
subfamilia caracteristicas divergentes acerca do componente repetitivo dos genomas podem ser
encontrados como: a presenca de DNA satélite em C. roseus, a presenca de transposons subclasse
Il em H. speciosa, assim como a auséncia nesta espécie de familias LTR/Gypsy Ivana/Oryco e
Maximus/SIRE. Sequéncias repetitivas abundantes apresentam assinaturas genémicas assinaturas
filogenéticas (Dodsworth et al., 2014). Sendo assim, a dindmica dos retrotransposons LTR e suas
contribuicdes para a evolugdo do genoma podem ser usadas para analisar a variabilidade que
ocasionou a subclassificagdo de H. speciosa em suas seis variedades.

Diferentemente da maioria das sequéncias repetitivas, cujas funcbes em sua maioria ndo
sdo claras, as atividades dos genes de DNAr 5S e 45S sdo vitais para 0s organismos, fornecendo
RNAs ribossomais (RNAr) necessarios para a montagem de ribossomos funcionais, que
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representam mais de 90% do RNA celular total (Volkov et al., 2017). Hancornia speciosa
apresenta DNAr em elevada proporcdo (aproximadamente 5%), sendo este um indicativo na
eficiéncia do mecanismo molecular de traducdo de proteinas ou amplificacéo de sitios ao longo
dos cromossomos.

Embora numerosas copias de repeticdes de DNAr coexistam no mesmo genoma, elas
tendem a ser quase idénticas em muitas espécies diploides devido ao processo de homogeneizagédo
de sequéncia, sendo assim, cépias individuais de elementos repetidos ndo evoluem de forma
independente, mas de forma concentrada (\VVolkov et al., 2003). Desta forma, o acimulo de DNAr
pode estar ligado a evolucdo da espécie ou apenas estar relacionado com o funcionamento eficaz
de sua maquinaria de transcri¢do. Trabalhos posteriores envolvendo técnicas de citogenémica
como a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) podem o esclarecer o papel do DNAr em sua

evolucdo em H. speciosa.

Conclusdes

Apesar da forte contribuicdo de elementos transponiveis (TE’s) para o aumento no
tamanho gendmico, espécies de genomas pequenos como o de H. speciosa podem apresentar
elevada propor¢ao de TE’s.

A auséncia de DNAsat em H. speciosa aliada a elevada proporcdo de LTR Ty3-
Gypsy/Chromovirus e sua conformacgdo em tandem na regido do DNAr sugere que ao longo da

evolucdo estes elementos assumiram o papel do DNAsat nesta espécie ,.
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Figura 1. Tamanho do genoma de duas variedades de Hancornia speciosa (var. gardneri e var.

speciosa) a teste de médias usando 1C value, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 2. Arvore filogenética da ordem Gentianales baseada em genomas plastidiais inteiros,

composta pelas subfamilias Ravoldioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e

Asclepiadeae e Gentianaceae (grupo externo).
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Figura 3. (A) Proporgdo de elementos repetitivo nos genomas de H. speciosa, C. roseus, R.

stricta e A. syriaca (B) comparacdo da fracdo repetitiva nos genomas das espécies identificando:

sequéncias de DNA satélite; sequéncias repetitivas ndo classificadas (repeticdes simples); regides

repetitivas do DNAr e; elementos transponiveis classes | e Il retrotransposons (LTRs e N-LTRs)

e transposons, respectivamente.
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Catharanthus roseus (C) Hancornia speciosa e (D) Rhazya stricta, quanto as familias de

elementos transponiveis e subunidades do DNAr.
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Figura 5. DNA ribossomal 45S de Hancornia speciosa composto pelas subunidades 5.8s, 18s e

25.8s e regides repetitivas ricas em sequéncias de LTR Gypsy Chromovirus dos tipos Galadriel e

Reina dispostas em tandem.
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Tabela 1. Referéncias dos genomas plastidiais utilizados na analise filogenética e disponiveis no

(Kleopov) Barbar.

GenBank.
Espécies Subfamilia GenBank n°  Referéncias
Aganosma cysmosa Apocynoideae KJ953903 Straub,S.C. et al. 2016
(Roxb.) G.Don
Echites umbellatus Jacq. Apocynoideae KJ953904 Straub,S.C. et al 2016
Epigynum auritum Apocynoideae KJ953905 Straub,S.C. et al 2016
(C.K.Schneid.) Tsiang &
P.T.Li
Neobracea bahamensis Apocynoideae KJ953906 Straub,S.C. et al 2016
(Britton) Britton
Nerium oleander L. Apocynoideae KJ953907 Straub,S.C. et al 2016
Oncinotis tenuiloba Stapf ~ Apocynoideae KJ953908 Straub,S.C. et al 2016
Pentalinon luteum (L.) Apocynoideae KJ953909 Straub,S.C. et al 2016
B.F.Hansen & Wunderlin
Rhabdadenia biflora Apocynoideae KJ953911 Straub,S.C. et al 2016
(Jacg.) Mull.Arg
Wrightia natalensis Stapf ~ Apocynoideae KJ953913 Straub,S.C. et al 2016
Asclepias syriaca L. Asclepiadoideae JF433943 Straub,S.C. et al 2011
Asclepias albicans Asclepiadoideae  JN710458 Straub,S.C. et al 2012
S.Watson
Asclepias cultriformis Asclepiadoideae  JN710461 Straub,S.C. et al 2011
Harv. ex Schltr.
Asclepias leptopus Asclepiadoideae  JN710462 Straub,S.C. et al 2011
I.M.Johnst.
Asclepias macrotis Torr. Asclepiadoideae  JN710463 Straub,S.C. et al 2011
Asclepias masonii Asclepiadoideae  JN710465 Straub,S.C. et al 2011
Woodson
Asclepias subaphylla Asclepiadoideae JN710467 Straub,S.C. et al 2011
Woodson
Asclepias subulata Decne  Asclepiadoideae  JN710469 Straub,S.C. et al 2011
Asclepias nivea L. Asclepiadoideae  KF539844 Straub,S.C.K. et al 2013
Araujia sericifera Brot. Asclepiadoideae  KF539846 Straub,S.C.K. et al 2013
Astephanus triflorus (L.f.) Asclepiadoideae KF539847 Straub,S.C.K. et al 2013
R.Br.
Eustegia minuta (L.f.) Asclepiadoideae KF539848 Straub,S.C.K. et al 2013
N.E.Br.
Marsdenia astephanoides Asclepiadoideae KF539849 Straub,S.C.K. et al 2013
(A. Gray) Woodson
Matelea biflora (Raf.) Asclepiadoideae KF539850 Straub,S.C.K. et al 2013
Woodson
Orthosia scoparia (Nutt.) Asclepiadoideae KF539851 Straub,S.C.K. et al 2013
Liede & Meve
Sisyranthus trichostomus Asclepiadoideae  KF539852 Straub,S.C.K. et al 2013
K. Schum.
Telosma cordata (Burm. f.) Asclepiadoideae  KF539853 Straub,S.C.K. et al 2013
Merr.
Vincetoxicum rossicum Asclepiadoideae KF539854 Straub,S.C.K. et al 2013
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Cynanchum wilfordii
(Maxim.) Hemsl.
Cynanchum  auriculatum
Royle ex Wight

Gentiana robusta King ex
Hook.f.

Gentiana lawrencei var.
farreri (Balf.f.) T.N.Ho
Periploca sepium Bunge
Hancornia speciosa
Gomes

Catharanthus roseus (L.)
G. Don

Rhazya stricta Decne
Carissa macrocarpa
(Eckl.) A.DC.

Secamone afzelii (Schult.)
K.Schum.

Asclepiadoideae
Asclepiadoideae
Gentianeae
Gentianeae

Periplocoideae
Rauvolfioideae

Rauvolfioideae

Rauvolfioideae
Rauvolfioideae

Secamonoideae

NC_029459
NC_029460
KT159969
KX096882

KJ953910

KC561139

KJ123753
KX364402

KF539845

Jang, W. et al 2015
Jang, W. et al 2015

Ni,L.H.
2016
Fu,P.-C., Sun,S.-S. and
Chen,S.-L. 2016
Straub,S.C.K. et al 2014

and Zhao,Z.L.

Ku,C. 2013

Yates,S.A. 2015
Jo,S. et al 2017

Straub, S.C.K. et al 2013
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Tabela 2 - Tamanho dos genomas e resultados do agrupamento de sequéncias usando

RepeatExplorer ara as espécies H. speciosa, C. roseus, R. stricta e A. syriaca.

Tamanho do Reads analisados Reads in Proporcéao repetitiva
Espécies genoma [pg - Mb] [pb] Cobertura clusters [pb] [%6]
H. speciosa 0,44 — 430,32 660744 0,07 252652 15,07
C. roseus 0,76 — 743,28 661788 0,08 325788 35,62
R. stricta 0,28 — 274,00 660754 0,24 256683 21,89
A. syriaca 0,42 — 410,76 661946 0,16 491062 49,45
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Tabela 3 — Distribuicdo de elementos repetitivos com mais de 0,01% de representacdo nos

genomas de H. speciosa, C. roseus, R. stricta e A. syriaca, classificada de acordo com Wicker et

al. (2007) em Classe , Subclasse, Superfamilia e Familia.

% Genoma
Classe Subclasse Ordem Superfamilia Familia H. speciosa C.roseus R.stricta A. syriaca

Ale 0,342 0,801 0,678 0,606

Angela 0,250 0,850 0,355 0
Bianca 0,042 0,015 0,273 2,078
Ikeros 1,699 0,300 0 0,040
Tyl-Copia Ivana/Oryco 0 0,0099 0,721 0,427

SIRE 0 1,628 1,049 0

TAR 0,100 0,571 0,180 0
Retrotransposons LTR Tork 0,052 1,970 0,808 1,947
Total 2,485 6,1449 4,064 5,098
Athila 0,300 1,302 1,702 15,580
Ty3- Gypsy Chromovirus 2,662 5,103 2,941 2,180
Ogre/Tat 0,171 0 1,066 2,677
Total 3,133 6,405 5,709 20,437

Retrovirus Pararetrovirus 0,380 0,680 0,735 0

Non-
LTR

(LINE) L1 0,220 0,019 0,220 0
Total 6,218 13,249 10,728 25,535
CACTA 0,459 1,179 0,050 0,021

hAT 0,771 0,542 0,140 0

Transposons Suclassel  TIR PIF-Harbinger 0 0 0,026 0
Mutator 0 1,439 0,265 0,042
Total 1,230 3,160 0,481 0,063

Sublasse 1l Helitron Helitron 0,011 0 0 0
Total 1,241 3,160 0,481 0,063
Total (TE's) 7,459 16,409 11,209 25,598
DNA ribossomal rDNA 4,818 1,008 1,134 2,220
DNA satélite satDNA 0 5,332 0 0,274

Total ndo

classificado 7,609 13,882 10,682 23,582
Total de repeticéo 15,068 35,623 21,891 49,454
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