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Resumo

A soja [G. max (L.) Merr.] é considerada a principal oleaginosa cultivada, tendo sido
a primeira leguminosa a ser sequenciada, gerando informacfes genbmicas
importantes. O presente trabalho teve por finalidade realizar um estudo gendémico
comparativo, mediante a localizacdo in situ de oito BACs (Bacterial Artificial
Chromosomes) pertencentes aos grupos de ligacdo G (pseudomolécula 18, quatro
BACSs) e J (pseudomolécula 16, quatro BACs) de G. max (2n = 40) em cromossomos
de G. soja (2n =40), G. syndetika (2n = 40), G. tabacina (2n = 80) e G. tomentella (2n
= 78). As analises citogenéticas das sondas em G. max, G. soja e G. syndetika
mostraram que sete BACs apresentaram marcacao Unica em um ou dois pares
cromossOmicos, exceto para G. soja com 0 BAC 176B09 (trés pares) e G. syndetika
com o BAC93L17 (quatro pares). Para o BAC 173N15 em G. max e G. soja foram
reveladas marcacdes de DNA repetitivo nas regides centroméricas e
pericentroméricas em todos os cromossomos de G. max e em 10 pares de G. soja,
demonstrando diferenciacdo dessas regides ao longo da evolugcdo. Devido a
presenca do DNA repetitivo, esse BAC ndo foi hibridizado nas demais espécies. Em
G. tabacina, dois BACs de cada grupo de ligacao foram hibridizados em um par de
cromossomos homedlogos equivalente, sendo visualizadas algumas marcas extras
para os BACs do Gm18. Em relacdo a G. tomentella, apenas para os BACs de
Gml6 (102N16 e 145012) foi possivel identificar o par cromossdmico de
homeologia em relagdo a G. max, observando-se contudo a presenga de sinais
extras também referentes a possiveis alteracdes, como duplicacdo e translocacéo.
Os BACs de Gm18 (97L17 e 176B09) hibridizaram em diferentes cromossomos G.
tomentella (dois pares cada), indicando provaveis rearranjos cromossémicos ao
longo da evolucado. Para os BACs 102N16 (Gm16) em G. tomentella, 93L17 (Gm18)
em G. syndetika e G. tomentella e 176B09 (Gm18) em G. soja, um dos pares extras
foi associado a um par de sitios de DNAr 45S decorrentes de possiveis divergéncias
dos espacadores intergénicos em sitios de DNAr. Foi observado também que para
Gm18, a orientacdo do mapa de sequenciamento parece estar invertida em relagéao
a morfologia cromoss6mica. De um modo geral, os resultados sugerem uma quebra
de sintenia para Gm16 em G. syndetika, G. tomentella e para Gm18 em todas as
espécies analisadas.

Palavras-chave: BAC, FISH, Glycine max, mapa cromossdmico, soja
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Abstract

Soybean [G. max (L) Merr.] is considered the main cultivated oil plant and also the
first oilseed crop and legume sequenced, generating important genomic information.
The present work aimed to perform a comparative genomic study, through in situ
localization of eight BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) sequences belonging to
linkage groups G (pseudomolecule 18, four BACs) and J (pseudomolecule 16, four
BACs) from G. max (2n = 40) in G. soja (2n = 40), G. syndetika (2n = 40), G.
tabacina (2n = 80) and G. tomentella (2n = 78) chromosomes. Cytogenetic analyzes
using the probes in G. max, G. soja and G. syndetika showed that seven BACs
yielded single markers in only one or two chromosome pairs, except for G. soja with
the BAC 176B09 (three pairs) and G. syndetika with BAC93L17 (four pairs). In G.
max and G. soja, only 173N15 revealed a DNA repetitive mark when hybridized in
situ in pericentromeric and centromeric regions in all chromosomes of G. max and 10
pairs of G. soja, showing differentiation of these regions throughout evolution. Due to
the presence of repetitive DNA, the BAC has not been hybridized in the other
species.In G. tabacina two BACs of each linkage group hybridized on a pair of
homeologous chromosomes, equivalent being viewed some extra markers viewed for
the Gm18 BACs. In relation to G. tomentella, only for the BACs of Gm16 (102N16
and 145012) there was a conservation of synteny as compared with G. max,
observing however the presence of some extra signals, such as duplication and
translocation. The BACs of Gm18 (97L17 and 176B09) hybridized on different
chromosomes (two pairs each) in G. tomentella, what indicate probable chromosomal
rearrangements during evolution. For BACs 102N16 (Gm16) in G. tomentella, 93L17
(Gm18) in G. syndetika and G. tomentella and 176B09 (Gm18) in G. soja, one of the
extra pairs was associated with a pair of 45S rDNA sites related to possible
differences in the intergenic spacers of rDNA sites. It was also observed that for
Gm18, the map orientation sequencing appears to be inverted with respect to the
chromosome morphology. The results suggest a break of synteny for Gm16 in G.
syndetika and G. tomentella and for Gm18 in all analyzed species.

Keywords: BAC, FISH, Glycine max, chromosomal map, soybean
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1. Introducéo

A soja [Glycine max (L) Merr.] € uma planta dicotileddnea, pertencente a
subfamilia Papilionoideae (Fabacecae), que tem grande importancia econémica e
ampla distribuicdo. Os grédos da soja sdo utilizados para muitos fins, porém, a maior
importancia da soja estad relacionada a producdo de O6leo para a industria e
alimentacdo humana. Além disso, pode ser usada para a producdo de farelo para
racdo animal e na recuperacao de solos (fixacdo de nitrogénio atmosférico no solo),
além de servir como matéria-prima para a producdo de biocombustivel (Costa Neto
et al., 2000; Graham e Vance, 2003; Chung e Singh, 2008).

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor de soja, com Varios
programas de melhoramento visando a obtencdo de cultivares com resisténcia a
pragas, doencas e estresses ambientais, gerando plantas mais produtivas e/ou com
caracteristicas que atendam aos mercados industrial e alimenticio (Embrapa, 2012).
Recentemente, a conclusdo do sequenciamento da soja permitiu 0 uso das
informacdes moleculares para a construgdo de mapas genéticos e fisicos, auxiliando
no entendimento da estrutura e da organizacdo gendémica em alguns grupos de
plantas, fornecendo informacdes Uteis para a manipulacdo genética e consequente
obtencéo de gendtipos superiores (Soybase, 2012). Dentre as técnicas citogenéticas
gue auxiliam no estudo do genoma, destaca-se a hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH), a qual permite a localizagéo fisica exata de sequéncias de DNA ao longo dos
cromossomos e possibilita a construcdo de mapas citogenéticos e a sua integracao
com o0 mapa genético (Guerra, 2004; Fonséca et al., 2010).

Nesse sentido, cromossomos artificiais de bactérias (BACs), contendo marcas
genéticas de interesse para a soja, podem ser selecionados in silico e obtidos
através do site: http://soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/ (Mudge et al., 2005a)
para uso como sondas na FISH. Andlises BAC-FISH em soja, G. soja Sieb. e Zucc. e
G. gracilis Skvortz, realizadas por Findley et al. (2010; 2011), por exemplo, tém
servido como base para estudos de evolucdo cariotipica e de genbmica
comparativa, contribuindo para analise da macrossintenia no género e fornecendo
informagOes importantes para programas de melhoramento. Dessa forma, o
presente trabalho visou realizar um estudo genémico comparativo, mediante analise
do padréo de distribuicdo de sequéncias BACs de soja em G. max (2n = 40) , G. soja
(2n = 40), G. syndetika B. E. Pfeil e Craven (2n = 40), G. tabacina Benth (Labill,) (2n
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= 80), e G. tomentella Hayata (2n = 78), a fim de colaborar para o entendimento das

relacdes de macrossintenia existentes nesse grupo de plantas.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 4

Revisao da Literatura
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2. Revisao da literatura

2.1 O género Glycine Willd.

Fabaceae é a terceira maior familia das angiospermas, a qual corresponde as
leguminosas. Possui uma ampla variedade de habitos vegetativos, o que possibilita
uma ocupacédo dos mais diversos tipos de habitats (Lewis et al., 2005). Engloba
cerca de 20.000 espécies distribuidas em 730 géneros, entre 0s quais, destacam-se
Arachis L., Cicer L., Glycine Willd., Lotus L., Medicago L., Phaseolus L., Pisum L. e
Vigna Savi (Doyle e Luckow, 2003; Chung e Singh, 2008; APG lllI, 2010). Além da
grande importancia econbmica, as leguminosas tém contribuido para o
enriquecimento do solo, por meio da fixacdo de nitrogénio atmosférico mediante sua
interacao simbidtica com bactérias rizébios, presentes no solo (Zhukov, 2009).

Glycine é um dos géneros mais importantes entre as leguminosas. Esta
dividido dois subgéneros, Glycine Willd. (perene) e Soja (Moench) F.J. Herm (anual),
com numeros cromossdmicos somaticos variando entre 38 e 80 (Chung e Singh,
2008). O subgénero Glycine € composto por 26 espécies nativas da Australia e de
ilhas do oceano Pacifico. Dessas, 21 apresentam cariétipo com 2n = 40
cromossomos (ver Tabela 1); duas espécies mostram 2n = 80 (G. dolichocarpa
Tateishi e Ohashi e G. pescadrensis Hayata); duas espécies possuem 2n = 40 ou 80
(G. hirticaulis Tind. e Craven e G. tabacina), e uma (G. tomentella), que apresenta
quatro citotipos diferenciados em: diploide, tetraploide e dois aneuploides, 2n = 40,
80, 38 e 78, respectivamente. De um modo geral, as espécies do subgénero Glycine
sdo extremamente diferentes em morfologia, citologia e genoma. Além de crescerem
em climas muito diferentes, e terem uma distribuicdo geogréfica bastante ampla,
nunca foram domesticadas e permanecem como espécies perenes e selvagens
(Chung e Singh, 2008).

O subgénero Soja, por sua vez, inclui apenas duas espécies: uma muito
importante economicamente, a soja G. max com 2n = 40 e a espécie selvagem, G.
soja, com 2n = 40, ambas tetraploides e anuais. Os genomas de G. soja e G. max

sao similares, sendo designados por G e G1, respectivamente (Singh et al., 2007b).
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Tabela 1. Espécies do género Glycine Willd. e seus respectivos nimeros cromossémicos.

Espécies do subgénero 2n  Espécies do subgénero 2n
Glycine Willd. Glycine Willd.

G. albicans Tindale and Craven 40 G. microphylla (Benth.) Tindale 40
G. aphyonota B. Pfeil 40 G. montis-douglas B.E.Pfeil and Craven 40
G. arenaria Tindale 40 G. peratosa B. E. Pfeil and Tindale 40
G. argyrea Tindale 40 G. pindanica Tindale and Craven 40
G. canescens F. J. Hermann 40  G. pullenii B. Pfeil, Tindale and Craven 40
G. clandestina Wendl. 40 G. rubiginosa Tindale and B. E. Pfeil 40
G. curvata Tindale 40 G. stenophita B. Pfeil and Tindale 40
G. cyrotoloba Tindale 40 G. syndetika B.E. Pfeil and Craven 40
G. falcata Benth. 40 G. pescadrensis Hayata 80
G. gracei B.E. Pfeil and Craven 40 G. dolichocarpa Tateishi and Ohashi 80
G. latrobeana (Meissn.) Benth. 40 G. hirticaulis Tindale and Craven 40 e 80
G. lactovirens Tindale and Craven 40 G. tabacina (Labill.) Benth. 40e 80

G. latifolia (Benth.) Newell and Hymowitz 40 G. tomentella Hayata 38, 40, 78 e 80

Espécies do subgénero 2n

Soja (Moench) F.J. Hermann

G. soja Sieb. & Zucc. 40
G. max (L.) Merr. 40

2.1.1 Filogenia do género Glycine Wild.

Estudos com base nas analises de DNA nuclear, DNAm/ITS 5,8S,
cloroplastidial e de histonas (H3-D) permitiram examinar a filogenia das espécies no
género Glycine (Doyle et al., 1990; 1999; 2002; Hsing et al., 2001; Rauscher et al.,
2004; Pfeil et al., 2006). De acordo com as analises de DNAr/ITS 5,8S feitas por
Hsing et al. (2001), o subgénero Glycine apresenta-se organizado em cinco clados:

I. G. cyrtoloba e G. curvata (genoma C);

Il. G. albicans e G. lactovirens (genoma I), G. tomentella 40, 78 e 80 (genoma
variavel), G. arenaria (genoma H), G. hirticaulis (genoma H), G. pindanica, G.
tomentella (tom38);

lll. G. tabacina, G. dolichocarpa (genoma B), G. argyrea, G. canescens, G.
clandestina (genoma A), G. latrobeana (genoma A);

IV. G. latifolia, G. tabacina, G. microphylla (genoma B), e

V. G. falcata (genoma F).

Nesses estudos foram observados que os representantes de G. tomentella

sao polifiléticos (Brown et al., 2002), de modo semelhante aos dados de histonas
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H3-D, os quais também mostraram que existem varios grupos polifiléticos em G.
tabacina e em G. tomentella (Doyle et al., 2002, 2004). Glycine tomentella, por
exemplo, consiste de seis 'racas' (T1-T6), cada um com uma combinacgao diferente
de genomas diploides (Doyle et al., 2004). Diferentemente, o subgénero Soja
representado por G. soja e G. max (ambos com genoma G) forma um grupo
monofilético.

As analises cloroplastidiais no subgénero Glycine, por sua vez revelaram a
presenca de trés grupos representados por trés genomas cloroplastidiais: Genoma A
(G. albicans, G. aphyonota, G. arenaria, G. argyrea, G. clandestina, G. falcata, G.
hirticaulis, G. lactovirens, G. latrobeana, G. peratosa,G. pescadrensis, G. pindanica,
G. pullenii, G. rubiginosa e G. tomentella); Genoma B (G. latifolia, G. microphylla, G.
stenophita, G. dolichocarpa e G. tabacina) e Genoma C (G. cyrtoloba e G. curvata)
(Doyle et al., 1990).

2.1.2 Pools génicos

Baseado no sucesso de hibridacédo entre e/ dentre as espécies, ou seja, ha
facilidade de troca de genes entre elas, trés pools génicos podem ser considerados:
primario (GP-1), secundario (GP-2) e terciario (GP-3) (Harlan e deWet 1971, citado
por Chung e Singh, 2008, Borém et al., 2005). O pool génico primario consiste de
espécies biolégicas, que quando cruzadas, sdo capazes de produzir hibridos
vigorosos, que exibem pareamento cromossémico meiodtico normal e total fertilidade
de sementes (Singh et al., 2003). A segregacdo dos genes na F; € normal e a troca
de genes é geralmente facil. Para o género Glycine, o GP-1 é composto por todos os
acessos de soja (G. max) e pela espécie selvagem G. soja (Singh et al., 1998;
Chung e Singh, 2008). O pool génico secundario inclui espécies pertencentes ao
mesmo género, as quais podem ser cruzadas com GP-1, porém com dificuldade e
com fertilidade apenas parcial em F;. Em soja, ndo h& espécie conhecida para GP-2
(Chung e Singh, 2008).

Por sua vez, o GP-3 inclui cruzamentos entre espécies pouco aparentadas de
outros géneros ou espécies pouco relacionadas do mesmo género. Em geral, a
hibridagédo é muito dificil e a esterilidade e/ou anomalia do hibrido sdo comuns, com
necessidade de resgate de embribes e enxertia, entre outras medidas (Harlan e de
Wet, 1971). Aparentemente, apenas G. argyrea, G. canescens e G. tomentella estdo

incluidas em GP-3. A producédo de hibridos F; dessas espécies com soja € possivel
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mediante cultura de embrides, embora sejam estéreis (Singh et al., 1998; Chung e
Singh, 2008). Somente para cruzamentos entre G. max e G. tomentella (2n = 78) foi
desenvolvida uma metodologia para a producdo de linhagens férteis derivadas,
permitindo a introgressédo transversal de genes uteis a partir de GP-3 (Singh e
Chung, 2007a).

O pool génico quaternario (GP-4) é formado por espécies que apresentam
barreiras pré e pés-hibridizacdo que inibem o desenvolvimento do embrido e geram
0 aborto prematuro. Raramente a letalidade das plantulas hibridas e a inviabilidade
de sementes hibridas e de plantas F; podem ser contornadas por cruzamentos-
ponte dentro do género Glycine (Singh et al., 2007a), observando-se que a maioria
das 26 espécies do subgénero Glycine estédo incluidas em GP-4. Entretanto, apenas
algumas espécies de Glycine silvestres perenes foram hibridizadas com soja, como

por exemplo, G. clandestina, G. latifolia e G. tabacina (Chung e Singh 2008).

2.2 Importancia econdémica da soja

Os gréos de soja sdo muito usados pela agroindustria, industria quimica e de
alimentos. Na alimentacdo humana, participam da composi¢cado de varios produtos
como Oleo refinado, temperos, preparo de bebidas, entre outros (Agnol et al., 2010).
Possuem elevados teores de proteina e energia para nutricdo, apresentando cerca
de 17 a 18% de 6leo e 35 a 37% de proteina bruta de elevado valor biolégico que
oferece uma combinagéo excelente para uma dieta equilibrada dos seres humanos.
Recentemente, a soja vem se destacando como fonte alternativa de biocombustivel
(Costa Neto et al., 2000; Chung e Singh, 2008).

O cultivo da soja € anual e compreende as regifes subtropicais entre 50° de
latitudes Norte e Sul (Li e Nelson, 2001), tendo como principais produtores os
Estados Unidos, o Brasil, a Argentina e a China, que juntos, respondem por
praticamente 87% da producdo mundial, ou seja, 263,7 milhdes de toneladas e um
total de 103,5 milhBes de hectares de area plantada (USDA, 2012, CONAB, 2012).
Por ser uma espécie empregada como cultura de verdo, € muito utilizada no cultivo
de rotagcdo com outras plantas, nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, desde a
década de 90 (Silva et al., 2010). No comércio mundial, a soja € classificada como a
primeira entre as principais oleaginosas como a colza, o amendoim, algodéo,

girassol, linhaca, gergelim e acafrdo (FAO STAT, 2009). No Brasil, o comércio da
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soja registrou uma reducdo de 8,95 milhdes de toneladas, passando de 75,32
milhdes de toneladas colhidas na safra 2010/11 para 66,37 milhdes na safra atual,
totalizando 24,2 milhdes de hectares de é&rea plantada e 3.106 Kg/ha de
produtividade. Em 2011, as condi¢des climaticas adversas causadas pelo fendbmeno
“‘La NihAa” foram responsaveis pelo resultado negativo da safra, sobretudo nos
estados da regido Sul, parte do Sudeste e no Sudoeste de Mato Grosso do Sul,
além da estiagem nos estados da regido Nordeste, que causou perdas em todas as
culturas (CONAB, 2012).

Atualmente, ha varios programas de melhoramento trabalhando no
desenvolvimento da cultura da soja no Brasil. No Parani desde 1975 a Embrapa
Soja (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Soja, Londrina) possui o
segundo maior programa de melhoramento da soja do pais, atrds apenas da
empresa privada Tropical Melhoramento e Genética Ltda. (TMG) assistindo os
produtores do Nordeste, Sudeste e do Centro-Oeste, lancando cultivares mais
adaptadas ao cultivo sob as condi¢des tropicais com baixas latitudes. No Sudeste
brasileiro, a Companhia Monsanto € uma empresa privada, trabalhando desde 1963
na cadeia produtiva de soja no Brasil, desenvolvendo cultivares com varias
caracteristicas desejaveis para melhor atender as necessidades da regido, como € o
caso da soja transgénica com resisténcia ao herbicida glifosato, conhecida como
soja RR (Roundup Ready®). Destacam-se ainda a Fundac&o de Apoio & Pesquisa

Agropecuaria de Mato Grosso (Fundacdo MT).

2.3 Origem e domesticacéo da soja

A soja cultivada é uma espécie paleotetraploide com 2n = 40 cromossomos.
Observa-se que duas rodadas de duplicacdes do genoma (autopoliploide) ou
hibridag6es (alopoliploide) podem ter ocorrido. Estima-se que a primeira duplicagao
tenha ocorrido ha 45 milhées de anos e a segunda ha 14,5 milhdes, e que os dois
eventos de duplicacdo foram seguidos pela adicdo, perdas de genes, bem como
numerosos rearranjos cromossdmicos (Schlueter et al., 2004; Schmutz et al., 2010).
Além dessas transformagdes, observa-se que a maioria dos alelos raros presentes
na soja selvagem tenha sido perdida durante sua domesticagao (Schlueter et al.,
2007; Hyten et al., 2006).

Segundo Vavilov (1992) citado por (Guo et al., 2010), o género Glycine tem

como centro de origem, diversidade e domesticacdo o leste da Asia, que
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compreende a China e regifes adjacentes como o0 nordeste da Russia, Peninsula
Coreana e Japao; onde foi domesticado hd mais de 5.000 anos, a partir de seu
progenitor selvagem anual, G. soja (Figura 1). Por essa razao a soja, € considerada
uma das mais antigas plantas cultivadas. Posteriormente, as espécies de Glycine
foram levadas do Japdo e da China para o continente europeu em 1712, mas,
somente em 1739 foi cultivada na Franca e depois introduzida na Inglaterra (1790) e
Italia (1840) (Bonetti et al., 1977 citado por Camara, 2011).

A soja foi introduzida no continente americano em 1804, nos Estados Unidos
da América, e chegou ao Brasil pelo estado da Bahia em meados da década de
1880 (Figura 1). Em 1908, imigrantes japoneses introduziram-na em S&o Paulo e em
1914 foi cultivada no Rio Grande do Sul. Somente na década 1970 se iniciou 0
cultivo em grande escala e a partir de 1990 o pais tornou-se o segundo maior
produtor mundial da cultura da soja, com 22,8% da produc¢do mundial. Atualmente, &
responsavel por 27,1 % do plantio da soja (CONAB, 2012).

Inglaterra & Russia
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Canada _y 790" Alemanha P 1904
, Franga 4742
1
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Figura 1. Origem e distribuicdo geogréafica da soja (Glycine max), incluindo areas de
introducédo para o cultivo. Fonte: Adaptado de Camara (2011) cedido por Bonetti (1970).

2.4 Construcéao de bibliotecas BACs e sequenciamento tipo shotgun

Os cromossomos artificiais de bactérias (BACs) toleram inser¢cdes com cerca

de 100 a 500 kb e sdo considerados vetores apropriados para clonagem de grandes
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fragmentos de DNA na geracédo de uma biblioteca de DNA gendmico (Tunster et al.,
2011). Para a construcdo de uma biblioteca BAC, faz-se necesséario um grande
namero de clones BAC, o qual varia de acordo com o tamanho do genoma da
espécie. Por exemplo, considerando uma média de inser¢cées de BACs com 100 kb
nos genomas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (125 Mb) e do arroz (450 Mb),
foram necessarios 7.000 e 23.000 clones BACs, respectivamente, para cobrir o
genoma (Choi et al., 1995; Zhang et al., 1996). No entanto, espécies com grandes
genomas, tais como a cevada (5000 Mb) e o trigo diploide (5600 Mb), requereram
250.000 e 280.000 clones BAC, respectivamente, para uma cobertura semelhante
(Lijavetzky et al., 1999; Yu et al., 2000).

Em soja, a fonte de DNA para bibliotecas BACs foi a cultivar Williams 82,
escolhida como o genoétipo modelo pela comunidade cientifica para estudos
gendmicos (Stacey et al., 2004). Trés enzimas de restricao diferentes Hindlll, Bstyl,
e EcoRlI, foram usadas para construir as trés bibliotecas, GM_WBa, GM_WBb, e
GM_WBc, respectivamente. O tamanho de inser¢do médio de GM_WBa, GM_WBb,
GM_WBc, e GSS_Ba foram 150, 150, 131 e 150 kb e representam uma cobertura de
5,4;12; 10,9 e 12 vezes 0 genoma, respectivamente (Ha et al., 2012). Para 0 acesso
P1468916 de G. soja foi construida uma biblioteca BAC, chamada GSS_Ba, com o
uso da enzima Hindlll.

O sequenciamento do tipo shotgun € formado a partir da fragmentacao de
sequéncias de DNA realizado mediante o uso de enzimas de restricdo, ou das
técnicas de sonicacdo ou nebulizacdo, seguida da inser¢cdo dos fragmentos em
vetores como BACs e organizacdo de contigua (em contigs). Alguns desses contigs
apresentam sequéncias semelhantes constituidas, em sua maioria, por DNA
repetitivo, que se sobrepbem (scaffolds) e podem ndo ser sequenciados
adequadamente e formar lacunas (gaps) nas regibes apropriadas. A presenca
dessas lacunas (gaps) representa um desafio substancial na montagem de
fragmentos no sequenciamento shotgun impedindo o total entendimento da
organizacdo do genoma (Shoemaker et al., 2008, Schmutz et al., 2010).

As sequéncias obtidas também podem ser ancoradas em mapas genéticos de
marcadores moleculares, como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism -
Polimorfismo em Comprimento de Fragmentos de Restricdo), possibilitando a
integracdo do mapa genético ao sequenciamento, permitindo assim, caracterizar e
isolar os genes correspondentes as caracteristicas desejaveis (Mudge et al., 2004;
2005a).
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2.4.1 Sequenciamento do genoma da soja

Glycine max foi a primeira leguminosa a ter seu genoma sequenciado e
montado, permitindo o desenvolvimento de ferramentas essenciais para o
melhoramento genético da cultura (Schmutz et al., 2010). Para servir como uma
fonte promissora de genes e de alelos que foram perdidos durante os gargalos da
domesticacdo de G. max, a soja selvagem, G. soja, também teve seu genoma
sequenciado (Kim et al., 2010; Ha et al., 2012).

O sequenciamento shotgun usado no mapeamento fisico de G. max
compreendeu cerca de 950 milhdes de pares de bases (Mb), que ancorados
representam 85% dos 1.115 Mb. A maior parte das sequéncias do genoma esta
montada em 20 pseudomoléculas e apresenta 397 sequéncias scaffolds, que se
encontram ancoradas nas regifes do genoma de forma inequivoca (Arumuganathan
e Earle, 1991; Schmutz et al., 2010). Um conteudo adicional de 17,7 Mb esta
presente em 1.148 sequéncias scaffolds ndo ancoradas, as quais sdo constituidas
principalmente por DNA repetitivo e contém menos de 450 genes preditos (Schmutz
et al., 2010). Para montagem do mapa fisico de G. max foram ancorados 4.628
marcadores genéticos compostos de 3.952 marcadores microssatélites do tipo SSRs
(Simple Sequence Repeats - Repeticdes de Sequéncias Unicas) e 676 marcadores
RFLP. Desses marcadores, 1.725 foram considerados como marcadores multiplos
(MHM), indicando que os marcadores foram ancorados em dois ou mais clones BAC
(Ha et al., 2012).

A auséncia de sequéncias ancoradas em 15% do genoma € resultante de
regides repetitivas, onde ha escassez de recombinacdo e de marcadores genéticos
(Wu et al., 2004; Schmutz et al., 2010). O genoma da soja possui cerca de 57% de
DNA repetitivo em regibes heterocromaticas pericentroméricas (regides pobres em
genes, onde sao encontrados aproximadamente 22% de genes), com varias regidées
duplicadas, apresentando uma média de 2,55 segmentos duplicados com até seis
copias por gene (Shoemaker et al., 1996; Schmutz et al., 2010), o que dificulta a
montagem de contigs (Song et al., 2004).

O genoma de G. soja foi sequenciado usando o analisador de genoma,
Genome lllumina, resultando em 48,8 Gb de sequéncias, correspondendo a 52
vezes a cobertura do genoma. Compreende cerca de 915,4 Mb, ou seja, 97,65% de

937 Mb do genoma de G. max, com um total de 2,5 milhdes de SNPs (Single
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Nucleotide Polymorphism - Polimorfismos de um Unico Nucleotideo), previstos entre
o0 genoma de G. max e G. soja. Cerca de 2.167.728 (86,5%) e 337.257 (13,5%)
SNPs foram localizados em regides ndo génicas e génicas, respectivamente (Kim et
al., 2010; Ha et al., 2012).

O uso das informacdes de sequenciamento de culturas importantes, incluindo
a soja, promete revolucionar a analise gendmica, contribuindo especialmente para o
melhoramento de plantas (Shultz et al., 2006). Facilitard o monitoramento de
caracteristicas de interesse nos cruzamentos, a avaliacdo de alteracdes
cromossOmicas e o0 processo de escolha das melhores cultivares, além de permitir a

identificacdo das afinidades cromossdmicas de diferentes espécies (Wu et al., 2008).

2.5 Sintenia entre soja e outras leguminosas

A sintenia e colinearidade podem ser definidas como conservacdo do
conteddo e da ordem génica entre diferentes espécies (Mudge, 2005b). O
mapeamento comparativo entre espécies foi estudado inicialmente em gramineas,
as quais tém apresentado uma conservacao génica relativamente alta, observando-
se grandes blocos sinténicos entre diferentes espécies (Gale e Devos, 1998, Mugde
et al., 2005b).

Em leguminosas, analises genbmico-comparativas também tém sido
realizadas entre diferentes espécies (Choi et al., 2004; Bertioli et al., 2009; McClean
et al., 2010; Muchero et al., 2009). A soja € considerada um excelente modelo para
estudar a dinamica evolutiva de um genoma paleopoliploide, especialmente por ter
seu genoma sequenciado (Schmutz et al., 2010), o qual pode ser comparado ao de
outras leguminosas, mediante analise da sintenia, identificando regibes ortélogas
(sequéncias génicas homodlogas diferenciadas por especiacdo e localizadas em
genomas de diferentes organismos), como por exemplo, entre G. max, Medicago e/
ou Lotus (Choi et al., 2004).

Estudos entre G. max, Pisum sativum L., Medicago truncatula Gaertner, Lotus
japonicus (Regel) K. Larsen e Populus trichocarpa (Torr. e Gray) (familia
Salicaceae), por exemplo, demonstraram que a sintenia é considerada elevada entre
as espécies estreitamente relacionadas e diminui a medida que aumenta a distancia
filogenética (Bordat et al., 2011). Outro trabalho relacionado ao estudo da sintenia
entre A. thaliana , G. max e M. truncatula sugere que houve extensas adi¢des e/ ou

supressodes de genes apos a divergéncia destas espécies (Schlueter et al., 2008).
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Entre G. max e Phaseolus vulgaris L., McClean et al. (2010) revelaram
extensos blocos de loci compartiihados mediante estudos de sintenia com
mapeamento usando RFLP e andlise de EST (Expressed Sequence Tags -
Etiquetas de Sequéncias Expressas). Estes autores observaram fortes evidéncias de
que a soja teve uma duplicacdo ha 11 milhdes de anos, por meio de
autopoliploidizag&o, seguida por diversas quebras e rearranjos. Esses eventos foram
observados na maioria dos cromossomos de soja por serem compostos de
fragmentos de véarios cromossomos do feijdo comum (McClean et al., 2010). Entre
Vigna unguiculata (L.) Walp., G. max e M. trucatula, multiplas regibes de sintenia
também foram observadas. Os genomas de G. max e M. truncatula exibiram regides
génicas homedlogas com cerca de 85 e 80% de SNPs mapeados em feijdo-caupi,
respectivamente, indicando que o genoma de feijdo-caupi € mais semelhante ao de
G. max do que M. truncatula (Lucas et al., 2011). A integracdo de mapas de ligacéo
e de sequenciamento com o mapa citogenético da G. max também tem sido usada
para estudar a macrossintenia entre G. max e as espécies G. soja e G. gracilis,

como sera detalhado a seguir (Findley et al., 2010; 2011).

2.6 Estudos citogenéticos em Glycine Willd.

2.6.1 Analises convencionais

Apesar da soja ser uma leguminosa muito valiosa, ndo € considerada uma
planta modelo para estudos citogenéticos, por apresentar um grande namero de
cromossomos semelhantes (2n = 40), de pequeno tamanho (1,42-2,84 um) (Sen e
Vidyabhusan, 1960), auséncia de marcas morfolégicas distintivas e apenas um par
de cromossomos portador de regido organizadora de nucléolos (Yanagisawa et al.,
1991; Ohmido et al., 2007; Figura 2A). Os cromossomos mitéticos de G. soja (Figura
2B), por sua vez, sdo cerca de 6-7% menores que os de G. max (Ahmad et al.,

1984) e apresentam também tamanho e morfologia semelhantes.
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Figura 2. Metafase convencional de Glycine max e G. soja. Cabecas desetas
indicam a constricdo secundaria. A barra em B = 10 um. Fonte: Ana Rafaela
Oliveira

O primeiro mapa cromossémico da soja foi construido utilizando células
meidticas em paquiteno, observando-se as diferencas de comprimento total dos
cromossomos, relagdes entre os bracos e proporcdes relativas de eucromatina e
heterocromatina (Singh e Hymowitz, 1988). Os cromossomos 1 e 20 apresentaram
39,79 e 10,63 micrometros (um), respectivamente, e 35,8% do genoma de soja foi
considerado heterocromatico. Os bracos curtos de seis dos 20 bivalentes
(cromossomos 5, 7, 10, 18, 19 e 20) foram completamente heterocrométicos, e no
cromossomo 13 foi relatada a presenca do satélite associado ao nucléolo. Esta
pesquisa pioneira serviu de base para identificar, desenvolver e utilizar individuos
trissomicos (2n = 2x + 1= 41) e monossomicos (2n = 2x — 1 = 39) de soja.

O desenvolvimento de trissébmicos primarios € uma ferramenta inestimavel
para auxiliar na localizacdo de genes e associacdo de grupos de ligagdo molecular
(Molecular Linkage Groups - MLG) a cromossomos especificos (Xu et al., 2000; Zou
et al., 2003; Singh 2003). Na soja, as principais linhas de trissémicos primarios (2x
+1 = 41; Xu et al.,, 2000) foram usadas para associar 11 dos 20 MLGs com
cromossomos citologicamente numerados (1 = Dla+qg, 3=N, 5=A1, 8 = A2, 9 =K,
13=F,14=C1,17=D2,18 =G, 19=L e 20 =1) (Cregan et al., 2001; Zou et al.,
2003). Entretanto, aos nove MLGs nédo associados a cromossomos foram atribuidos
nameros cromossémicos baseados no comprimento da distancia de recombinacgéo
genética em centiMorgans cM, disponiveis no banco de dados SoyBase
(http://soybase.org/), que ndo necessariamente correspondem as distancias fisicas
em um. Esta abordagem pode apresentar um resultado discrepante em relagédo a

numeracado crescente dos cromossomos de soja, por esta razdo 0S nove
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cromossomos nao relacionados foram denominados pseudomoléculas (Findley et
al., 2011).

Uma das tentativas de montagem de um cariétipo de G. max através de
mitose agruparam 0s cromossomos de células em prometafase de acordo com os
padroes de condensacdo (CP). Com base em CP, os cromossomos de G. max
foram classificadas em cinco grupos. O grupo A é representado pelo par
cromossOmico com a razao de braco de 5,7 que apresenta uma regido organizadora
de nucléolo (RON) estreita localizada ao fim de seu braco curto (Figura 2)
(Yanagisawa et al., 1991) e apresenta uma pequena condensacéo entre as regides
proximais do braco curto e do braco longo. Tal par de cromossomos ocorre nas nove
espécies do género Glycine estudadas por Ohmido et al. (2007) e €, portanto,
considerado um cromossdmico caracteristico dentro do género Glycine, embora nem
todos os satélites distais sejam visiveis. Cromossomos do grupo B exibem trés
regides condensadas: uma no braco curto e duas no braco longo. O grupo C inclui
10 cromossomos com uma razao de bragos maior do que 1,6 e uma regiao
pericentromeérica condensada. Esses cromossomos submetacéntricos séo divididos
em dois subgrupos: o primeiro com 0ito cromossomos apresentando uma regido de
maior condensacdo no braco longo enquanto que, o segundo com dois
cromossomos exibindo uma extensa condensacdo no brago curto. O grupo E é
composto por 12 cromossomos metacéntricos com razdes de bracgos inferiores a 1,2
e uma regido condensada pericentromérica: oito cromossomos possuem regides
condensadas de diferentes tamanhos e quatro de igual tamanho. O grupo D inclui 14
cromossomos com razdes de bracos entre a do grupo C e E, e com uma CP
altamente variavel. No entanto, as semelhancas observadas impediram uma
completa identificacdo de todos os cromossomos, visto que apenas um par de
cromossomos mostra uma razao elevada entre os bracos de 5,7. Para os demais, as

razdes variavam entre 1,3 e 2,5 (Ohmido et al., 2007).
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Grupo A B C D E

N° de cromossomos 2 2 10 14 12
Subgrupo 8 2 8 4
Idiograma £ ¢

Figura 3. Idiograma dos cromossomos de soja que
correspondem aos cinco grupos baseado no padrdao de
condensacédo. A cabeca de seta no grupo A indica a posicdo da
regido organizadora de nucléolo. Fonte: Adaptado de Ohmido et
al. (2007).

Outra tentativa para auxiliar a diferenciacdo dos cromossomos, o0
emparelhamento dos homoélogos e a montagem do cariograma de G. max foi através
de um método baseado na utilizacdo de solugdes para inibir a formacdo de
microtubulos, seguidos de maceracdo enzimatica e uso da técnica de ventilacdo
para fazer laminas, a fim de mostrar constricdes primarias e secundarias de
cromossomos prometafasicos e metafasicos bem definidas. Os resultados
mostraram que esta espécie possui sua natureza tetraploide com vinte pares de
cromossomos, sendo seis metacéntricos (1, 2, 9, 10, 17 e 19) e 14 submetacéntricos
3, 4, 5, 6, 7, 811, 12, 13, 14, 15, 16, 18 e 20), com apenas um par (13,

submetacéntrico) portador da constricdo secundaria (Clarindo et al., 2007).

2.6.2 Distribuicdo de DNAr 5S e 45S

Os primeiros estudos de FISH em soja usaram as sequéncias de DNAr 5S e
45S, por se apresentarem conservadas nas espécies, por serem de facil hibridizacéo
e constituidas de mdltiplas cépias em tandem, o que facilita a localizacao
cromossOmica das mesmas (Singh et al., 2001). O gene ribossomal 5S (DNAr 5S) é
uma regido aparentemente menos conservada em eucariotos, quando comparada a
regido de DNAr 45S. Em G. max, a sequéncia de DNAr 5S localiza-se na regiao
intersticial do brago curto do par cromossémico 19, Gm19 (Figura 4B) (Gottlob-
McHugh et al., 1990; Shi et al., 1996). A sonda de DNAr 45S, por sua vez, hibridiza
apenas no brago curto do par cromossomico Gm13 em posi¢ao terminal (Figura 4B),
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correspondente ao cromossomo satelitado designado por Singh e Hymowitz (1988)
€ ao Cromossomo gue apresenta a regido terminal marcada pela coloragdo com o
fluorocromo base-especifico cromomicina Az — CMA; (Figura 4A) (Skorupska et al.,

1989; Singh et al., 2001, Bortoleti et al., em preparagéo).

Figura 4. Metafase de G. max, corada com CMA/DAPI (A) e hibridizada in situ
com sondas de DNAr 45S (verde) e 5S (vermelho) Os cromossomos foram
contracorados com DAPI e pseudocoloridos em cinza. Barra em B = 10 um.
Fonte: Bortoleti et al., em preparagao.

As espécies G. soja [(2n = 40), subgénero Soja], G. canescens [(2n = 40),
subgénero Glycine] e G. clandestina [(2n = 40), subgénero Glycine] também
apresentaram apenas um par de sitios de DNAr 5S, enquanto G. tabacina (2n = 80)
e G. tomentella (2n = 80), ambas subgénero Glycine, possuiram dois pares de sitios
de DNAr 5S. Para a sequéncia DNAr 18S-28S, foi detectado um par de sitios em G.
soja, G. canescens e G. clandestina, bem como dois pares mais fortes e um par
mais fraco em G. tabacina e G. tomentella (2n = 80) (Krishnan et al., 2001). No
mesmo periodo, Singh et al. (2001) examinaram a distribuicdo de loci de DNAr no
género Glycine por FISH usando a regido do espacador interno transcrito (ITS1,
5,8S, ITS2; aproximadamente 700 nucleotideos) como sonda. A hibridizacdo da
sonda de DNAr mostrou um par de sitios em 14 espécies com 2n = 40 cromossSomos
(G. max , G. soja, G. albicans , G. arenaria, G. argyrea, G. canescens, G.
clandestina, G. falcata, G. latifolia, G. latrobeana, G. microphyllla, G. pindanica, G.
tabacina e G. tomentella [genoma D3, genoma D (2n = 40)] e em dois acessos
aneuploides [G. tomentella (2n = 38) e G. tomentella Hayata (2n = 78)]. Dois pares
de sitios foram observados em: duas espécies com 2n = 40 (G. cyrtoloba e G.
curvata); duas espécies com 2n = 80 (G. tabacina, genoma (BB; e AB); G.

tomentella, genoma AD3 e A?); e no anfiploide (genoma AAD3D3) sintetizado (2n =
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80) a partir do cruzamento entre G. canescens (genoma AA, 2n = 40) e G.
tomentella (genoma D3D3, 2n = 40) (Singh et al.; 2001).

2.6.3 Hibridizag&o in situ de outras sequéncias

O primeiro estudo de BAC-FISH (em cromossomos mitoticos) e de Fiber-FISH
(em fibras estendidas de DNA) em soja foi realizado com dois clones BAC
ancorados a regifes opostas do grupo de ligacdo E (Gm15) e duplicados nos grupos
A2 e B2 (Gm08 e Gm14, respectivamente), demonstrando a utilidade da FISH na
integracdo dos mapas genético e citogenético em G. max (Pagel et al., 2004).

Posteriormente, Lin et al. (2005), por meio do sequenciamento de DNA, FISH
e Fiber-FISH, analisaram uma fracdo repetitiva do genoma da soja usando os BACs
pericentroméricos 076J21 e 009M21 (grupo de ligacdo L). Ambos marcaram na
regido pericentromérica, porém ndo completamente coincidentes. Andlise da
sequéncia do BAC 076J21 mostrou que ele consiste principalmente de sequéncias
repetitivas, incluindo fragmentos semelhantes a elementos transponiveis (Laten et
al., 1993, 2003; Wright e Voytas 2002). Algumas destas sequéncias sdo metiladas e
ndo se encontram conservadas em Vigna radiata L. Wilczek e nas 14 espécies de
soja perenes analisadas, com excecdo de G. latifolia que hibridizou com uma das
sequéncias repetitivas. Estes dados mostraram a presenca de uma fracao repetitiva
altamente concentrada nas regides pericentroméricas dos cromossomos de soja,
detentora de uma rapida evolucdo das unidades de repetichio em tandem
intercaladas com retroelementos (Lin et al., 2005). Posteriormente, Tek et al. (2010)
mostraram que sequéncias relacionadas a retroelementos estdo de fato presentes
nos centromeros funcionais de soja.

Estas duas sequéncias pericentroméricas (BACs 076J21 e 009M21), 19
clones BACs pertencentes ao grupo de ligacdo L (Gm19, portador do DNAr 5S)
geneticamente ancorados a marcadores RFLP ou SSR (Marek et al., 2001), além da
sonda telomérica pAtT4 (com inserto isolado de A. thaliana) foram utilizados por
Walling et al. (2006) como sondas para FISH em cromossomos paquiténicos com
intuito de examinar a estrutura cromossbmica, integrar mapas genético e
citogenético e investigar a natureza poliploide da soja. Sete dos 19 BACs foram
hibridizados como cépia Unica no bracgo longo de Gm19, mostrando que este braco é
altamente eucromatico. As marcas apresentaram homeologia com outro par
cromossOmico, embora com auséncia de colinearidade para alguns loci, indicando

uma natureza poliploide para a soja.
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A origem alopoliploide da soja foi posteriormente estudada mediante estudos
moleculares e citomoleculares com sondas centroméricas por Gill et al. (2009) e Tek
et al. (2010). Trés subfamilias de DNA satélite centromérico altamente repetitivo
(CentGm-4 com 411-bp, CentGm-2 com 92bp e CentGm-1 com 91bp) marcaram
mediante BAC-FISH dois subconjuntos distintos de centrébmeros de soja e, em ao
menos um caso, um par de homodlogos. Sugere-se ainda que G. max tenha como
um dos possiveis progenitores uma espécie extinta (Gill et al., 2009; Findley et al.,
2010). Esses DNAs satélites centroméricos também estdo presentes em G. soja,
mas ndo puderam ser detectados nas 15 espécies perene de soja analisadas, nem
em Vigna radiata, provavelmente indicando uma divergéncia rapida do DNA satélite
centromérico dentro do género Glycine (Gill et al., 2009 e Findley et al., 2011).

A conclusédo do sequenciamento em G. max tem fornecido recursos para a
integracdo dos mapas genético, de sequenciamento e citogenético para a soja. Um
coquetel de sondas tipo BAC foi hibridizado em soja e em G. soja, permitindo a
identificacdo dos 20 cromossomos individuais de G. max, sua associacdo com cada
grupo de ligacao correspondente, assim como a identificacdo e caracterizacdo de
translocacdo cromossdmica reciproca entre os cromossomos 11 e 13 em dois
acessos de -G. soja (Findley et al., 2010). Esse sistema de cariotipagem permitiu
posteriormente a identificacdo de cromossomos e de pontos de quebra aproximados
presentes em outras cinco linhas de translocacéo de soja, resultantes de irradiacao,
de mutacdo espontanea ou de introgressodes (Findley et al., 2011).

Sondas de oligonucleotideos com padrdo SSR, formados por unidades de
repeticdo de um a seis nucleotideos, localizadas dispersas ou em tandem, também
podem ser empregadas na identificacdo e caracterizagdo cromoss6mica por FISH,
associadas em geral a regifes heterocromaticas. Além disso, podem auxiliar em
analises comparativas de cromossomos homeologos de espécies distintas,
permitindo indicar o quanto essas sequéncias estdo conservadas entre espécies
préximas e como elas tém evoluido (Cuadrado et al.,, 2008). Em soja, FISH de
sondas de oligonucleotideos sintéticos (AG)s, (AAC)s, (AAG)s, (ACC)s, (CTC)s e
(TGA)g revelou um padréao de distribuicdo disperso ao longo dos cromossomos da
espécie, localizado preferencialmente nas regides de heterocromatina
pericentromérica. Essas marcas ndo puderam ser detectadas pela analise in silico, a
partir de sequéncias disponibilizadas no banco de dados SoyBase

[http://www.soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/], provavelmente por fazerem parte
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das regibes de DNA repetitivo ndo sequenciadas adequadamente (Berlamino et al.,

2012; Bortoleti et al., em preparacao).

2.6.4 Uso de BAC-FISH em analises de genbmica comparativa

A associacao da citogenética ao uso de sequéncias de DNA dos genomas
vegetais disponiveis tem auxiliado na identificacdo de cromossomos, na elucidagéo
de possiveis rearranjos cromossémicos, bem como em analises comparativas entre
taxons préoximos. Tem permitido também a identificacdo de algumas alteracfes raras
no genoma, demonstrando potencial para resolver relagdes de filogenia complexas e
conflitantes (Lysak e Lexer, 2006).

Os primeiros estudos citogenéticos envolvendo comparacfbes entre mapas
genéticos e citogenéticos, mediante o uso de BAC-FISH, compreenderam as
espécies de Brassicaceae (Xiong et al.,, 2010), englobando diversas comparacdes
cariotipicas intra e intergenéricas (Kuittinen et al., 2004; Howell et al., 2005; Park et
al., 2005; Lysak et al., 2010). Uma analise de grande relevancia para o grupo foi a
comparacao por pintura cromossémica de cinco espécies pertencentes a quatro
géneros diferentes, a fim de elucidar os mecanismos evolutivos que aconteceram na
reducdo do numero cromossébmico de n = 8 (em Arabidopsis lyrata e seus
ancestrais), para n = 5 (em A. thaliana). Uma conservacdo de grandes blocos
sinténicos foi observada, entretanto, a presenca de diversos rearranjos
cromossdmicos como fusbes, inversdes para- e pericéntricas e translocacoes
reciprocas entre as espécies analisadas (Lysak et al., 2006). A partir destas
andlises, foi proposto um caridtipo ancestral para as cruciferas (ACK) com oito
cromossomos (AK1 a AK8) e 24 blocos sinténicos conservados (Lysak et al., 2006;
Schranz et al., 2006). Posteriormente, a pintura cromossémica comparativa (CCP)
foi utilizada para a reconstrucéo cariotipica de oito espécies com X = 7 cromossomos
(2n = 14, 28), pertencentes a seis tribos de Brassicaceae, permitindo a reconstrucao
do cariotipo ancestral (Proto-Calepineae, PCK, n = 7) compartilhado por todas as
especies com x = 7 analisadas (Mandakova e Lysak, 2008).

Na familia Fabaceae, BACs foram utilizados como sondas em FISH
comparativa entre os mapas de Phaseolus vulgaris (2n = 22) com trés espécies do
clado Phaseoloids: P. lunatus L. (uma espécie filogeneticamente proxima, 2n = 22),
P. microcarpus Mart. (uma espécie selvagem e distante filogeneticamente, 2n = 22)

e Vigna unguiculata (L.) Walp. (espécie distante filogeneticamente, 2n = 22).
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Observou-se grande sintenia, com a ocorréncia de raros eventos de translocacéao e
inversdo, cujo numero de rearranjos aumentou com o aumento da distancia genética
(Fonséca, 2010; Vasconcelos, 2011; Bonifacio et al., 2012). O baixo numero de
rearranjos estruturais reflete uma estabilidade cariotipica na subtribo Phaseolinae, a
qual pertencem os géneros Phaseolus, Vigna e Glycine, confirmando sua aparente
estabilidade cariotipica observada em estudos convencionais (Mercado-Ruaro e
Delgado-Salinas, 1996; 1998; Fonséca, 2010; Bonifacio et al., 2012). Em soja, seis
linhas de translocagdo cromossOmica de G. max, G. soja ou G. gracilis foram
caracterizadas citogeneticamente, permitindo a identificacdo dos cromossomos bem
como dos pontos de quebra aproximados envolvidos nos rearranjos (Findley et al.,
2010; 2011). Como exemplo, pode-se citar a translocacdo em uma linhagem de G.

gracilis envolvendo os cromossomos Gg01 e Gg08 (Findley et al., 2011).



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 23

3. Referéncias bibliograficas

AGNOL, A. D.; LAZAROTTO, J. J.; HIRAKURI, M. H. Desenvolvimento, mercado e
rentabilidade da soja brasileira. Circular técnica da Embrapa ISSN 2176-2864,
2010. Disponivel em: http://www.cnpso.embrapa.br/download/CT74_eletronica.pdf.
Acessado em: 22 de margo, 2012.

AHMAD, Q. N.; BRITTEN, E. J.; BYTH, D. E. The karyotype of Glycine soja and its
relationship to that of the soybean, Glycine max. Cytologia, v.49, p.645-658, 1984.

Angiosperm Phylogeny Group Il (APG IllI) An update of the Angiosperm phylogeny
group classification for the orders and families of flowering plants: APG Il Botanical
Journal of the Linnean, Paris, v.161, p.105-121 , 2010.

ARUMUGANATHAN, K.; EARLE, E. D. Nuclear DNA content of some important plant
species. Plant Molecular Biology. Reporter, v.9, p.208-218, 1991.

BERTIOLI, D. J.; MORETZSOHN, M. C.; MADSEN, L. H.; SANDAL, N.; LEAL-
BERTIOLI, S. C. M.; GUIMARAES, P. M.; HOUGAARD. B. K.; FREDSLUND, J. L.;
NIELSEN, A. M.; SATO, S.; TABATA, S.; CANNON, S. B.; STOUGAARD, J. An
analysis of synteny of Arachis with Lotus and Medicago sheds new light on the
structure, stability and evolution of legume genomes. BioMed Central Genomics,
v.10, p.45, 2009.

BONETTI, L. P. Distribuicdo da soja no mundo. In: MIYASAKA, S.; MEDINA, J. C. A

soja no Brasil. Campinas: Instituto de Tecnologia de Alimentos, 1977. p. 1-6.

BONIFACIO, E. M. Mapeamento comparativo entre o feijio comum e a fava. (Tese

de Doutorado) — Universidade Federal Rural de Pernambuco. p.64, 2009.

BONIFACIO, E. M.; FONSECA, A.; ALMEIDA, C.; DOS SANTOS, K. G. B,
PEDROSA-HARAND, A. Comparative cytogenetic mapping between the lima bean
(Phaseolus lunatus L.) and the common bean (P. vulgaris L.). Theoretical and
Applied Genetics, v.124, p.1513-1520, 2012.

BORDAT, A.; SAVOIS, V.; NICOLAS, M.; SALSE, J.; CHAUVEAU, A, et al:

Translational genomics in legumes allowed placing in silico 5460 unigenes on the


http://www.cnpso.embrapa.br/download/CT74_eletronica.pdf

Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 24

pea functional map and identified candidate genes in Pisum sativum L. G3, Genes,
Genomes, Genetics, v.2, p.93-103, 2011.

BOREM, A.; VIEIRA, M. L. C. Glosséario de Biotecnologia. 1. ed. Visconde do Rio
Branco: Editora Suprema, v. 1, p.177, 2005.

BORTOLETI, K. C. A.; BENKO-ISEPPON, A. M.; SILVA, L. C. B.; OLIVEIRA, AR.S;
ABDELNOOR, R.V.; RAMALHO, I.; MELO, N.F.; BRASILEIRO-VIDAL, A.C.
Microsatellites: an important constituent or an enlargement factor of genome in

legumes. Em preparacéo.

CAMARA, G. M. S. Introduc&o ao agronegdcio soja. Disponivel em: http://www.lpv
esalg.usp.br/ipv584/584%20S0ja%2001%20%20-Apostila%20Text0%20%20
Agronegocio%20S0ja%2020 11,pdf. Acessado em: 30 de julho de 2012.

CHOI, S.; CREELMAN, R. A.; MULLET, J. E.; WING, R. A. Construction and
characterization of a bacterial artificial chromosome library of Arabidopsis thaliana.
Weeds World, v.2, p.17-20 , 1995.

CHOI, H. K.; MUN, J. H.; KIM, D. J.; ZHU, H. Y.; BAEK, J. M.; MUDGE, J.; ROE, B,;
ELLIS, N.; DOYLE, J.; KISS, G. B.; YOUNG, N. D.; COOK, D. R. Estimating genome
conservation between crop and model legume species. Proceedings of the
National Academy of Science of the USA, v.101, p.15289-15294, 2004.

CHUNG, G.; SINGH, R. J. Broadening the Genetic Base of Soybean: A
Multidisciplinary Approach. Critical Reviews in Plant Sciences, v.27, p.295-341,
2008.

CLARINDO, W. R.; CARVALHO, C. R.; ALVES, B. M. G. Mitotic evidence for the
tetraploid nature of Glycine max provided by high quality karyograms. Plant
Systematic Evolution, v.265, p.101-107, 2007.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO (CONAB). 2012.
Acompanhamento da safra brasileira: gréos, quarto levantamento, julho 2011
/2012 Companhia Nacional de Abastecimento. Conab, Brasilia, p.29. Disponivel em:
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/4d3fd0df22f81f0c48741a25717
4facd..pdf. Acessado em: 22 de julho de 2012.


http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/4d3fd0df22f81f0c48741a257174facd..pdf
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/4d3fd0df22f81f0c48741a257174facd..pdf

Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 25

COMPANHIA MONSANTO. Disponivel em: http://www.monsanto.com.br/. Acessado
em: 30 de setembro de 2012.

COSTA NETO, P. R.; ROSSI, L. F. S.; ZAGONEL, G. F. E.; RAMOS, L. P. Producao
de biocombustivel alternativo ao 6leo diesel através da transesterificacdo de 6leo de

soja usado em fritura. Quimica Nova, v.23, p.4, 2000.

CREGAN, P. B.; KOLLIPARA, K. P.; XU, S. J.; SINGH, R. J.; HYMOWITZ, T.
Primary trisomics and SSR markers as tools to associate chromosomes with linkage

groups in soybean. Crop Science, v.41, p.1262-1267, 2001.

CUADRADO, A.; CARDOSO, M.; JOUVE N. Physical organisation of simple
sequence repeats (SSRs) in Triticeae: structural, functional and evolutionary
implications. Cytogenetic and Genome Research, v.120, p.210-219, 2008.

DOYLE, J. J.; LUCKOW, M. A. The rest of the iceberg. Legume diversity and
evolution in a phylogenetic context. Plant Physiology, v.131, p.900-910, 2003.

FINDLEY, S. D.; CANNON, S.; VARALA, K; DU, J.; MA, J.; HUDSON, M. E;
BIRCHLER, J.; STACEY. G. A FISH Karyotyping System for Soybean. Genetics,
v.185, p.3727-3744, 2010.

FINDLEY, S. D.; PAPPAS, A. L.; CUI, Y.; BIRCHLER, J. A.; PALMER, R. G
STACEY, G. Fluorescence in situ hybridization—based karyotyping of soybean

translocation lines. G3, Genes, Genomes, Genetics, p.117-129, 2011.

FONSECA, A.; FERREIRA, J.; SANTOS, T. R. B.; MOSIOLEK, M.; BELLUCCI, E.;
KAMI, J.; GEPTS, P.; GEFFROY, V.; SCHWEIZER, D.; SANTOS, K. G. B. et al.
Cytogenetic map of common bean (Phaseolus vulgaris L.). Chromosome Research,
v.18, p.487-502, 2010.

FONSECA, A. F. A. Evolucdo cariotipica no género Phaseolus L.: mapeamento
comparativo entre P. microcarpus Mart. e o feijjado comum (P. vulgaris L.).

(Dissertacédo de Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco, p.84, 2010.

FUNDACAO MATO GROSSO. Disponivel em: http://www.fundacaomt.com.br/

Acessado em: 30 de setembro de 2012.


http://www.monsanto.com.br/
http://www.fundacaomt.com.br/

Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 26

GALE M.; DEVOS K. Comparative genetics in the grasses. Proceedings of the
National Academy of Science of the USA, v.95, p.1971-1974, 1998.

GILL, N.; FINDLEY, S.; WALLING, J. G.; HANS, C.; MA, J.; DOYLE, J.; STACEY, G,;
JACKSON, S. A. Molecular and chromosomal evidence for allopolyploidy in soybean,
Glycine max (L.) Merr. Plant Physiology, v.151, p.1167-1174, 2009.

GOTTLOB-MCHUGH, S. G.; LEVESQUE, M.; MACKENZIE, K.; OLSON, M.
YAROSH, O.; JOHNSN, D. A. Organization of the 5S rRNA genes in the soybean
Glycine max (L.) Merrill and conservation of the 5S rDNA repeat structure in higher
plants. Genome, v.33, p.486-494, 1990.

GRAHAM, P. H.; VANCE C. P. Legumes: Importance and Constraints to Greater
Use. Plant Physiology, v.131, p.872-877, 2003.

GUERRA, M. 2004. Hibridizacdo in situ: principios bésicos, In: GUERRA, M.
(Org.). FISH — Conceitos e aplicacbes na citogenética. Ribeirdo Preto: Sociedade

Brasileira de Genética, p.1-32.

GUOQ, J.; WANG, Y.; SONG, C.; ZHOU, J.; QIU, L.; HUANG, H.; WANG, Y. A single
origin and moderate bottleneck during domestication of soybean (Glycine max):
implications from microsatellites and nucleotide sequences. Annals of Botany,
v.106, p.505-514, 2010.

HA, J.; ABERNATHY, B. NELSON, W.; GRANT, D.; WU, X.; NGUYEN, H. T,
STACEY, G.; YU, Y.; WING, R. A.; SHOEMAKER, R. C.; JACKSON S. A. Integration
of the Draft Sequence and Physical Map as a Framework for Genomic Research in
Soybean (Glycine max (L.) Merr.) and Wild Soybean (Glycine soja Sieb. and Zucc.).
G3, Genes, Genomes, Genetics, p. 221-329, 2012.

HARLAN, J. R.; DE WET, J. M. J. Toward a rational classification of cultivated plants.
Taxon, v.20, p.509-517, 1971.

HOWELL, E. C.; ARMSTRONG, S. J.; BARKER, G. C.; JONES, G. H.; KING, G. J;
RYDER, C. D.; KEARSEY, M. J. Physical organization of the major duplication on

Brassica oleracea chromosome O6 revealed through fluorescence in situ



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 27

hybridization with Arabidopsis and Brassica BAC probes. Genome, v.48, p.1093—-
1103, 2005.

HYTEN, D. L.; SONG, Q.; ZHU, Y.; CHOI, I. Y.; NELSON, R. L.; COSTA, J. M,;
SPECHT, J. E.; SHOEMAKER, R. C.; CREGAN, P. B. Impacts of genetic bottlenecks
on soybean genome diversity. Proceedings of the National Academy of Science
of the USA, v.103, n.45, p.16666-16671, 2006.

KIM, M. Y.; LEE, S.; VAN, K.; KIM, T.-H.; JEONG, S.-C.; CHOI, I.-Y.; KIM, D.-S;;
LEE, Y.-S.; PARK, D.; MA, J.; Kim, W.-Y.; Kim, B.-C.; Park, S.; Lee, K.-A.; Kim, D.
H.; KIM, KIL H.; SHIN, JIN H.; JANG, Y. E.; KIM, K. D.; LIU, W. X.; CHAISAN, T.;
KANG, Y. J.; LEE, Y.-H.; KIM, K.-H.; MOON, J.-K.; SCHMUTZ, J.; JACKSON, S. A;
BHAK, J.; LEE. S.-H. Whole-genome sequencing and intensive analysis of the
undomesticated soybean (Glycine soja Sieb. and Zucc.) genome. Proceedings of
the National Academy of Science of the USA, v.107, p.22032-22037, 2010.

KRISHNAN, P.; SAPRA, V. T.; SOLIMAN, K. M.; ZIPF, A. FISH mapping of the 5S
and 18S-28S rDNA loci in different species of Glycine. Journal of Heredity, v.92,
p.295-300, 2001.

KUITTINEN, H.; DE HAAN, A. A.; VOGEL, C.; OIKARINEN, S.; LEPPALA, J.; KOCH,
M.; MITCHELL-OLDS, T.; LANGLEY, C. H.; SAVOLAINEN, O. Comparing the
linkage maps of the close relatives Arabidopsis lyrata and A. thaliana. Genetics,
v.168, p.1575-1584, 2004.

LATEN, H. M.; MORRIS, R. O. SIRE-1, a long interspersed repetitive DNA element
from soybean with sequence similarity to retrotransposons: initial characterization
and partial sequence. Gene, v.134, p.153-159, 1993.

LATEN, H. M.; HAVECKER, E. R.; FARMER, L. M.; VOYTAS, D. F. SIRE1, an
endogenous retrovirus family from Glycine max, is highly homogeneous and
evolutionarily young. Molecular Biology Evolution, v.20, p.1222-1230, 2003.

LEWIS, G.; SCHRIRE, B.; MACKINDER, B.; LOCK, M. Legumes of the world. Royal
Botanical Gardens, Kew, Richmond, Surrey, UK, 2005.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 28

LI, Z.; NELSON, R. L. Genetic Diversity among Soybean Accessions from Three
Countries Measured by RAPDs. Crop Science, v.41, p.1337-1347, 2001.

LIJAVETZKY, D.; MUZZI, G.; WICKER, T.; KELLER, B.; WING, R.; DUBCOVSKY, J.
Construction and characterization of a bacterial artificial chromosome (BAC) library
for the A genome of wheat. Genome, v.42, p.1176-1182, 1999.

LIN, J. Y.; JACOBUS, B. H.; SANMIGUEL, P.; WALLING, J. G.; YUAN, Y.
SHOEMAKER, R. C.; YOUNG, N. D.; JACKSON, S. A. Pericentromeric regions of
soybean (Glycine max L. Merr.) chromosomes consist of retroelements and tandemly
repeated DNA and are structurally and evolutionarily labile. Genetics, v.170, p.1221—
1230, 2005.

LYSAK, M. A.; LEXER, C. Towards the era of comparative evolutionary genomics in
Brassicaceae. Plant Systematic Evolution, v.259, p.175-198, 2006.

LYSAK, M. A.; BERR, A.; PECINKA, A.; SCHMIDT, R. MCBREEN, K.; SCHUBERT I
Mechanisms of chromosome number reduction in Arabidopsis thaliana and related
Brassicaceae species. Proceedings of the National Academy of Science of the
USA, v.103, n.13, p.5224-5229, 2006.

LYSAK, M. A.; MANDAKOVA, T.; LACOMBE, E. Reciprocal and multi-species
chromosome BAC painting in Crucifers (Brassicaceae). Cytogenetic Genome
Research, v.129, p.184-189, 2010.

LUCAS, M. R.; DIOP, N.-N.; WANAMAKER, S.; EHLERS, J. D.; ROBERTS, P. A;
CLOSE, TIMOTHY J. Cowpea-soybean synteny clarified through an improved
Genetic Map. The Plant Genome, v. 4, n. 3, p.218-225, 2011.

MANDAKOVA, T.; LYSAK, M. A. Chromosomal phylogeny and karyotype evolution in
x=7 Crucifer species (Brassicaceae). The Plant Cell, v.20, p.2559-2570, 2008.

MAREK, L.F.; MUDGE, J.; DARNIELLE, L.; GRANT, D.; HANSON, N.; PAZ, M,;
HUIHUANG, Y.; DENNY, R.; LARSON, K.; FOSTER-HARTNETT, D.; COOPER, A;;
DANESH, D.; LARSEN, D.; SCHMIDT, T.; STAGGS, R.; CROW, J. A.; RETZEL, E;
YOUNG, N. D.; SHOEMAKER, R. C. Soybean genomic survey: BAC-end sequences
near RFLP and SSR markers. Genome, v.44, p.572-581, 2001.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 29

MCCLEAN, P. E.; MAMIDI, S.; MCCONNELL, M.; CHIKARA, S.; LEE, R. Synteny
mapping between common bean and soybean reveals extensive blocks of shared
loci. BioMed Central Genomics, v.11, p.184, 2010.

MERCADO-RUARO, P.; DELGADO-SALINAS, A. Karyological studies in several
Mexican species of Phaseolus L. and Vigna savi (Phaseolinae, Fabaceae). In:
Pickergill B, Lock JM (eds) Advances in legumes systematics 8: legumes of

economic importance. Kew: Royal Botanic Gardens, p.83-87, 1996.

MERCADO-RUARO, P.; DELGADO-SALINAS, A. Karyotypic studies on species of
Phaseolus (Fabaceae: Phaseolinae). America Journal Botanic, v.85, p.1-9, 1998.

MUCHERO, W.; DIOP, N. N.; BHAT, P. R.; FENTON, R. D.; WANAMAKERB, S.;
POTTORFFB, M.; HEARNEC, S.; CISSED, N.; FATOKUNC, C.; EHLERSB, J. D;
ROBERTS, P. A.; CLOSEB, T. J. A consensus genetic map of cowpea [Vigna
unguiculata (L.) Walp.] and synteny based on EST-derived SNPs. Proceedings of
the National Academy of Science of the USA, v.106, n.43, p.18159-18164, 2009.

MUDGE, J.; HUIHUANG, Y.; DENNY, R. L.; HOWE, D. K.; DANESH, D.; MAREK, L.
F.; RETZEL, E.; SHOEMAKER, R. C.; YOUNG, N. D. Soybean bacterial artificial
chromosome contigs anchored with RFLPs: insights into genome duplication and
gene clustering. Genome, v.47, p.361-372, 2004.

MUDGE, J.; HUIHUANG, Y.; DENNY, R.L.; HOWE, D.K.; DANESH, D.; MAREK,
L.F.; RETZEL, E.; SHOEMAKER, R.C.; YOUNG, N.D. Soybean bacterial artificial
chromosome contigs anchored with RFLPs: insights into genome duplication and

gene clustering. BMC Plant Biology, v.5, p.15, 2005a.

MUDGE, J.; CANNON, S.B.; KALO, P.; OLDROYD, G. E. D.; ROE, B. A.; TOWN, C.
D.; YOUNG, N. D. Highly syntenic regions in the genomes of soybean, Medicago
truncatula, and Arabidopsis thaliana. BMC Plant Biology, v.5, p.15, 2005b.

OHMIDO, N.; SATO, S.; TABATA, S.; FUKUI, K. Chromosome maps of legumes.
Chromosome Research, v.15, p.97-103, 2007.

ORGANIZATION FOOD AND AGRICULTURE (FAO STAT). 2009. Producgéo

Mundial de Soja: Area Colhida, Produtividade, e Projec6es de Longo Prazo.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 30

Disponivel em: http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx. Acessado em: 22 de maio
de 2012.

PAGEL, J.; WALLING, J. G.; YOUNG, N. D.; SHOEMAKER, R. C.; JACKSON, S. A.
Segmental duplications within the Glycine max genome revealed by fluorescence in
situ hybridization of bacterial artificial chromosomes. Genome, v.47, p.764-768,
2004

PARK, J. Y.; KOO, D. H.; HONG, C. P.; LEE, S. J.; JEON, J. W.; LEE, S. H.; YUN, P.
Y.; PARK, B. S.; KIM, H. R.; BANG, J. W.; PLAHA, P.; BANCROFT, I.; LIM, Y. P.
Physical mapping and microsynteny of Brassica rapa ssp. Pekinensis genome
corresponding to a 222 kbp gene-rich region of Arabidopsis chromosome 4 and
partially duplicated on chromosome 5. Molecular Genetics Genomics, v.274,
p.579-588, 2005.

SCHLUETER, J. A., P. DIXON, C. GRANGER, D. GRANT, L. CLARK et al. Mining
EST databases to resolve evolutionary events in major crop species. Genome, v.47,
p.868-876, 2004.

SCHLUETER, J. A,; LIN, J. Y.; SCHLUETER, S. D.;VASYLENKO-SANDERS, I. F,;
DESHPANDE, S.;YIl, J.BLENESS, M. O.; ROE, B. A.; NELSON, R. T.; SCHEFFLER,
B. E.; JACKSON, S. A.; SHOEMAKER, R. C. Gene duplication and paleopolyploidy
in soybean and the implications for whole genome sequencing. BioMed Central
Genomics, v.8, p.330, 2007.

SCHLUETER, J. A.; SCHEFFLER, B. E.; SCOTT JACKSON, S. A.; SHOEMAKER,
R. C. Fractionation of Synteny in a Genomic Region Containing Tandemly Duplicated
Genes across Glycine max, Medicago truncatula and Arabidopsis thaliana. Journal
of Heredity, v.99, n.4, p.390-395, 2008.

SCHMUTZ, J.; CANNON, S. B.; SCHLUETER, J.; MA, J.; MITROS, T.; NELSON, W.;
HYTEN, D. L.; SONG, Q. ; THELEN, J. J.; CHENG, J.; XU, D.; HELLSTEN, U.; MAY,
G. D.; YU, Y.; SAKURAI, T.; UMEZAWA, T.; BHATTACHARYYA, M. K.; SANDHU,
D.; VALLIYODAN, B.; LINDQUIST, E.; PETO, M.; GRANT, D.; SHU, S,
GOODSTEIN, D.; BARRY, K., FUTRELL-GRIGGS, M.; ABERNATHY, B,
JIANCHANG DU, J.; TIAN, Z.; ZHU , L.; GILL, N.; JOSHI, T.; LIBAULT, M.
SETHURAMAN, A.; ZHANG, X.; SHINOZAKI, K.; NGUYEN, H. T.; WING, R. A,


http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx

Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 31

CREGAN, P.; SPECHT, J.,; GRIMWOOD, J.; ROKHSAR, D.; STACEY, G,
SHOEMAKER, R. C.; JACKSON, S. A. Genome sequence of the palaeopolyploid
soybean. Theoretical and Applied Genetics, v.114, p.1081-1090, 2010.

SCHRANZ, M. E.; LYSAK, M. A.; MITCHELL-OLDS, T. The ABC’s of comparative
genomics in the Brassicaceae: building blocks of crucifer genomes. Trends Plant
Science, v.11, p.535-542, 2006.

SEN, N. K.; VIDYABHUSAN, R. V. Tetraploid soybeans. Euphytica, v.9, p.317-322,
1960.

SHI, L.; ZHU, T.; KEIM, P. Ribosomal RNA genes in soybean and common bean:
chromosomal organization, expression, and evolution. Theoretical and Applied
Genetics, v.93, p.136-141, 1996.

SHOEMAKER, R. C.; POLZIN, J.; LABATE, J.; SPECHT, J.; BRUMMER, E. C;
OLSON, T.; YOUNG, N.; CONCIBIDO, V.; WILCOX, J.; TAMULONIS, J. P,
KOCHERT, G.; BOERMAF, H. R. Genome duplication in soybean (Glycine subgenus
Soja). Genetics, v.144, p.329-338, 1996.

SHOEMAKER, R. C.; GRANT, D.; OLSON, T.; WARREN, W. C.; WING, R.; YU; Y.;
KIM, H.; CREGAN, P.; JOSEPH, B.; FUTRELL-GRIGGS, M.; NELSON,W.; DAVITO,
J,WALKER, J.; WALLIS, J.; KREMITSKI, C.; SCHEER, D.; CLIFTON, S. W,
GRAVES, T.; NGUYEN, WU, X.; LUO, M.; DVORAK, J.; NELSON, R.; CANNON, S,;
TOMKINS, J.; SCHMUTZ, J.; STACEY, G.; JACKSON, S. Microsatellite discovery
from BAC end sequences and genetic mapping to anchor the soybean physical and

genetic maps. Genome, v.51, p.294-302, 2008.

SHULTZ, J. L.; KURUNAM, D. J.; SHOPINSKI, K. L.; IQBAL, M. J.; KAZI, S,
ZOBRIST, K.; BASHIR, R.; YAEGASHI, S.; LAVU, N.; AFZAL, A.; YESUDAS, C. R;;
KASSEM, M. A,; WU, C.; ZHANG, H. B.; TOWN, C. D.; MEKSEM, K.; LIGHTFOOT,
D. A. The soybean genome database (SoyGD): a browser for display of duplicated,
polyploid regions and sequence tagged sites on the integrated physical and genetic
maps of Glycine max. Nucleic Acids Research, v.34, p.758-765, 2006.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 32

SILVA, J. B.; LAZARINI, E.; SA, M. E.; VIEIRA, R. D. Efeito da Irrigacéo sobre o
Potencial Fisiolégico de Sementes em Semeadura de Inverno. Revista Brasileira de
Sementes, Londrina, v.32, n.2, p.73-82, 2010.

SINGH, R. J.; HYMOWITZ, T. The genomic relationship between Glycine max (L.)
Merr. and G. soja Sieb. and Zucc. as revealed by pachytene chromosome analysis.
Theoretical and Applied Genetics, v.76, p.705-711, 1988.

SINGH, R. J.; KOLLIPARA, K. P.; HYMOWITZ, T. The genomes of Glycine
canescens F.J. Herm. and G. tomentella Hayata ofWestern Australia and their
phylogenetic relationships in the genus Glycine Willd. Genome, v.41, p.669-679,
1998.

SINGH, R. J.; KIM, H. H.; HYMOWITZ, T. Distribution of rDNA loci in the genus
Glycine Willd. Theoretical and Applied Genetics, v.103, p.212-218, 2001.

SINGH, R. J. Plant Cytogenetics, 2 ed. CRC Press, Inc., Boca Raton, FL, 2003.

SINGH, R. J.; CHUNG, G. H.; NELSON, R. L. Landmark research in legumes.
Genome, v.5, p.525-537, 2007a.

SINGH, R. J.; NELSON, R.; L.;CHUNG, G. H. Soybean (Glycine max (L.) Mer.). In:
Genetic Resources, Chromosome Engineering, and Crop Improvement Oilseed
Crops., v.4, p.13-50, 2007b.

STACEY, G.; VODKIN, L.; PARROTT, W. A.; Shoemaker, R. C. National Science
oundation-sponsored workshop report. Draft plan for soybean genomics. Plant
Physiology, v.135, p.59-70, 2004.

SKORUPSKA, H.; ALBERTSEN, M. C.; LANGHOLZ, K. D.; ALMER, R. G. Detection
of ribosomal RNA genes in soybean, Glycine max (L.) Merr.; by in situ hybridization.
Genome, v.32, p.1091-1095, 1989.

SONG, Q. J.; MAREK, L. F.; SHOEMAKER, R. C.; LARK, K. G.; CONCIBIO, V. C;
DELANNAY, X.; SPECHT, J. E.; CREGAN, P. B.. A new integrated genetic linkage
map of the soybean. Theoretical and Applied Genetics, v.109, p.122-128, 2004.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 33

STACEY, G., VODKIN, L.; PARROTT, W. A.; SHOEMAKER, R. C. National Science
Foundation-sponsored workshop report. Draft plan for soybean genomics. Plant
Physiology, v.135, p. 59-70, 2004

TUNSTER, S. J.; PETTE, M. V. D.; JOHN, R. M. BACs as Tools for the Study of
Genomic Imprinting. Journal of Biomedicine and Biotechnology, v.2011, p.10,
2011.

TEK, A. L.; KASHIHARA, K.; MURATA, M.; NAGAKI, K. Functional centromeres in
soybean include two distinct tandem repeats and a retrotransposons. Chromosome
Research, p.1-11, 2010.

TROPICAL MELHORAMENTO E GENETICA LTDA. (TMG) Disponivel em:
http://www.tmg.agr.br/_ Acessado em: 30 de setembro de 2012.

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA) Disponivel em

www.usda.gov. Acessado em: 30 de setembro de 2012.

VASCONCELOS, E. V. Mapeamento Citogenético de Vigna unguiculata (L.) Walp.
Mediante Hibridizagcdo in situ de Sequéncias de DNA de Phaseolus vulgaris L.

(Monografia de Graduagéo) — Universidade Federal de Pernambuco, p.55, 2011.

VAVILOV, N. I. Origin and geography of cultivated plants. Cambridge: Cambridge
University Press, 1992.

WALLING, J.; SHOEMAKER, G. R.; YOUNG, N.; MUDGE, J.; JACKSON, ; S.
Chromosome-level homeology in paleopolyploid soybean (Glycine max) revealed
through integration of genetic and chromosome maps. Genetics, v.172, p.1893-
1900, 2006.

WRIGHT, D. A.; VOYTAS, D. F. Athila 4 of Arabidopsis and Calypso of soybean
define a lineage of endogenous plant retroviruses. Genome Research, v.12, p.122—
131, 2002.

WU, C.; SUN, S.; NIMMAKAYALA, P.; SANTOS, F. A.; MEKSEM, K.; SPRINGMAN,
R.; DING, K.; LIGHTFOOT, D. A.; ZHANG, H. B. A BAC- and BIBAC-based physical
map of the soybean genome. Genome Research, v.14, p.319-326, 2004.


http://www.tmg.agr.br/

Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 34

WU, X.; ZHONG, G.; FINDLEY, S. D.; CREGAN, P.; STACEY, G.; NGUYEN, H. T.
Genetic marker anchoring by six-dimensional pools for development of a soybean
physical map. BioMed Central Genomics, v.9, p.28, 2008.

XIONG, Z.; KIM, J. S.; PIRES, J. C. Integration of Genetic, Physical, and Cytogenetic
Maps for Brassica rapa Chromosome A7. Cytogenet Genome Research, v.29,
p.190-198, 2010.

XU, S. J.; SINGH, R. J.; HYMOWITZ, T. Monosomics in soybean: origin,
identification, cytology, and breeding behavior. Crop Science, v.40, p.985-989,
2000.

YANAGISAWA, T.; TANO, S.; FUKUI, K.; HARADA, K. Marker chromosomes
commonly observed in the genus Glycine. Theoretical and Applied Genetics, v.81,
p.606-612, 1991.

YU, Y.; TOMKINS, J. P.; WAUGH, R.; FRISCH, D. A.; KUDRNA, D.; KLEINHOFS,
A..BRUEGGEMAN, R. S.; MUEHLBAUER, G. J., WISE, R. P.; WING, R. A. A
bacterial artificial chromosome library for barley (Hordeum vulgare L.) and the
identification of clones containing putative resistance genes. Theoretical and
Applied Genetics, v.101, p.1093-1099, 2000.

ZHANG, H-B.; CHOI, S.; WOO, S-S.; LI, Z.; WING, R. A. Construction and
characterization of two rice bacterial artificial chromosome libraries from the parents
of a permanent recombinant inbred mapping population. Molecular Breed, v.2,
p.11-24, 1996.

ZHUKOQV, V. A,; SHTARK, O. Y.; BORISOV, A. Y.; TIKHONOVICH, I. A. Molecular
Genetic Mechanisms Used by Legumes to Control Early Stages of Mutually
Beneficial (Mutualistic) Symbiosis. Russian Journal of Genetics, v.45, n.11,
p.1279-1288, 2009.

ZOU, J. J.; SINGH, R. J.; LEE, J.; XU, S. J.; CREGAN, P. B.; HYMOWITZ, T.
Assignment of molecular linkage groups to soybean chromosomes by primary
trisomics. Theoretical and Applied Genetics, v.107, p.745-750, 2003.



Oliveira, ARS. Mapeamento citogenético Comparativo em Glycine Willd. 35

CAPITULO

Mapeamento citogenético comparativo em espécies de Glycine Willd.
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Resumo

Um estudo gendmico comparativo foi realizado mediante a localizagdo in situ de oito
cromossomos artificiais de bactérias (BACs) pertencentes aos grupos de ligacdo G
(pesudomolécula 18, quatro BACs) e J (pesudomolécula 16, quatro BACs) de G.
max (2n = 40) em G. soja (2n =40), G. syndetika (2n = 40), G. tabacina (2n = 80) e
G. tomentella (2n = 78). As analises citogenéticas do BAC 173N15 em G. max e G.
soja marcaram regides de DNA repetitivo em todos os cromossomos de G. max e
apenas 10 pares de cromossomos de G. soja, demonstrando que estas regides tém
se diferenciado ao longo da evolugdo. Em G. soja, G. syndetika, G. tabacina e G.
tomentella outros sete BACs possibilitaram identificar os cromossomos homeélogos
(exceto para G. tomentella com os BACs de Gm18) e algumas quebras da sintenia,
decorrente de possiveis duplicacdes e translocacbes. Também foi observado que o
Gm18 apresenta orientacdo invertida ao mapa de sequenciamento. Para os BACs
176B09 (Gm18) em G. soja, 93L17 (Gm18) em G. syndetika e G. tomentella e
102N16 (Gm16) em G. tomentella um dos pares extras foi associado a um par de
sitios de DNAr 45S decorrentes de possiveis divergéncias dos espacadores
intergénicos em sitios de DNAr. Os resultados sugerem uma quebra de sintenia para
Gml1l6 em G. syndetika, G. tomentella e para Gm1l8 em todas as espécies
analisadas.

Palavras-chave: BAC, FISH, Glycine max, mapa cromossdmico, soja
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Introducao

O género Glycine Willd. pertence a familia Fabaceae (clado Phaseoloids),
compreendendo aproximadamente 28 espécies, distribuidas em dois subgéneros:
Glycine e Soja. O primeiro abrange 26 espécies (perenes e selvagens), enquanto o
subgénero Soja inclui a soja [Glycine max (L) Merr.], cultivar de grande importancia
econbmica, e a espécie selvagem G. soja, ambas de habito anual [Chung e Singh,
2008].

Os graos da soja séo utilizados para muitos fins, porém, a maior importancia
da soja estd relacionada a producdo de Oleo para a industria e a alimentagéo
humana. Além disso, pode ser usada para a producéo de farelo para racdo animal,
na recuperacado de solos (fixacdo de nitrogénio atmosférico no solo), além de servir
como matéria-prima para a producdo de biocombustivel [Costa Neto et al., 2000;
Graham e Vance, 2003; Chung e Singh, 2008].

Diversos grupos de pesquisa tém trabalhado para a obtencéo de cultivares de
soja mais adaptadas a estresses bibticos e abidticos e com caracteristicas
agrondmicas interessantes, especialmente associando-as a dados de gendmica,
transcriptbmica e protedmica [Benko-lseppon et al.,, 2012], bem como para a
construcdo de mapas genéticos saturados [Cregan et al., 1999; Song et al., 2004
Choi et al., 2007]. O esforco crescente dos pesquisadores resultou no
sequenciamento de seu DNA gendmico, tratando-se da primeira leguminosa a ser
sequenciada, com cerca de 85% do genoma linear sequenciado por shotgun,
resultando em 20 pseudomoléculas cromossémicas, contendo 397 scaffolds com
posicbes ordenadas [Schmutz et al.,, 2010]. Posteriormente, o genoma da soja
selvagem (G. soja) também foi sequenciado utilizando duas plataformas de
sequenciamento (MPS): lllumina Genome Analyzer (lllumina-GA) e Roche Genoma
Sequencer FLX (GS-FLX) [Ha et al., 2012].

Estudos cariotipicos prévios em Glycine revelaram que o género é formado
por espécies poliploides com nimeros cromossdémicos variando entre 2n = 38 e 80,
com morfologia semelhante (metacéntrica e submetacéntrica) e de pequeno
tamanho [Chung e Singh, 2008]. Posteriormente, a hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) de sequéncias Unicas e repetitivas (centroméricas, por exemplo)
selecionadas in silico (http://soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/) permitiu a
montagem do caridtipo da espécie; a associacdo dos cromossomos as

pseudomoléculas sequenciadas; analises comparativas com cromossomos de
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outras espécies, como G. soja Sieb. e Zucc. e G. gracilis Skvortz [Findley et al.,
2010; 2011]; além de inferéncias sobre a distribuicAo de sequéncias repetitivas
[Belarmino et al., 2012].

Em Fabaceae, analises comparativas intra- e intergenéricas tém sido
realizadas com sucesso usando a técnica de BAC-FISH, especialmente entre
espécies do clado Phaseoloids. Por exemplo, BACs de Phaseolus vulgaris L.
hibridizados em cromossomos de P. lunatus L., P. microcarpus Mart. e Vigna
unguiculata (L.) Walp. demonstraram uma forte sintenia para o grupo [Fonséca,
2010; Bonifacio et al., 2012; Vasconcelos et al., em preparacao], indicando que este
tipo de inferéncia pode auxiliar no entendimento da evolucdo de espécies
aparentadas nessa familia.

Em vista do exposto, o presente estudo teve por finalidade contribuir para o
entendimento da sintenia e dos eventos envolvidos na evolugdo cromossémica no
género Glycine, mediante o uso de BACs de soja [G. max (2n = 40)] no mapeamento
comparativo com G. soja (2n = 40) e espécies mais distantes filogeneticamente [G.
syndetika B. E. Pfeil e Craven (2n = 40), G. tabacina (Labill.) Benth. (2n = 80) e G.
tomentella Hayata (2n = 78)].
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Materiais e métodos

Material vegetal

Sementes de G. max, G. soja, G. syndetika, G. tabacina e G. tomentella foram
cedidas pelo banco de germoplasma da Embrapa Soja (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria, Soja, Londrina) (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo de espécies analisadas de Glycine, com seus respectivos
nameros cromossomicos, acesso e distribuicdo geografica.

Espécie 2n Acesso Distribuicéao

cv. Vitoria da

G. max (L.) Merr. 40 Conquista MG/BR-46 Amplamente cultivada
G. soja Sieb. & Zucc. 40 Pl 597455 China, Japdo, Russia,
Coréia, Taiwan
G. syndetika B.E. Pfeil & 40 Pl 441000, USDA, ou Australia
Craven G1300, CSIRO
Austrdlia e ilhas do

G. tabacina (Labill.) Benth. 80 Pl 339658, G1141 Oeste, central e sul do

Pacifico
G. tomentella Hayata 78 Pl 441001, G1133 Australia

Coleta, pré-tratamento, fixacao e digestdo enzimatica das raizes

Pontas de raizes coletadas a partir de sementes recém-germinadas foram
pré-tratadas em 8-hidroxiquinoleina (8HQ) 2 mM por 4,5 h, a 18 °C, fixadas em
metanol:acido acético (3:1, v/v), por 2 a 24 h a temperatura ambiente e estocadas a -
20 °C. Os meristemas foram lavados em agua destilada e digeridos em uma solugéo
de 2% (p/v) celulase ‘Onozuka R-10" (Serva)/ 20% (v/v) pectinase (Sigma) por 3 h a
37 °C.

Preparacéo de laminas

A metodologia utilizada seguiu o procedimento descrito por Carvalho e
Saraiva (1993), com algumas modificagcdes. O material foi lavado duas vezes em
agua destilada por 5 min e colocado proximo a extremidade de uma lamina
inclinada. Gotas de fixador (metanol: acido acético, 3:1) gelado (-20 °C) foram

pingadas com uma pipeta Pasteur sobre as raizes para total remoc¢éo da 4gua. Em
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seguida, foi procedida a maceracdo mecanica das raizes. Posteriormente, as
laminas foram secas ao ar com auxilio de um borrifador, mergulhadas em &cido
aceético 45% por 15 s e colocadas em uma superficie plana pré-aquecida (37 °C) por
aproximadamente 5 min. As laminas foram selecionadas em DAPI glicerol,
descoradas em fixador (etanol: acido acético, 3:1) por 30 min a temperatura
ambiente e etanol absoluto por 1 h a temperatura ambiente ou 24 h entre 4 e 10 °C.
As melhores laminas foram selecionadas para a FISH.

Selecdo dos BACs, extracdo e marcacao de sondas

Na construcdo do mapa cromossOmico, foram usadas sondas de clones
BACs de soja contendo marcadores RFLPs mapeados nos grupos de ligacdo G
(pseudomolécula 18) e J (pseudomolécula 16), que contém genes e QTLs de
resisténcia a doencas. Os BACs foram selecionados a partr do site
http://soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/ e sdo provenientes da University of
Arizona, Department of Plant Sciences, Arizona Genomics Institute, adquiridas
mediante o site: http://www.genome.arizona.edu/cgi-in/orders/checkout.cg (Tabela
2).

Também foram utilizadas as sequéncias D2, com um fragmento de 500 pb,
contendo duas unidades de repeticdo de DNAr 5S oriunda de Lotus japonicus
(Regel) K. Larsen [Pedrosa et al., 2002], e R2, contendo um fragmento de 6,5 Kb,
com a unidade de repeticdo de DNAr 18S-5,8S-25S, proveniente de Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. [Wanzenbock et al., 1997]. A extracdo do DNA dos BACs seguiu
o protocolo do Kit de extracdo plasmidial da Qiagen (Qiagen Plasmid Mini Kit) com
algumas adaptacdes. Os BACs foram marcados com Cy3-dUTP, o DNAr 5S com
biotina-11-dUTP e o DNAr 45S com digoxigenina-11-dUTP por nick translation e

usados como sonda.

Hibridizacéo in situ fluorescente

A hibridizac&o das laminas seguiu o procedimento descrito por Pedrosa et al.
(2001) com algumas alteracbes. A lavagem de estringéncia foi realizada em
0,1xSSC a 42 °C. As misturas de hibridizacdo constituiram-se de: formamida 50%
(v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 20xSSC e 2-5 ng/yL de sonda, a qual foi
desnaturada por 10 min a 70 °C. Para as sondas 102N16 e 176B09 que
apresentaram marcaces nas regides centroméricas e pericentroméricas em G.

tomentella foram utilizados DNA bloqueador (na proporcao 50x% ou 100x da fragc&o


http://soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/
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Cot-100) na mistura de hibridizag&o. As laminas foram desnaturadas por 7 min a 70
°C com solucéo de formamida a 70% diluida em 2xSSC e hibridizadas de 18-48 h a
37 °C. Foram realizadas lavagens pos-hibridizacdo e, em seguida, todas as
preparacdes de sondas marcadas com Cy3 foram montadas com 8 uL de DAPI (1
ug/mL) em 50% de Vectashield (Vector). As sondas marcadas com biotina foram
detectadas com avidina-rodamina (Vector Laboratories) em BSA 1% (p/v). Enquanto
que as sondas marcadas com digoxigenina foram detectadas usando anti-
digoxigenina de ovelha conjugado com fluoresceina isotiocianato FITC (Roche) e
seguido de anti-lgG de ovelha conjugado com FITC (Sigma) também em BSA 1%
(p/v). Todas as preparagcbes foram montadas com 1 pg/mL de DAPI em 50% de
Vectashield (Vector).
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Tabela 2. Clone BAC, localizacéo in silico no Soybase, regido na pseudomolécula de Glycine max verificada in silico, tamanho em kb,
regido de sintenia em outros cromossomos de G. max e marcador(es) molecular(es) associado(s) a QTLs. Disponivel no banco de
dados SoyBase (http://soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/).

BAC Tamanho

. ~ . - .~ 3 . . 4 5
GM_Whc Localizacéo in silico Regiao (kb) Sintenia Satt, Sat QTLs
0102N16  Gm16%1231125.1382294  16S-T 151 GmO7 Satt405 Altura da planta Rendimentof
Maturacao da vagem

0088G15 Gm16:27610047..27758800 16L - St 149 GmO02 Satt622 Numero de vagens, producdo
Reacéo a Phialophora gregata/

0149P23 Gm16:33265689..33383190 16L - St 117 GmO09 Satt244 Reacéo a Heterodera glycines/

Altura de planta
0145012 Gm16:37192311..37309066 16L-T 117 GmO03 e 09 Satt712

Altura de planta/
0093L17 Gm18%954362..1118734 18S-T 164 Gmll Satt163 Reacdo a H. glycines/
Teor de em &cido oleico nas sementes
Conteldo de nitrogénio das sementes/

0138F23 Gm18:4689845..4831719  18S - St 142 Gm11 e05 S,’Sa;:tzgif Teor de cistefna nas sementes/
Teor de acido linolénico nas sementes

0173N15  Gm18:10401526..10532467  18S- | 131 Gmo8 Satt115 ]

0176B09  GMm18:61071099..61214911  18L -T 144 GmOo2 Sat 372

lGM_Wbc, Biblioteca BAC de soja. ’Gm16 e Gm18, pseudomolécula 16 e 18 de G. max, respectivamente. 3st, Subterminal; T, Terminal; |, Intersticial; S, Short
(braco curto); L, Long (braco longo). “Satt ou Sat, Marcadores genéticos. 5QTL (Quantitative Trait Loci - Locos de Caracteres Quantitativos).


http://soybase.org/gb2/gbrowse/gmax1.01/
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_J&comparative_map_left=GmConsensus40_J;highlight=%22Pl+ht+13-5%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_J&comparative_map_left=GmConsensus40_J;highlight=%22Pl+ht+13-5%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_J&comparative_map_left=GmConsensus40_J;highlight=%22Pod+mat+19-6%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_J&comparative_map_left=GmConsensus40_J;highlight=%22Pod+num+1-7%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_J&comparative_map_left=GmConsensus40_J;highlight=%22Pod+num+1-7%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_J&comparative_map_left=GmConsensus40_J;highlight=%22BSR+4-1%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_G&comparative_map_left=GmConsensus40_G;highlight=%22SCN+29-8%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_G&comparative_map_left=GmConsensus40_G;highlight=%22SCN+29-8%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_G&comparative_map_left=GmConsensus40_G;highlight=%22sd-Cys+1-2%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_G&comparative_map_left=GmConsensus40_G;highlight=%22sd-Cys+1-2%22
http://soybase.org/cmap/cgi-bin/cmap/viewer?data_source=sbt_cmap;ref_map_set_aid=GmComposite2003&ref_map_aids=GmComposite2003_G&comparative_map_left=GmConsensus40_G;highlight=%22Linolen+4-2%22
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Analise dos dados

As melhores metafases mitéticas foram capturadas através de uma camera
Leica DFC 340FX, utilizando o programa Leica CW 4000. As imagens foram
otimizadas mediante ferramenta “brilho e contraste” com o Adobe Photoshop CS4
(Adobe Systems Incorporated). ApOs captura das imagens, todas as laminas foram
descoradas em etanol:acido acético (3:1, v/v) por 30 min e etanol 100% por 1h e
passaram por pelo menos uma re-hibridizagéo para obtencéo de novos resultados.

Para a sobreposicdo das imagens DAPI-BACs/ DNAr 5S ou 45S, a cor da
imagem do DAPI foi alterada para tons de cinza e o fundo foi escurecido com a
ferramenta levels. Os BACs foram pseudocoloridos em laranja, rosa, azul escuro,
amarelo, azul claro, lilds ou vermelho e ambas as imagens foram sobrepostas,
usando a ferramenta lighten do Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems
Incorporated).

Para a construcao do idiograma dos cromossomos homeodlogos de G. max, G.
soja, G. syndetika, G. tabacina e G. tomentella seguiu-se a metodologia estabelecida
por Fonséca et al. (2010), com adaptacdes. A identificacdo dos cromossomos G.
max seguiu a nomenclatura determinada pelo site http://www.soybase.org/. Foi
utiizado o software do programa MicroMeasure 3.3., disponivel em
http/:www.biology.colostate.edu/MicroMeasure  (Universidade do Estado do
Colorado) para obter as medi¢cdes cromossOmicas. A posicdo de marcas foi medida
a partir do telébmero do braco longo (regido inicial, correspondente ao 0) ao
centrdmero acrescida da distancia do centrdmero ao centro do sinal e do centro do
sinal ao telémero (regido final). O valor final consistiu de uma média das medic¢des
realizadas em pelo menos oito croméatides marcadas com mesmo padrdo de
condensacdo. Posteriormente, a montagem dos idiogramas foi feita mediante

programa Adobe Flash CS4 Profissional da cole¢cdo Adobe Master Collection CS4.
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Resultados
Localizagcao das sequéncias BACs mediante FISH

Oito BACs de soja foram localizados in situ em cromossomos metafasicos de
G. max (Gm, 2n = 40), G. soja (2n = 40), G. syndetika (2n = 40), G. tabacina (2n =
80) e G. tomentella (2n = 78) (ver Tabelas 1 e 2). Em G. max e G. soja, todas as
sondas evidenciaram marcacfes Unicas em um ou dois pares cromoss6micos, com
excecdo do BAC 173N15, que apresentou padrbes de hibridizacdo tipicos de
sequéncias de DNA repetitivo nas regides centromeéricas e pericentroméricas (Figura
1A, B), coincidentes com as regides heterocromaticas reveladas pelo CMA3'/ DAPI
em todo o complemento de G. max e em alguns cromossomos de G. soja (dados

nao mostrados).

G. max

Figura 1. Hibridizag&o in situ do BAC 173N15 do cromossomo Gm18 de Glycine max em
cromossomos mitdticos de G. max (A) e G. soja (B), contracorados com DAPI (cinza).
Barraem B =10 um.

O BAC 102N16 mapeado geneticamente no grupo de ligacdo J (Gm16,
posicdo terminal do brago curto) foi localizado in situ na regido terminal do braco
curto (S) de um par cromossémico em G. max, G. soja (2n = 40) e G. tabacina (2n =
80), permitindo a identificagcdo dos cromossomos homeodlogos portadores de Gm16
nas duas ultimas espécies (Figuras 2A, B, E; 3A, B, D). Glycine syndetika (2n = 40)
exibiu dois pares de cromossomos com sitios terminais também no braco curto
(Figuras 2C; 3C). Glycine tomentella, por sua vez, exibiu um par muito forte
correspondente ao DNAr 45S e dois pares marcados na regiao terminal do braco
curto, sendo um deles o provavel homedélogo de Gm16 (Figuras 2F1, F2; 3E). Vale
ressaltar que nenhuma marcacdo proximal colocalizou com os dois pares
cromossOmicos portadores de DNAr 5S localizados na regido proximal do braco
curto (Figura 2F2).
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G. syndetika |+« G. syndetika

102N16
145012

A

G. tabacina

E

G. tomentella
DNAr 45S

Figura 2. Hibridizagéo in situ de quatro clones BAC de Glycine max (Gm16): 145012
(amarelo); 149P23 (azul escuro); 102N16 (laranja) e 88G15 (rosa), bem como de sondas de
DNAr 5S (vermelho) e 45S (verde) em G. tomentella. Cromossomos mitéticos de G. max, 2n
=40 (A); G. soja, 2n = 40 (B); G. syndetika, 2n = 40 (C, D); G. tabacina, 2n = 80 (E) e G.
tomentella, 2n = 78 (F1 e F2). Observa-se a colocalizacdo de um par do BAC 102N16 com o
par de sitios de DNAr 45S (F2). Os insertos mostram os cromossomos homeol6logos
ampliados, exceto para F2. Em A e B observa-se ainda inserto com marcacéo referente ao
BAC 88G15 (Gm16L, rosa). Setas e cabecas de seta indicam as marcas que identificam os
cromossomos homeélogos Os cromossomos foram contracorados com DAPI e
pseudocoloridos em cinza. Barra em F2 = 10 pm.
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O clone BAC 145012 [GmL16, regido terminal do braco longo (L)] foi localizado
in situ na regido terminal do braco longo (L) de Gm16 (Figura 3A). Um par com
marcacdo mais fraca, as vezes nao aparente, também foi visualizado em algumas
células (sete de um total de 18 células), correspondente provavelmente a um dos
cromossomos de sintenia recente (Gm03 ou GmO09; Figura 2A; ver sintenia na
Tabela 2). Para G. soja e G. syndetika, observou-se a presenca de um par de sitios
marcados fracamente na regido terminal do braco longo e curto (dado néo
confirmado), respectivamente (Figuras 2B, D; 3B). Em G. tabacina, foram
observadas marcacfes em um par de sitios na regido terminal do braco longo
(cromossomo metacéntrico, com razao de bracos = 1,15), identificando o0 homedlogo
(Figuras 2E; 3D). Para G. tomentella, este BAC evidenciou trés pares de sinais
fracos: dois proximais e um subterminal correspondente ao cromossomo de
homeologia (Figura 2F1).

Adicionalmente, para os BACs 149P23 e 88G15 [Gm16 braco longo (L),
subterminal] que foram hibridizados apenas em cromossomos de G. max e G. soja,
observou-se a presenca de sinais na regido subterminal (149P23) e intersticial

(88G15) do braco longo de um par cromossoémico (Figuras 2A, B; 3A, B).

102N16
satt405} |

Satt622

Satt244 88G15
\|—{149P23
satt712 ! — 1145012

J Gm16

G. max

Figura 3. Mapas genéticos e de sequenciamento do cromossomo Gm16 (J) de G. max com
os clones BACs 102N16 (laranja), 88G15 (rosa), 149P23 (azul escuro) e 145012 (amarelo).
Representacdo esquemética dos cromossomos e cromossomos de homeologia de G. max,
G. soja, G. syndetika, G. tabacina e G. tomentella.

Dentre os BACs mapeados geneticamente no grupo de ligagdo G (Gm18),
93L17 [terminal do braco curto (S)] foi localizado in situ na regido terminal, do brago
longo (L) em um par cromossdmico de G. max e de G. soja (2n = 40), possibilitando
a identificacdo do par homeodlogo a Gm18 em G. soja (Figura 5A, B), além do
provavel cromossomo de sintenia (Gm11) em G. max, detectado por uma marcagao
mais fraca na regiao terminal do braco curto (Figura 4A). Glycine syndetika (2n = 40)
apresentou quatro pares: um deles colocalizando com o DNAr 45S, além de trés

terminais (um no brago longo e dois no brago curto), sendo que uma destas
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marcacdes no braco curto € referente ao cromossomo homeologo a Gm18 (Figuras
4D; 5C). Em G. tomentella (2n = 78), este mesmo BAC hibridizou quatro pares
cromossOmicos: um deles colocalizando com o DNAr 45S terminal (inserto na
Figuras 4E e 5E); outro proximal no bracgo curto, e os dois ultimos em regiao terminal
do braco curto (dados ndo mostrados). Em G. tabacina (2n = 80), foi visualizado um
par de sitios marcado na regido terminal do brago curto, em cromossomo
correspondente ao de homeologia a Gm18 (Figura 5D), além de trés pares de

marcacoes fracas (Figura 4F).

G. max

176B09

G. tomentella
DNAr 458

Figura 4. Hibridizacdo in situ de trés clones BAC para o cromossomo 18 de Glycine max
(Gm18): 93L17 (vermelho); 138F23 (lilas), e 176B09 (azul claro). Cromossomos mitéticos de
G. max, 2n = 40 (A, B), G. soja, 2n = 40 (C), G. syndetika, 2n = 40 (D), G. tomentella, 2n =
78 (E) e G. tabacina, 2n = 80 (F). FISH de DNAr 45S (verde) em G. tomentella, colocalizado
com BAC 93L17 (inserto em E). Setas e cabecas de seta indicam as marcas que identificam
0s cromossomos com homeologia. Asteriscos indicam a regido organizadora de nucléolos.
Os cromossomos foram contracorados com DAPI e pseudocoloridos em cinza. Barraem F =
10 pm.

O BAC 138F23 (grupo de ligacdo G, Gm18, braco curto terminal) hibridizou na

regido subterminal do braco longo de um par cromossdmico de G. max
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correspondente ao Gm18 (Figura 5A) e na regido terminal do bragco curto do
provavel cromossomo sinténico Gm11l com marcag¢des mais fracas (Figura 4A). Em
G. soja e G. syndetika, hibridizou em um par de cromossomos na regido terminal do
braco longo e curto, respectivamente, identificando os cromossomos de homeologia
(inserto em Figuras 4C, D; 5B, C). Em G. tomentella, dois pares, um terminal no
braco longo e um proximal no brago curto foram observados (Figuras 4E; 5E).

O clone BAC 176B09 (Gm18L terminal) foi localizado in situ em dois pares
cromossOmicos de G. max: Gm18 em regido subterminal no brago curto (Figura 5A)
e 0 segundo, que mostra uma marcacdo fraca na regido subterminal também do
braco curto, ndo visualizada em todas as células, referente provavelmente a regido
de sintenia em GmO02 (Figura 4A, B). Glycine soja apresentou uma marcacao no par
homeologo (Figura 5B), além da presencga de mais dois pares, um hibridizando uma
provavel regido de DNAr 45S e outro par marcando uma regido proximal do bracgo
longo, sendo que esta ultima néo foi visivel na maioria das células (Figura 4C). Em
G. syndetika, esta sonda hibridizou na regido subterminal do braco longo do
cromossomo homeodlogo (Figura 5C) e em outro cromossomo em regido subterminal
do braco longo (Figura 4D). Em G. tomentella, estdo presentes dois pares de
marcacfes proximais no braco curto, um deles correspondente ao cromossomo
portador de DNAr 45S (Figuras 4E; 5E). Em G. tabacina, a sonda possibilitou
visualizar marcacédo na regido terminal do braco longo do par de cromossomos
correspondente ao homeologo (Figura 5D), além de dois pares de marcas fracas
subterminais e terminais (Figura 4F).

Vale ressaltar que para a FISH dos BACs 145012, 93L17, 138F23 e 176B09
em cromossomos de G. tomentella foi utilizado DNA bloqueador (50x ou 100x da
fracdo COt-100) na mistura de hibridizacdo, a fim de inibir a presenca de marcacdes
inespecificas (Figuras 2F, 4E, 5).

As Figuras 3 e 5, bem como a Tabela 3 resumem os principais resultados
obtidos no presente trabalho.
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Figura 5. Mapas genético e de sequenciamento do cromossomo Gm18 (G) de G. max com
os clones BACs 93L17 (vermelho), 138F23 (lilas), 173B09 (azul claro). Representacéo
esquematica dos cromossomos e cromossomos de homeologia de G. max, G. soja, G.
syndetika, G. tabacina e G. tomentella.

Tabela 3. Clones BAC hibridizados e resultados de suas respectivas localiza¢cfes in
situ em cinco espécies de Glycine.

BAC Localizacéo in situ
GM_WBc* G. max G. soja G. syndetika G. tabacina G. tomentella
0102N16 16S*-T* ST 2S-T S-T DNAr 45S/2 S-T
0088G15 16L%-1° L-I - - -
0149P23 16L-St° L-St - - -
0145012 16L-T/ S-T L-T ST L-T L-St/2 L-P’
45S | S-T / vérias 45S/S-P/

0093L17 18L-T/S-T L-T 2S-T/L-T  marcacdes fracas 2ST
0138F23 18L-St/ S-T L-T ST - S-PIL-T
0173N15 pe® Pe - - -

DNAr 458 2 L-St L-T/ varias S-P no
0176B09  18S-St/ S-St S-T/L-P marcagdes fracas 'O oooomo COM

DNAr 45S/S-P

'GM_WBc, biblioteca BAC de G. max. °L, (Long) braco longo; *S, (Short) braco curto; T, terminal; °St,

subterminal; ®l, intersticial; ‘P, proximal; ®pe, pericentromérica..
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Discussao

A técnica BAC-FISH, utilizando sequéncias de DNA de G. max como sondas,
possibilitou 0 mapeamento citogenético comparativo de Gm16 e Gml18 entre 0s
cromossomos de G. max, G. soja, G. syndetika, G. tabacina e G. tomentella,
colaborando para os estudos de sintenia e para o entendimento da evolucao
cariotipica do grupo.

Importantes estudos de BAC-FISH vém sendo realizados em analises
gendmico-comparativas inter- e intragenéricas de diversas espécies. Os dados
indicam que espécies de um mesmo género, em geral, apresentam uma relativa
estabilidade quanto a ocorréncia de rearranjos cromossémicos, 0S quais Ssao
constituidos principalmente por fusdes, inversdes e translocacdes [Lysak et al.,
2006; Mandakova e Lysak, 2008]. Em soja, por exemplo, estudos citogenéticos
comparativos entre G. max e G. soja e entre G. max e G. gracilis foram realizados,
permitindo a identificacdo de apenas um evento de translocacdo entre o0s
cromossomos 11 e 13 de G. soja em relacdo a G. max [Findley et al., 2010] e entre
os cromossomos 1 e 8 de G. gracilis [Findley et al., 2011].

No presente trabalho, sete BACs contendo sequéncias de cOpia Unica foram
hibridizados in situ em cromossomos de G. max, G. soja, G. syndetika, G. tabacina e
G. tomentella, permitindo a localizacdo citogenética de marcadores genéticos (Satt
ou Sat) e a orientacdo dos grupos de ligacdo G (Gm18) e J (Gm16) em relacdo a
estrutura dos cromossomos. A localizacdo in situ dessas marcas possibilitou a
analise da sintenia no genoma de cada espécie e entre as espécies analisadas
(Figuras 3; 5). Para os dois cromossomos analisados, observou-se uma sintenia total
das marcas entre as espécies, destacando quebra de sintenia para Gm16 em G.
syndetika e G. tomentella e para Gm18 em todas as espécies analisadas.

Essa estabilidade cariotipica intragenérica e mesmo intergenérica também foi
observada para outras espécies do clado Phaseoloids, no qual o género Glycine
esté inserido. BACs contendo sequéncias de P. vulgaris, por exemplo, foram usados
em uma comparagcdo gendmica entre a referida espécie e trés outras do clado
Phaseoloids (P. lunatus, P. microcarpus e V. unguiculata). Observou-se neste
estudo uma alta sintenia, com a ocorréncia de alguns eventos de translocagéo e de
inversdo, cuja frequéncia aumentou com o aumento da distancia filogenética

[Bonifacio, 2009; Bonifacio et al., 2012; Vasconcelos et al., em preparacgéo]. Entre P.
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vulgaris e P. lunatus, por exemplo, foram observadas algumas provaveis inversdes
pericéntricas nos cromossomos 2 e 9, bem como uma transposi¢cdo ou inversao
pericéntrica no cromossomo 10 [Bonifacio et al.,, 2012]. Entre P. vulgaris e P.
microcarpus, foi ressaltada também uma alta sintenia, com apenas trés quebras de
colinearidade [Fbnseca et al.,, 2010]. J&4 entre P. vulgaris e V. unguiculata,
Vasconcelos et al. (em preparacdo) observaram uma sintenia parcial para FISH de
BACs de quatro cromossomos de P. vulgaris em cinco de V. unguiculata,
destacando a presenca de eventos de duplicacao, inversdes e translocacodes.

Em Fabaceae, dados gendmicos também apontam para a conservacao de
grandes blocos sinténicos entre as espécies [Choi et al., 2004], observando-se uma
reducdo com o aumento da distancia filogenética [Bordat et al., 2011]. No clado
Phaseoloids, G. max e P. vulgaris mostraram extensos blocos de loci compartilhados
mediante estudos de sintenia com mapeamento usando RFLP e andlise de EST
(Expressed Sequence Tags - Etiquetas de Sequéncias Expressas). Os autores
observaram que a maioria dos cromossomos de soja € composta por fragmentos
sinténicos com varios cromossomos do feijdo comum [McClean et al., 2010].
Também entre V. unguiculata e G. max, mdltiplas regides de sintenia foram
observadas. O genoma de soja exibiu regibes génicas homedlogas com cerca de
85% de SNPs mapeados em V. unguiculata, indicando uma grande semelhanca
entre os genomas [Lucas et al., 2011].

O aparecimento de mais de um par para algumas marcas para as espécies
com 2n = 40 e de marcacgOes extras em G. soja, G. syndetika, G. tabacina e G.
tomentella (2n = 40, 40, 80 e 78, respectivamente) pode ser devido a natureza
poliploide de seus genomas, com algumas regides duplicadas, onde se espera que
estas sequéncias apresentem regides de homeologia com outros sitios do genoma
[Gill et al., 2009; Schmutz et al., 2010]. Contudo, ndo pode ser descartada a
possiblidade da presenca de DNA repetitivo nessas regides, mesmo usando fracado
Cot como no caso de G. tomentella ndo bloqueado pela. Este ultimo caso pode ser
exemplificado pela marcacdo de alguns BACs colocalizando com as regides de
DNAr 45S, observada em G. soja (BAC 176B09, Gm18), G. syndetika (BAC 93L17,
Gm18) e G. tomentella (BACs 0102N16, Gm16; 93L17, Gm18), ndo mostrada em G.
max. A colocalizacéo diferencial do DNA repetitivo com sitios de DNAr 45S das trés
referidas espécies pode ocorrer como consequéncia de uma divergéncia dos
espacadores intergénicos em sitios de DNAr [Garcia et al., 2010]. A associacéo de

DNAr 45S a DNA repetitivo pode ser observada, por exemplo, em Hordeum
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spontaneum (K. Koch) Thell [Belyayev et al., 2005], Cestrum strigilatum Ruiz e Pav.
e C. intermedium Sendtn. [Fregonezi et al., 2007].

O Unico BAC com marcacgao repetitiva em G. max (173N15) hibridizou nas
regides pericentroméricas colocalizando ao menos em grande parte com a regido de
heterocromatina constitutiva de G. max [ver Bortoleti et al., em preparacdo; Schmutz
et al., 2010]. Contudo, em G. soja, este mesmo BAC marcou apenas cinco pares na
regido de heterocromatina pericentromérica [Silva et al., em preparacao; Ha et al.,
2012]. A presenca de um numero bem menor de marcacdes nas regides
pericentroméricas de G. soja demonstra que esta regido tem se diferenciado de G.
max ao longo da evolucéo [Du et al., 2012].

De um modo geral, os dados do presente trabalho sugerem a ocorréncia de
sintenia para o grupo, apesar da distancia filogenética entre as espécies. Todos 0s
BACs evidenciaram uma alta estabilidade cariotipica, observando apenas uma
quebra de colinearidade em G. tomentella e outra possivelmente em G. syndetika,

envolvendo possiveis inversdes e/ou translocacgoes.
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Conclusoes
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Conclusoes

1. Para Gm18, a orientacdo do mapa de sequenciamento esta invertida em relacao
a morfologia cromossdémica, provavelmente em funcdo do padrdo de

condensacao cromossomica.

2. Observa-se uma quebra de sintenia para Gm16 em G. syndetika e G. tomentella

e para Gm18 em todas as espécies analisadas.

3. O aparecimento de mais de um par para algumas marcas para as espécies com
2n =40 e em G. tabacina e G. tomentella (2n = 80 e 78, respectivamente) reflete

a natureza poliploide de seus genomas.

4. Os sitios de DNAr 45S em Glycine parecem ter uma divergéncia de espacadores
intergénicos, evidenciada pela sua colocalizacao diferencial com alguns BACs
em G. soja (BAC 176B09, Gm18), G. syndetika (BAC 93L17, Gm18) e G.
tomentella (BACs 0102N16, Gm16; 93L17, Gm18), ndo observada em G. max.

5. Aregido pericentromérica de G. max apresenta constituicdo diferenciada quando

comparada a G. soja.
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