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RESUMO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma espécie alotetraploide de origem recente,
originado a partir da hibridacdo entre duas espécies silvestres diploides, A. duranensis
(genoma A) e A.ipaénsis (genoma B), seguida por uma duplicacdo cromossémica
espontanea (3,500-10,000 anos atréds), cujo genoma tem aproximadamente 2,8 Gb de
tamanho, composto em sua maioria por sequéncias repetitivas. A exploracdo do seu genoma
grande e complexo, sem o0 genoma de referéncia tem sido um desafio. Portanto, o
alotetraploide sintético (A. ipaénsis x A. duranensis)®, que mimetiza o backgraund
gendémico do amendoim foi utilizado com objetivo de desvendar os efeitos da hibridagéo e
poliploidizacdo. Esse estudo compreende a primeira caracterizagdo citogenética dos
subgenomas desse alotetraploide sintético de Arachis, em comparagdo com 0 genotipo
natural, o amendoim, estendendo-se para as espécie genitoras. Os alotetraploides, natural e
sintético apresentaram semelhangas, como a observada no conteido de DNA, com 2C (pg)
de 5,71 e 5, 92 respectivamente; na intensidade e posicdo de bandas centroméricas DAPI;
no numero de loci de DNAr 5S e em alguns loci de DNAr 45S com presenca de RONSs. Foi
demonstrado ainda que alguns aspectos da organizacdo e composicdo dos subgenomas do
sintético diferem das observadas nas espécies diploides, e em menor grau, das observadas
em A. hypogaea. Rearranjos de alguns segmentos de DNA nos subgenomas do sintético
foram detectados, entre eles a perda dos loci 45S de A. ipaénsis; a inativagdo da RON no
subgenoma B; auséncia de bandas evidenciando regides heterocromaticas CMA™ e
diferencas na frequéncia e distribuicdo de RT-LTRs. Portanto a poliploidia realmente vai
além da simples unido de dois genomas em um mesmo nucleo, podendo envolver também
a participacdo de vastos ajustes moleculares e fisiologicos, que incluem rearranjos
genémicos, além do controle epgenético. Algumas das alteracBes observadas no sintético
podem ser semelhantes as que possivelmente ocorreram durante a formacéao e evolugdo do
amendoim. Esses resultados trazem novos insights sobre a historia gendmica do amendoim,
representando, portanto, uma contribuicg&o significativa para estudos relacionados com o seu
continuo sequenciamento, bem como para a compreensdo geral da evolucdo dos genomas
de Arachis.

Palavras-chave: alotetraploide, amendoim, citometria de fluxo, CMA, cromossomos, DAPI,
DNA ribossémico, FISH, GISH e retrotransposons do tipo LTR.
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1. INTRODUCAO

O género Arachis € origindrio da América do Sul, composto por 81 espécies
arranjadas em nove se¢des taxondmicas (Stalker, 1991; Krapovickas e Gregory, 1994; Valls
e Simpson, 2005; Valls et al., 2013). A se¢do Arachis possui 0 maior nimero de espécies
do género e é amplamente distribuida na América Latina, em paises como o Brasil,
Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai, aléem de conter a espécie cultivada (Arachis
hypogaea L.) e seus genitores silvestres (Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson,
2005; Valls et al., 2013; Seijo et al., 2004, 2007). O género pertence a familia Fabaceae ou
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, e ao clado Dalbergioide (Lavin et al., 2001, Lewis
et al., 2005).

A maioria das espécies da se¢do Arachis é diploide, com 20 cromossomos (2n = 2x
= 20), enquanto A. hypogaea juntamente com A. monticola é tetraploide (2n = 2x = 40)
(Krapovickas e Gregory, 1994; Lavia, 1998; Valls e Simpson, 2005). O amendoim é uma
espécie alotetraploide recente (Krapovickas e Gregory, 1994), que contem dois subgenomas
distintos: A e B, onde 2n = 4x (2A + 2B) = 40 (Seijo et al., 2004). A origem desta espécie
esta relacionada a hibridacéo entre duas espécies silvestres diploides: A. duranensis (genoma
A) e A. ipaénsis (genoma B), que apds uma tetraploidizacao espontanea teve sua fertilidade
restaurada (Smartt at al., 1978; Singh, 1986; Fernandez e Krapovikas, 1994; Stalker e
Simpson,1995; Kochert et al., 1996; Seijo et al., 2004; Robledo e Seijo, 2010).

Analises citogenéticas que mostram o padrao de distribuicdo de heterocromatina, de
DNA ribossémico (DNAr) e de sondas de DNA genémico das espécies diploides A.
duranensis e A. ipaénsis confirmam que o cariotipo do amendoim é equivalente ao
somatdrio dos caridtipos dessas espécies (Seijo et al., 2004, 2007; Robledo e Seijo, 2010),
constatando-se que A.duranensis foi o provavel doador para todos os 10 cromossomos do
genoma A, ao passo que A. ipaénsis foi o doador para os cromossomos do genoma B (Burow
et al., 2009; Grabiele et al., 2012; Moretzsohn et al., 2013).

Quando analisadas por estudos de mapeamento genético, com marcadores
moleculares com DNA com baixo nimero de copias, as espéecies genitoras do amendoim
apresentam semelhangas na maior parte da porcdo génica, evidenciando alta sintenia,
indicando uma evolucdo lenta na organizagao dos genes (Moretzsohn et al., 2009; Bertioli
et al., 2009; Shirasawa et al., 2013). Entretanto, analises citogeneéticas por hibridizagéo in
situ gendmica (GISH) em amendoim apresentaram diferengas entre 0s subgenomas
componentes, sugerindo que as fragdes repetitivas sdo distintas entre eles (Seijo et al., 2007;

Bertioli et al.; 2013).
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De fato, a maioria das plantas, bem como outros organismos eucariotos complexos,
0 genoma apresenta uma regido menor correspondente a sequéncias génicas, enquanto a
maior parte é composta por sequéncias repetitivas de DNA (Schmidt e Heslop-
Harrison,1998). Essas sequéncias, em sua maioria sdo elementos de transposicdo (ETS),
definidos como sequéncias de DNA com capacidade de movimentacdo ao longo do genoma
hospedeiro, com grande relevancia na estrutura, organizacdo e evolucdo dos genomas,
desempenhando diversas atividades em plantas (Schulman, 2013). Dentre os ETs, o0s
retrotransposons (RT), principalmente os que possuem sequéncias flanqueadoras do tipo
Long Terminal Repeats (LTR) sdos os principais contribuidores da fracdo repetitiva de
genomas de plantas, constituindo até 80% de grandes genomas (SanMiguel e Bennetzen,
1998).

O tamanho do genoma do amendoim foi estimado em 2.8 Gb (Greilhuber, 2005),
onde aproximadamente 64% € representado por uma fracéo repetitiva (Dhillon et al., 1980).
O recente sequenciamento do genoma das espécies diploides genitoras do amendoim,
confirmaram essas estimativas, onde foi determinado 1,25 e 1,56 Gb de tamanho
respectivamente para A. duranensis e A. ipaénsis (Bertioli et al., 2016).

Apesar da evidente relevancia dos ETs, os primeiros RTs do tipo LTR s6 foram
caracterizados no genoma do amendoim em 2010 por Nielen et al. (2010, 2012), onde
foram identificados e caracterizados FIDEL (familia Ty3-Gypsy) e Matita (familia Ty1-
Copia), ambos com diferengas na distribuicdo entre os cromossomos dos subgenomas A e
B, possivelmente resultantes da atividade diferencial de transposicdo ocorrida apés a
divergéncia evolutiva das espécies genitoras ocorridas entre 3-3,5 milhdes de anos (Nielen
et al., 2012; Moretzsohn et al., 2013; Bertioli et al., 2016; Chen et al., 2016).

A distribuicdo in situ de alguns clones BAC de A. duranensis por FISH confirmou a
ubiquidade e alta frequéncia de varios elementos repetitivos, principalmente de RT-LTRs
(Bertioli et al., 2013). Em outro estudo, analises in silico confirmaram a ocorréncia de
inimeros elementos repetitivos nos genomas de A. duranensis e A. ipaénsis (Vidigal, 2014).
Essa ubiquidade e alta frequéncia de RT-LTRs foi corroborada recentemente (Bertioli et al.,
2016; Chen et al., 2016). Além disso, comparacOes entre as sequéncias desses genomas
confirmaram alta sintenia génica (Moretzsohn et al., 2013), mas diferengas relevantes no
conteudo repetitivo, sugerindo que os retrotransposons, principalmente aqueles do tipo
LTR, possuem um papel importante ao longo da evolugdo, na remodelacdo desses genomas
de Arachis (Nielen et al., 2010; 2011; Bertioli et al., 2013, Vidigal, 2014; Bertioli et al.,
2016).
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O amendoim apresenta baixo polimorfismo genético e menor variabilidade genética
qguando comparado com as espécies silvestres (Kochert et al., 1991; 1996; Stalker e
Simpson, 1995; Subramanian et al., 2000; Gimenes et al., 2002; Herselman, 2003;
Moretzsohn et al., 2004; Varshney et al., 2009), o que dificulta 0 avango mais expressivo
dos programas de melhoramento dessa cultura. Uma importante ferramenta para superar a
limitacdo de compatibilidade interespécies de diferenca de ploidia para aumentar a
variabilidade genética nos genotipos de amendoim consiste no uso de plantas alotetraploides
sintéticas, obtidas a partir da hibridacao entre duas espécies silvestres diploides previamente
selecionadas, seguida da tetraploidizacéo pelo uso de colchicina (Favero et al. 2006, Leal-
Bertioli et al., 2015, Favero et al., 2015).

Entre os alotetraploides sintéticos de Arachis, esta disponivel a combinagdo entre A.
ipaénsis (genitor materno) e A. duranensis (genitor paterno), como uma forma viéavel de
mimetizar o amendoim (Favero et al., 2006). Além de ser uma ferramenta com carater
pratico, os alotetraploides sintéticos servem como ponte para hibridacdo de espécies
diploides silvestres com o alotetraploide cultivado (amendoim), podento também contribuir
para 0 melhor entendimento em termos gendmicos, sobre efeitos da hibridacdo,
poliploidizacdo e domesticacdo no género.

O conhecimento sobre a distribuicdo, similaridade e especificidade dos ETs, e
principalmente a influéncia dos RT-LTRs nesses genomas podera contribuir para o melhor
entendimento da estrutura, organizacao, funcao e evolucao desses elementos nos genomas.
Andlises comparativas da distribuicdo de sequéncias repetitivas nos genomas do
alotetraploide natural (amendoim) e alotetraploide sintético (A. ipaénsis x A. duranensis),
baseando-se no conhecimento dos genomas de referéncia disponibilizados recentemente
pelo sequenciamento completo das duas espécies genitoras do amendoim (Bertioli et al.,
2016) facilitara o entendimento da organizacdo genética e genémica do amendoim.

A proposta desse trabalho foi realizar uma andlise citogenética molecular
comparativa entre os gendtipos do alotetraploide sintético (A. ipaensis x A. duranensis)™ e
natural (A. hypogaea), incluindo seus genitores diploides silvestres. Para tal, foi
determinado (1) o cari6tipo; (2) o conteddo de DNA dos genétipos por citometria de fluxo;
(3) a ocorréncia e organizacdo dos subgenomas A e B no alotetraploide sintético por GISH;
(4) o padrdo de bandeamento de regibes heterocromaticas ricas em C-G e A-T por
CMAG:/DAPI; (5) o numero e a localizagcdo de DNAr 5S e 45S por FISH; (6) o padréo de
distribuicdo dos membros de trés familias de RT-LTRs por FISH.
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Este € o primeiro relato de dados citogenéticos moleculares envolvendo um
alotetraploide sintético de Arachis, cujos padrdes obtidos estdo aqui comparados com o do
amendoim e seus genitores. Esses estudos tem grande valia para a elucidagcdo dos caminhos
evolutivos seguidos pelos subgenomas A e B do amendoim e do recém obtido alotetraploide
sinteético.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A cultura do amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma leguminosa com grande importancia na
agricultura de subsisténcia em paises tropicais, subtropicais e temperados (Chirinos, 2011).
Possui excelentes propriedades nutricionais, entre elas estdo presentes uma grande
quantidade de aminoacidos, diversas vitaminas, sais, carboidratos, minerais e ainda
resveratrol, um polifenol com principios ativos importantes par o sistema cardiovascular
(Santos et al., 2013). Os graos de amendoim possuem elevado valor nutritivo, compostos
por 22 a 30% de proteinas, além de serem extremamente caldricos (média 596 calorias/100g
de sementes), com até 50% de 6leo, incluindo o oleico, linoléico dentre outros &cidos graxos
encontrados em menor quantidade (Knauft et al., 1993). E uma planta cujas sementes podem
ser consumidas in natura, e, portanto, utilizadas como fonte de alimento ha milhdes de anos
até os dias atuais, por povos de diferentes culturas (Freitas et al., 2003a).

O amendoim tornou-se economicamente importante em diversas regides do mundo.
Atualmente a China ocupa a primeira posicdo em produtividade (16,7 Mt — milhGes de
toneladas), seguida pela india (4,1 Mt) e Estados Unidos (3,06 Mt) (USDA-FAS, 2016a).
Em termos de producdo mundial de oleaginosas, 0 amendoim ocupa o terceiro lugar, com
uma area plantada equivalente a 20,61milhGes de hectares e producdo de 40,07 milhGes de
toneladas/ano, ficando atras da soja (Glycine Max L. Merr.; producédo de 320,51 milhdes de
toneladas/ano —“Mt/ano”) e da canola (Brassica napus L.; 67,61 Mt/ano) (USDA-FAS,
2016a, 2016b).

O Brasil ja foi um grande produtor de amendoim, com producdo concentrada
principalmente nos estados do Parana e Sdo Paulo, que atendia ao mercado interno e externo
(Martins e Perez, 2006). Porém a partir de 1970, mudancas como a expansdo da cultura da
soja, laranja e cana-de-agUcar; custos crescentes na producdo de amendoim associado ao
baixo rendimento por area; suscetibilidade as variacdes climaticas e intensas variacdes de
precos durante a comercializagdo resultaram na redugéo do cultivo nacional de amendoim
(Freitas et al., 2003b). Atualmente, a maior parte da cadeia de producdo esta localizada no
Sudeste, e Sdo Paulo representa o estado com a maior producado, equivalente a quase 80%
do total produzido no pais (Godoy et al.,1999), que corresponde a menos de 1% da produgéo
mundial, com 288,4 Mt na safra de 2014/15 (Conab, 2015). Quando comparado com outros
produtos agricolas no Brasil, 0 amendoim possui um mercado relativamente pequeno, ja que
parte da producédo e familiar, destinada ao consumo doméstico, e os levantamentos nao
refletem nas estatisticas de producéo (Santos et al.,2013).
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2.2. O género Arachis

O género Arachis é originario da América do Sul, composto por 8lespécies
(Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005; Valls et al., 2013). Atualmente as
espécies desse género estdo distribuidas em cinco paises da América do Sul: Argentina,
Bolivia, Paraguai, Uruguai e Brasil. Dentre todas as suas espécies, 65 ocorrem no Brasil
(Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005; Valls et al., 2013) das quais 48 sdo
consideradas endémicas da flora brasileira (Krapovickas e Gregory, 1994). Todas as
espécies de Arachis sdo geocarpicas, peculiaridade que define o género, e que consiste na
producdo de flores acima do solo e frutos abaixo do solo (Krapovickas e Gregory, 1994;
Holbrook e Stalker, 2003).

A taxonomia do género Arachis foi realizada com base na distribui¢do geografica,
morfologia, analises citogenéticas e compatibilidade de cruzamentos, e atualmente esta
distribuido em nove secbes taxondmicas designadas Arachis, Erectoides, Heteranthae,
Caulorrhizae, Rhizomatosae, Extranervosae, Triseminatae, Procumbentes e Trierectoides,
baseadas (Krapovickas e Gregory, 1994; Fernandez e Krapovickas, 1994; Lavia, 1999; Valls
e Simpson, 2005, Pefialoza e Valls, 2005). A secdo Arachis apresenta grande notoriedade
por conter a espécie cultivada A. hypogaea (Krapovickas e Gregory, 1994), com provavel
centro de origem localizado na regido que vai do noroeste da Argentina ao sul da Bolivia
(Krapovickas e Gregory, 1994; Freitas et al., 2003a).

Arachis hypogaea, juntamente com A. monticola sdo espécies tetraploides (2n = 4x
= 40). Contudo a maioria das espécies da secdo diploides (2n = 2x = 20 cromossomos).
Existem ainda quatro espécies que possuem 18 cromossomos (A. decora, A. praecox, A.
palustris e A. porphyrocalyx) (Krapovickas e Gregory, 1994; Pefialoza e Valls, 1997; Lavia,
1998,1999; Pefialoza, 2000; Valls e Simpson, 2005; Pefialoza e Valls, 2005).

Estudos citogenéticos e avaliacdo da viabilidade apds cruzamentos levaram a
descricdo inicial dos genomas A, B e D para as espécies diploides da se¢do Arachis (Gregory
e Gregory, 1979; Singh e Moss, 1982; Singh, 1986; Stalker, 1991; Fernandez e
Krapovickas, 1994; Pefialoza e Valls, 2005). O genoma A ¢é caracterizado pela presenca de
um pequeno par de cromossomos chamado par ‘A’ (Husted, 1936), que apresenta menor
condensacdo da cromatina na regido centromérica quando comparado aos demais
Cromossomos, que por sua vez apresentam bandas heterocromaticas ricas em A-T
fortemente evidenciadas com DAPI (4°,6-diamino-2-fenilindol) (Seijo et al., 2004; Robledo
etal., 2009; Robledo e Seijo, 2010). Os cromossomos do genoma B ndo possuem o pequeno

par de cromossomos ‘A’, tém cariétipo simeétrico e ndo apresentam Cromossomos com
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bandas heterocromaticas centroméricas coradas por DAPI (Smartt et al., 1978; Smartt e
Stalker, 1982; Seijo et al., 2004; Robledo e Seijo, 2010). J& o genoma D, descrito em A.
glandulifera, possui cariétipo assimétrico, sem a presenga do pequeno par ‘A’, composto
por cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos, caracterizado pela presenca de
apenas oito pares de cromossomos com bandas principalmente pericentroméricas com
tamanho e intensidade variaveis coradas com DAPI (Stalker, 1991; Fernandez e
Krapovickas, 1994, Robledo e Seijo, 2008).

Com base na presenga e tamanho de bandas heterocrométicas, Robledo e Seijo
(2010) revisaram a classificacdo das especies com genoma B. Nesse estudo, algumas
especies foram reclassificadas como genoma F (A. benensis e A. trinitensis) e genoma K (A.
batizocoi, A. cruziana e A. krapovickasii), com bandas centroméricas DAPI " na maior parte
dos cromossomos, diferindo uma das outras na quantidade e distribuicdo da
heterocromatina. Com o genoma B permaneceram A. ipaénsis, A. gregory, A. valida, A.
magna e A.williansii. Através de analises da distribuicdo de DNAr e analises da
heterocromatina, Silvestri et al (2015) propuseram o genoma G para trés espécies com 2n =
18 cromossomos (A. decora, A. praecox e A. palustris).

2.3. O amendoim e sua origem

Existem algumas hipéteses fundamentadas em achados arqueoldgicos datados com
mais de 3.700 anos que levam a crer que 0 amendoim tenha surgido entre 3.500 e 10.000
anos atrds (Bonavia, 1982; Hammons, 1994; Simpson et al., 2001). Essa hipdtese
corrobora estudos moleculares que sugerem gue a origem hibrida do amendoim a partir
das espécies diploides A. duranensis e A. ipaénsis tenha ocorrido entre 3.500 e 10.000
anos atras (Bonavia, 1982; Hammons, 1994; Simpson et al., 2001; Bertioli et al., 2013;
Bertioli et al., 2016). Os grdos de amendoim ancestral tem uma aparéncia diferente do
amendoim moderno e isso pode ser devido a pressdo seletiva em diferentes ambientes
agroecoldgicos, que somadas a selecdo antropomorfica podem ter proporcionado a
variabilidade morfologica observada hoje no amendoim e nas diferentes subespécies e
variedades (Seijo et al., 2007).

O amendoim é uma espécie alotetraploide recente (2n = 4x = 40), com genoma
AABB e que possui cromossomos centromeéricos (Krapovickas e Gregory, 1994).
Analises citogenéticas do padrdo de distribuicdo de bandas heterocromaticas e de
sequéncias de DNAr distinguem dois tipos de componentes gendémicos em seu nucleo: o

subgenoma A, com bandas heterocromaticas fortemente evidenciadas com DAPI, ricasem
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A-T, e 0 subgenoma B, com bandas centroméricas heterocromaticas nao identificaveis
com DAPI (Seijo et al., 2004; Robledo e Seijo, 2010).

Seijo et al. (2004) mostraram que o cariétipo do amendoim equivale & soma dos
caridtipos das espécies diploides silvestres A. duranensis (genoma A) e A. ipaénsis
(genoma B). Em outro estudo, Seijo et al. (2007) através de um duplo GISH, reforcaram
essa hipotese da origem do amendoim fundamentados na evidente hibridizacéo especifica
para cada subgenoma componente do amendoim utilizando sondas obtidas a partir do
DNA gendmico de cada uma dessas espécies. Para acrescentar sobre essa hipotese, Favero
et al. (2006) por meio de cruzamentos entre esses diploides produziram com sucesso um
alotetraploide sintético, que ap06s cruzamentos subsequentes entre esse alotetraploide e
cultivares de amendoim geraram hibridos altamente férteis.

Portanto a origem do amendoim se deu a partir do cruzamento das espécies diploides A.
duranensis e A. ipaénsis, gerando um hibrido, que apds um evento de tetraploidizacdo
espontanea originou um alotetraploide fertil. A planta alotetraploide resultante
apresentava vigor hibrido, porém tornou-se reprodutivamente isolada de seus genitores
silvestres (Kochert et al., 1991; 1996; Moretzsohn et al., 2004; Varshney et al., 2009), o
que resultou na reducdo da variabilidade genética (Kochert et al., 1991; 1996;
Subramanian et al., 2000; Gimenes et al., 2002; Herselman, 2003; Moretzsohn et al.,
2004; Varshney et al., 2009).

Embora sua natureza seja alotetrapldide, os cromossomos de cada subgenoma do
amendoim se comportam de maneira independente e inteiramente regular para formacéo
de bivalentes durante a meiose (Smartt, 1990), consequentemente ndo ha recombinacao
genética entre os cromossomos dos dois subgenomas, indicando uma divergéncia evolutiva
entre eles, com data estimada em cerca de 3,5 milhGes de anos atras apartir de um ancestral
comum (Nielen et al., 2012; Moretzsohn et al., 2013; Bertioli et al., 2016; Chen et al.,
2016). A origem do amendoim a partir de um Unico evento possivelmente, resultante da
hibridacdo entre dois individuos somada a duplicacdo dos seus cromossomos, foi
determinante para impossibilitar o fluxo génico, ocasionando o isolamento reprodutivo
desse amendoim ancestral (Ramsey e Schemske, 1998; Bertioli et al., 2016; Chen et al.,
2016).

Por meio da selecdo de caracteristicas como arquitetura e formato das sementes
totalmente diferente de seus genitores, o amendoim foi modificado por meio da
domesticagdo humana em uma cultura bastante importantes no mundo (Hilu, 1993). O que

trouxe ao amendoim algumas vantagens como adaptabilidade ao cultivo, devido ao vigor
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oriundo da heterose e aumento do tamanho dos tecidos (Hilu, 1993) Consequentemente, a
variabilidade morfoldgica do amendoim e as diferentes subespécies e variedades existentes,
provavelmente sdo derivadas da pressdo seletiva em diferentes ambientes agroecoldgicos,
juntamente com a selecdo artificial (Seijo et al., 2007).

A baixa variabilidade genética do amendoim e a diferenca entre niveis de ploidia com
a maioria das espécies silvestres sao barreiras que dificultam o avanco de programas de
melhoramento genético. Entretanto, estudos que utilizam as espécies silvestres de Arachis,
selecionadas naturalmente ao longo da evolucdo em ambientes diversos e sob estresses
bidticos variados, constituem uma ampla fonte de diversidade alélica que podem ser
utilizadas de diferentes formas para a incorporacdo de caracteristicas desejaveis no
amendoim (Simpson et al., 1993). As espécies silvestres A. duranensis e A. ipaénsis
genitoras do amendoim, por serem portadoras do seu genoma, apresentam modelos tanto
para o conhecimento sobre o0 seu conteudo gendmico guanto para a sua estrutura. Portanto,
para acelerar o processo de melhoramento e consequentemente a obtencdo de cultivares com
caracteristicas agronomicamente desejaveis, estudos estratégicos estdo sendo realizados
(Vidigal, 2014).

A obtencdo de plantas alotetraploides sintéticas a partir da hibridacdo entre duas
especies silvestres diploides, seguida da tetraploidizacao pelo uso de colchicina (Favero et
al., 2006) vem sendo aplicada como ferramenta para 0 melhoramento. Esses tetraploides
sintéticos contendo as caracteristicas das espécies silvestres podem entdo ser cruzados com
diferentes cultivares de amendoim, funcionando como pontes para cruzamentos e assim
acelerar o avanco nos programas de melhoramento genético (Simpson, 2001; Favero et al.
2006, Leal-Bertioli et al., 2015, Favero et al., 2015).

2.4. Conteudo repetitivo do genoma do amendoim (Arachis hypogaea)

O genoma de organismos eucariotos complexos, assim como 0 genoma de plantas, esta
codificado em seu DNA, que é diferenciado em dois tipos de sequéncias: 0 DNA nao-
repetitivo e o0 DNA repetitivo (Flavell e Harrison, 1974). Nas sequéncias de DNA né&o-
repetitivo estdo presentes 0s genes responsaveis por controlar diferentes fungdes celulares. O
restante do genoma é formado por uma fracdo consideravel de sequéncias de DNA
repetitivas, tais como o DNAr, sequéncias satélites e elementos transponiveis (ETs). Esses
ETs formam o principal componente dos genomas dos eucariotos, em particular as plantas
e estdo organizados em funcdo das respostas as pressoes seletivas que ocorreram durante a

evolugéo (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998).
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As sequéncias repetitivas sdo diferenciadas quanto a sua organizacdo fisica e
gendmica, e ainda, pela sua homologia e distribuicdo nas espécies. A maioria das sequéncias
de DNA repetitivo apresenta capacidade de alterar a estrutura e fungéo do genoma, podendo
estar distribuidas no genoma de forma dispersa ou em blocos consecutivos (tandem), que
podem ser de DNA codificante, tais como as sequéncias de DNAr e DNA néo codificante,
como classes de DNA satélite (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998).

Temsch e Greilhuber (2000; 2001) determinaram que 0 genoma do amendoim
possuia tamanho de aproximados 2,8 Gb (Gigabases), composto por uma fracao repetitiva
que variava de alta a raramente repetitiva de aproximadamente 64%, e o restante, cerca de
36%, era formado por sequéncias de copia Unica, estimadas através da cinética de
renaturacdo desse genoma (Dhillon et al., 1980). Seijo et al. (2007) sugeriram que a soma
do tamanho dos genomas de A. duranensis e A. ipaénsis é similar ao tamanho do genoma
do amendoim, porém com regides sem afinidade com ambos os genomas (Raina e Mukali,
1999; Seijo et al., 2007). Essas estimativas foram confirmadas por Bertioli et al. (2016),
com o sequenciamento do genoma das espécies diploides genitoras do amendoim, onde foi
determinado 1,25 e 1,56 Gb de tamanho respectivamente para A. duranensis e A. ipaénsis,
indicando que ndo houve nenhuma grande alteracdo no tamanho do genoma desde a
poliploidizacdo. Alem disso foi identificado que os ETs representam 61,7 % e 68,5 % dos
genomas de A. duranensis e A. ipaénsis respectivamente, sendo esses valores compativeis
com contetdo repetitivo estimado para 0 amendoim.

Bertioli et al. (2013) analisaram a distribuicdo in situ de clones BAC de A.
duranensis (Guimaraes et al., 2008) por hibridizacdo por fluorescéncia - FISH em
cromossomos de A. hypogaea, que indicaram pelo padrao difuso de hibridizacdo uma
alta frequéncia de elementos repetitivos ainda ndo caracterizados nesses clones. Em
outros estudos foi observada uma alta colinearidade génica entre marcadores moleculares,
em mapas genéticos de ligacdo construidos a partir de populacdes das espécies diploides
com genoma A e B, indicando uma baixa divergéncia evolutiva nas por¢coes génicas
desses genomas (Burow et al., 2001; Moretzsohn et al., 2009; Bertioli et al., 2009;
Shirasawa et al., 2013). Consequentemente, esses estudos levaram a hipdtese de que
principalmente os componentes repetitivos presentes nos subgenomas A e B do amendoim

divergiram de forma significativa durante a evolucgao.

2.5. Elementos de transposicéo (ETSs)

Elementos de transposicéo sdo sequéncias de DNA com capacidade de se mover de

uma regido para outra em um genoma por meio da transposicao (Feschotte et al., 2002).
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Este evento foi relatado pela primeira vez por Barbara McClintock em 1950 em um estudo
com milho, que mostrou a existéncia desses elementos mdveis, quebrando o paradigma
de que o genoma é um conjunto estatico de informacGes transmitidas entre geragdes.
Foram identificados nesse trabalho dois loci denominados Dissociator e Activator que
agiam de forma associada entre si, alterando o fenotipo de coloracéo dos graos do milho.
Esses elementos possuem natureza ativa com algumas caracteristicas, tais como persisténcia
nos genomas, geracao de mutacdes deletérias, além de beneficiar-se da maquinaria celular
de replicacdo para a conservacao de suas copias (Orgel e Crick, 1980).

Os ETs tém uma enorme influéncia na evolucdo e composi¢cdo de genomas de
plantas e animais. A possibilidade de se inserirem dentro de genes do proprio organismo
pode causar diversas doengas, bem como ser fonte de nova informagao genética possuindo
um papel fundamental na evolugdo dos genes e na estrutura gendémica dos eucariotos
(Cordaux et al., 2006). Evidéncias moleculares obtidas a partir do sequenciamento de
genomas iniciados na década de 1990 apontam a presenca de ETs em quase todos 0s
eucariotos estudados (Wicker et al., 2007), correspondendo a maior parte dos
componentes desses genomas, formando até 45% do genoma humano (Lander et al.,
2001) e ultrapassando 80% em algumas plantas como o milho (Meyers et al., 2001).

Os ETs podem alterar padrGes de expressdo de genes, gerando alteracGes
funcionais, principalmente se inseridos dentro ou proximos as regifes promotoras de
genes (Kashkush et al., 2003a). Podem ainda ser responsaveis pela juncéo de segmentos
de DNA durante sua transposicao, alterando a colinearidade existente entre genomas
(Wicker et al., 2010) e alavancando a expansdo e evolucdo da estrutura gendmica (Alix e
Heslop-Harrison, 2004). Realizando com isso, um papel importante na evolucdo dos
organismos (Kidwell e Lisch, 1997; Fedoroff, 2000).

Existem na literatura uma diversidade de exemplos de ETs envolvidos em diferentes
funcbes importantes ao organismo hospedeiro. Um exemplo claro esta no fenotipo rugoso
de ervilhas observado por Mendel, neste caso a inser¢do de um ET no gene que codifica
a enzima responsavel pela concatenacdo de moléculas de amido gera uma enzima néo-
funcional, permitindo a expresséo do fendtipo rugoso. (Bhattacharyya et al., 1990). Em
Arabiposis thaliana, genes que codificam as transposases, responsaveis pela excisao e
integracdo de um elemento em outro sitio, estdo relacionados a processos de
desenvolvimento da planta (Bundock e Hooykaas, 2005) e as respostas da planta a
incidéncia de luz (Hudson et al., 2003; Lin et al., 2007). O efeito da selecdo humana pode

ser obsevado na cor da pele da uva (Vitis vinifera L.) pela variagdo no gene VmhbAL, um
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regulador da transcricdo da biossintese de antocianina, pela insercdo do retroelemento
Gretl na sua regido promotora conferindo um fenotipo branco na pele da uva (This et al.,
2007). A auséncia de sementes em algumas variedades de magé (Malus domestica) ocorre
devido a inser¢do de um retrotransposon LTR no intron 4 ou 6, suprimindo a expressao
normal do gene MDPI (Yao et. al., 2001). No péssego (Prunus pérsica) o fenétipo de pele
sem pélos ocorre pela insercdo de um retrotransposon LTR na sequéncia do exon 3 do
gene PpeMYB25 (Vendramin et al.,2014).

Atualmente os ETs podem ser classificados com base no modo de transposicao,
similaridades de sequéncias e relacdes estruturais (Wicker et al., 2007). Finnegan (1989)
propds a primeira forma de classificacdo para os ETs, divididos de acordo com seu
intermediario de transposicdo: 0 RNA, onde se encontram os elementos de Classe | ou
retrotransposons, e 0 DNA, englobando os elementos de Classe Il ou transposons de
DNA.

A Classe | é composta por elementos que se translocam no interior de um mesmo
nucleo utilizando RNA mensageiro (RNAm), sendo eles denominados: retrovirus e
retrotransposons. Apos a transcricdo reversa do fragmento de DNA, a copia de DNA
complementar (DNAC) é inserida em um novo sitio do genoma. Esse processo nédo
acarreta a perda de informacéo, apenas duplicacdo destas (Feschotte et al., 2002).

A Classe I, ou transposons de DNA, engloba os elementos que possuem repeticoes
terminais invertidas (TIR — Terminal Inverted Repeats) que codificam geralmente para
uma Unica proteina, a transposase, responsavel pela excisao e integracdo do elemento em
outro sitio do genoma. Nesse processo, ao contrario do ocorre com os elementos de Classe
I, a informac&o original € eliminada, restando apenas a copia (Feschotte et al., 2002).

Por apresentarem capacidade de transposicdo, os retrotransposons sao considerados
grandes contribuintes da fracéo repetitiva dos genomas (Kumar e Bennetzen, 1999; Sabot
e Schulman, 2006). De acordo com as caracteristicas da organizacéo e filogenia do gene
que codifica para a transcriptase reversa (TR), Wicker et al (2007) dividiram os ETs em
cinco ordens: retrotransposons LTR (LTRs — Long Terminal Repeats), DIRS
(Dictyostelium intermediate repeat sequence), PLEs (Penelope-like elements), LINEs
(Long interspersed nuclear elements) e SINEs (Short interspersed nuclear elements).

Os RT-LTRs sdo bastante abundantes e analises de suas sequéncias possibilitam
estimar a data de insercdo do elemento no genoma hospedeiro (Xu e Wang, 2007). Os
retrotransposons LTR sdo assim chamados porque possuem sequéncias LTR de centenas

de pares de bases (pb) a 5 kb que os flanqueiam, sendo as regides LTR 5’ ¢ LTR 3’
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idénticas quando o elemento se insere no genoma hospedeiro. Alem dessas sequéncias,
os retrotransposons LTR possuem regifes Target Site Duplication (TSD), com 4-6 pb
que flanqueiam as extremidades 5’ ¢ 3’ do elemento atuando como sinal de insercéo,
regides Primer Binding Site (PBS), com 18 pb na regido 3’ terminal do LTR 5° onde
ocorre o inicio da transcricdo reversa, e ainda a regido Polypurine Tract (PPT), com 11-
15 pb também envolvida na transcri¢éo reversa.

Esses elementos possuem duas principais superfamilias: Tyl-Copia e Ty3-Gypsy,
que se diferenciam pela semelhanca entre as sequéncias e ordem de distribicdo dos seus
genes (Schulman, 2013). Os RT-LTR podem ser autbnomos, pois contém
necessariamente dois genes: o gag, que codifica uma proteina semelhante ao capsideo viral
e o pol, formado por quatro genes distintos, a protease (PR), responsavel pela maturacao
da poliproteina; a integrase (IN), pela integracdo da copia de DNA no genoma hospedeiro;
a transcriptase reversa (TR) e RNAse H (RH) pela sintese do DNAc a partir do RNAmM
(Smyth, 1993). Os LTR ndo-autbnomos utilizam enzimas sintetizadas por outros
elementos para realizar a sua movimentacdo (Wessler, 2006; Wicker et al., 2007).

A indisponibilidade de genomas de referéncia ja foi um fator limitante para analises
evolutivas de retrotransposons, porém com o sequenciamento de genomas, intensificado
nas ultimas décadas, permitiu a investigacdo mais detalhada das relagcdes evolutivas de
cada grupo de ETs (Kolano et al., 2013).

2.6. Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

Por técnicas de citogenética molecular, como FISH a distribuicdo de RT-LTR
pertencentes as superfamilias Tyl-Copia e Ty3-Gypsy ja foram investigadas em
cromossomos de variadas espécies de plantas como girassol (Helianthus spp.) (Natali et al.,
2006), macd (Malus domestica) (Sun et al., 2008), ervilha (Pisum sativum) (Macas et
al., 2007), couve (Brassica oleracea) (Alix et al., 2005), cebola (Allium cepa) (Pearce et
al., 1996) e soja (Glycine max) (Du et al., 2010). Dependendo da espécie da planta e da
familia de RT-LTR analisada, a distribuicdo em cromossomos metafasicos pode variar,
podendo ser uniforme ou ndo (Kumar e Bennetzen,1999). Geralmente, os RT apresentam
uma distribuicdo dispersa nos cromossomos, o que reflete seu mecanismo de transposicao,
sendo encontrados entre ou dentro de outras sequehcias repetitivas, ou ainda associados
a regides genomicas especificas (Heslop Harrison, 2000).

Muitas vezes, a localizagéo preferencial de um elemento repetitivo pode ser camuflada

por eventos de recombinacdo, mas de maneira geral, esses elementos podem ser
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encontrados ao longo de todo o cromossomo, sem que haja ainda um padrao determinado
de distribuicdo (Heslop Harrison et al., 1997; Kumar e Bennetzen, 1999).

No amendoim, Patel et al (2004) identificaram transposons de DNA do tipo MITE
em mutantes que apresentavam alta relacdo com acido oléico (HO — High Oleic) devido
a ocorréncia de diferentes mutacdes identificadas em dois genes homeologos (ahFAD2A
e ahFAD2B). Eles constataram que a insercao de um elemento MITE na sequéncia do gene
ahFAD2B causava 0 aparecimento desse novo fenotipo HO. Posteriormente foi
investigada a diversidade gendmica e a taxa de transposi¢do do AhMITE, um transposons
de DNA, que possivelmente afetou a regulacdo de varios genes do amendoim cultivado
(Shirasawa et al., 2012).

Nielen et al. (2010) caracterizaram o0 primeiro retrotransposon de amendoim
pertencente a superfamilia Ty3-Gypsy, denominado FIDEL (Fairly long Inter-Dispersed
Euchromatic LTR retrotransposon). FISH revelou que FIDEL era mais frequente no
subgenoma A do que no subgenoma B, com hibridizacéo distribuida dispersamente nas
regides de eucromatina, ausente em centrdmeros, regides teloméricas e regido
organizadora nucleolar (RON). Esse padréo de distribuicdo desigual entre os subgenomas
A e B possivelmente ocorreu devido a atividade de transposi¢do ocorrida no genoma A,

provavelmente ap6s a divergéncia evolutiva das espécies genitoras.

Nielen et al (2012), descreveram outro retrotransposon, este pertencente a
superfamilia Ty1-Copia, denominado Matita, evidenciado apds FISH, de forma similar
nas regides distais dos bracos dos cromossomos dos subgenomas A e B do amendoim. Foi
mostrado que a distribuicdo de Matita exibe uma tendéncia de ser mais abundante perto
de analogos de genes de resisténcia do que de genes de cépia Unica (Nielen et al., 2012).

Bertioli et al (2013) em um estudo sobre a estrutura gendmica organizacional do
amendoim através de clones BAC de A. duranensis hibridizados in situ, observou que a
maioria do contetdo repetitivo era explicado pelas diversas copias de alguns RT-LTR, esse
estudo além de corroborar a sintenia génica entre A. duranensis e A. ipaénsis, mostrou que
a remodelacdo genémica é principalmente devido a altera¢cdes no contetdo repetitivo.

Vidigal (2014) realizou uma andlise in silico dos componentes repetitivos dessas
especies silvestres diploides, mais especificamente dos RT-LTRs, e identificou 81
familias em A. duranensis e 89 em A. ipaénsis. Alguns desses RT-LTR foram
selecionados para mapeamento cromossémico em amendoim, onde mostraram-se com
frequéncia e distribuicdo variada, corroborando o papel do DNA repetitivo na

similaridade entre sequéncias desde a divergéncia dos genomas A e B.
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Samoluk et al (2015) em uma andlise filogenética e mapeamento do RT
denominado ALI em cromossomos de espécies de Arachis, evidenciaram que a
divergéncia desse elemento repetitivo teria ocorrido antes da diferenciacdo dos genomas
genitores, sugerindo que a hibridacdo espontanea das duas espécies genitoras seguida de
duplicacdo cromossomica pode ndo ter induzido uma explosdo significativa de
transposicdo. Estes estudos evidenciam a importancia dos TEs, principalmente de RT-

LTRs na organizagdo e evolucdo do genoma de amendoim.
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3. JUSTIFICATIVA

O recente sequenciamento das espécies genitoras do amendoim foi uma importante
etapa para acelerar o entendimento da organizagdo genética e gendmica de espécies de
Arachis, pois além de contribuir para a compreensdo dos mecanismos moleculares e
celulares que conferem crescimento, desenvolvimento, reproducéo, respostas a doencas e
estresses, auxilia o entendimento da expressdo de caracteristicas agronomicamente
desejaveis, contribuindo assim para o desenvolvimento de novas ferramentas a serem
utilizadas em programas de melhoramento genético por cruzamentos ou transformacéo.

Estabelecer mais detalhadamente a relacdo entre os genotipos do género Arachis é
fundamental, pois possibilitard o uso amplo da diversidade genética presente nos genitores
silvestres. Ferramentas citogenéticas tornaram-se estratégicas nesse sentido pois além de
trazer uma caracterizagdo dos genomas, ainda ndo determinada em particular para o
alotetraploide sintético (A. ipaénsis x A. duranensis)®, ajudam a explorar a organizago,
evolucdo e interacdo dos genomas.

A caracterizacao citogenética comparativa dos genétipos diploides e alotetraploides
natural e sintético, determinando o contetido de DNA por citometria de fluxo; a organizacao
geral dos genomas e subgenomas desses genoétipos via GISH; a distribuicdo de bandas
heterocromaéticas por bandeamento cromossémico CMA3/DAPI; o nimero e a localizacdo
de regibes de DNAr e de RT-LTRs por FISH, podem trazer informacdes sobre
consequéncias da hibridacdo, poliploidizacdo e domesticacdo no género. Além de ser o
primeiro relato de dados citogenéticos moleculares envolvendo esse alotetraploide sintético
de Arachis.

A estratégia aqui apresentada visa contribuir com analises mais robustas de
citogenética comparativa e evolutiva entre os alotetraploides natural e sintétco juntamente
com seu genitores silvestres, A. duranensis e A. ipaénsis. Esse tipo de analise €
especialmente interessante para A. hypogaea por se tratar de uma espécie alotetraploide
recente, de genoma grande e complexo, com grande quantidade de elementos repetitivos e

de alto valor econdmico mundial.
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4. HIPOTESES

A comparacdo da estrutura e organizacao gendmica por citogenética molecular entre
0s genotipos tetraploides e diploides de Arachis trara informacdes sobre especificidade,
frequéncia e localizagdo preferencial de sequéncias repetitivas, tais como heterocromaticas,
ribossémica e de retrotransposons. Os padrdes estabelecidos no alotetraploide sintético
obtido recentemente, comparados com os padrdes obtidos em seus genitores silvestres e no
alotetraploide natural, trardo informagdes sobre alteragdes na organizacdo genémica. Essas
alteracOes poderdo ser relacionadas com os efeitos da hibridacdo e poliploidizagdo na

obtencdo do sintético, e poderdo ser associadas com a histéria evolutiva do amendoim.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Caracterizar e comparar citogeneticamente geno6tipos diploides, alotetraploides natural e
sintético de Arachis através da distribuicdo cromossomica de sequéncias de DNA repetitivas
utilizando ferramentas como citometria de fluxo, bandeamento de regifes heterocromaticas e
técnicas moleculares como FISH e GISH para determinar e comparar a organizacao dos
genomas dos genatipos e inferir sobre possiveis alterac6es estabelecidas durante a hibridacéo

e tetraploidizacao do sintético, com aquelas obtidas durante a domesticacdo do amendoim.
5.2. Objetivos especificos

1) Determinar e comparar o tamanho dos genomas por citometria de fluxo;

2) Obter laminas histolégicas contendo cromossomos metafasicos dos diferentes
gendtipos de Arachis.

3) Realizar o bandeamento cromossdmico por CMAz/DAPI nos diferentes genomas.
4) Confeccionar sondas genémicas para GISH;

5) Selecionar familias de RT-LTR para serem utilizadas como sondas para FISH.

6) Amplificar as sequéncias de DNA conservadas dos RT-LTR e de DNAr para
confeccdo de sondas para FISH.

7) Determinar o padréo de distribuicdo de sinais de hibridizacdo com sondas de DNA
genémico, DNAr e de RT-LTR em cromossomos do alotetraploide sintético e comparar

com A. hypogaea, A. duranensis e A. ipaénsis.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Local de realizacéo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Interacdo Planta-Praga Il (LPP-
I11) e Laboratério de Bioimagem localizados no Prédio de Biotecnologia da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia - Brasilia-DF, Brasil.

6.2. Material vegetal

Sementes dos gendtipos de A. duranensis, A. ipaénsis, A. hypogaea e alotetraploide
sintético (A. ipaénsis x A. duranensis)® (Tab. 1), foram obtidas no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG - Embrapa Cenargen) e germinadas em potes contendo solo,
mantidas em casa de vegetacdo situada na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF.

Tabela 1: Genotipos de Arachis utilizadas no estudo, estado, nimero de cromossomos, formula gendmica,
acesso, origem e fornecimento de sementes.

Gendtipo Estado 2n Forfnu.la Acesso Origem Obtengdo de
gendmica sementes
A. duranensis Krapov. _. .
& W.C. Gregory Silvestre 20 AA V14167 Salta, Argentina BAG*
A-Tpagnsis Krapov. & = i octre 20 BB K30076 Gran Chaco, Bolivia BAG*
W.C. Gregory
A. hypogaea subsp.
fastigiata var. Cultivar 40 AABB IAC Tatu-ST Corrientes, Argentina BAG*
fastigiata
(A.ipaénsis xA. .
Sintético 40 BBAA KG30076 x V14167 Faver et al . (2006) BAG*

duranensis) **
*BAG: Banco Ativo de Germoplasma (Embrapa Cenargen)

6.3. Andlise do conteiido de DNA por citometria de fluxo

A determinacdo do contetdo de DNA dos genoétipos diploides de A. duranensis e A.
ipaénsis, tetraploides A. hypogaea ‘Tatu’ e do alotetraploide sintético (Tab. 1), foi realizada
por citometria de fluxo no Laboratorio de Citogenética e Evolucdo Vegetal do departamento
de Botanica do Centro Ciéncias Bioldgicas da Unversidade Federal de Pernambuco — UFPE,
utilizando o método classico desenvolvido por Galbraith et al. (1983) com modificacdes.

Para tal, folhas jovens dos diferentes gendtipos foram coletadas em casa de

vegetacdo na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. Com uma
lamina de bisturi foram cortados aproximadamente 50 mg do material vegetal em uma
placa de petri contendo 1 ml de tampdo de lise (WPB - woody plant buffer) (Loureiro et

al., 2007). Apos o isolamento dos ndcleos, as amostras foram filtradas em uma rede de
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nylon com cerca de 50 um. Em seguida os nudcleos foram corados com 50 pg/ml do
fluorocromo iodeto de propideo e 50 pg/ml de RNase. Posteriormente as amostras foram
inseridas no citémetro de fluxo CyFlow Space (Sysmex Partec GmbH) e a realizacdo das
analises realizadas com o software Formax versdo 2.7. A determinacdo do contetdo de
DNA nuclear foi obtida pela comparacdo com os genomas de referéncia de Solanum

lycopersicum e Glycine max sugeridos por Dolezel et al. (1992).

6.4. Coleta de pontas de raizes, isolamento do meristema radical e preparo de

laminas contendo cromossomos metafasicos

Entre quinze e vinte dias apds germinagdo, fragmentos de pontas de raizes com
aproximadamente 5 mm de comprimento, correspondente ao meristema radical foram
isoladas das plantas quando o solo apresentava temperatura de aproximadamente 25°C. As
amostras foram imersas em solucdo de 8-hidroxiquinoleina 0,002 M por duas horas a
temperatura ambiente, seguida por mais duas horas a 4°C. As amostras foram entdo
incubadas em solucdo fixadora contendo etanol 100% e &cido acético glacial (3:1 v/v) por
1 hora a temperatura ambiente, seguida de troca por nova solugdo fixadora a 4°C por 12
horas, e armazenadas em etanol 70% a 4°C. As amostras foram pré-tratadas com tampéao
citrato de sédio 10 mM, pH 7,0 por 15 minutos a temperatura ambiente e digeridas
celuloliticamente em uma solucdo contendo enzimas proteoliticas: 0,6% de celulase
“Onozuka” R-10 de Trichodermaviride (Serva 0,96 U/mg, cdd. 16419); 5,4% de celulase de
Aspergilus niger (Sigma 5,1 U/mg, cdd. 2415) e 9% de pectinase Macerase de Rhizopus sp.
(Calbiochem, 3.500 U/g, c6d. 441201) por 2 horas a 37°C. As células meristematicas foram
entdo isoladas em uma gota de &cido acético 45% sobre uma lamina histolégica com auxilio
de pinca e microscopio estereoscopico. O espalhamento das células meristematicas foi
realizado por pressdo manual de uma laminula sobre uma lamina. As laminas foram
analisadas em microscépio com contraste de fase e aquelas contendo ao menos cinco
conjuntos completos de cromossomos em metéafase, livres de restos citoplasmaticos e bem
espalhados foram selecionadas para utilizagdo em bandeamento CMA3/DAPI, FISH e
GISH.

6.5. Bandeamento cromossdmico com CMA3/DAPI

Para evidenciar cromossomos com regides heterocromaticas ricas em sequéncias G-
C e A-T foi utilizado respectivamente o bandeamento com os fluorocromos CMA3
(Cromomicina A3) e DAPI (4 ', 6-diamidino-2- fenilindol).
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O bandeamento foi conduzio segundo Schweizer e Ambros (1994), com
modificagbes. Foram dissolvidos 5 mg de CMA3z em 10 ml da mistura de tampdo
Mcllvaine pH 7,0 e agua destilada (1:1, v/v), seguido pelo acréscimo de 10 pl de MgCl>
5M. As laminas selecionadas apos digestdo enzimatica foram armazenadas em recipiente
fechado por 72 horas. Foi aplicado 20 pl/ Iamina da solugcdo de CMAz (0,5 mg/ml) para
incubacdo por 1 hora na auséncia de luz. Posteriormente o excesso de CMA3 e as laminulas
foram removidos das ldminas com agua destilada para aplicacao de 20 pl/lamina de DAPI
(2 pg/ml) diluido em tampao Mcllvaine para incubacdo por 30 minutos na auséncia de luz.
O excesso de DAPI foi removido com agua destilada, e adicionados 20 ul/lamina de meio
de montagem glicerol/ Mcllvaine (1:1, v:v) contendo 2,5 mM de MgCl>. As laminas foram

armazenadas por 72 horas a 4°C antes de serem analisadas ao microscépio.
6.6. Obtencéo de sondas genémicas para GISH
a) Extracao de DNA gendmico dos genétipos diploides e tetraploides

Para a extracdo do DNA total dos gendtipos diploides e tetraploides foram utilizadas
folhas jovens coletadas antes da expanséo foliar total. O protocolo de extracdo de DNA foi
realizado com base em CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Amonio) (Ferreira e Grattapaglia,
1998) com modificagdes. Aproximadamente 200 mg de folha foram macerados em
nitrogénio liquido e acrescidos de 700 pL de CTAB 2% (CTAB 2% (p/v); NaCl a 1,4 M;
Tris-HCI a 100 mM e pH 8,0; EDTA a 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2% (v/v) em tubos
Eppendorf de 2 mL. As amostras foram incubadas a 65° C por 50 minutos, em seguida
acrescidas de 700 uL da solucéo cloroférmio-isoamilico (24:1) e misturadas até a formacéo
de uma emulsdo. As amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por 15 minutos e a fase
aquosa foi transferida para dois novos tubos (1,5 mL). Foram entdo adicionados 600 L de
tampdo CTAB 1% (CTAB 1% (p/v); Tris-HCl a 50 mM e pH 8,0; EDTA a 20 mM) e 0s
tubos foram agitados e centrifugados a 13.200 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado dos dois tubos foi ressuspenso em 300 pL de NaCla 1,2 M. O
volume dos dois tubos foi transferido para um unico tubo, totalizando 600 pL. As amostras
foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo. O DNA foi precipitado com 1 mL de etanol absoluto sob agitagéo lenta. As
amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por 2 minutos e 0 sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%, ressuspenso em 100 pL de

agua estéril com 0,01 mg/mL de RNAse-A e incubado a 37° C por 10 minutos e
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posteriormente mantidos a -20° C. A quantificacdo foi realizada em gel de agarose 1%

utilizando um marcador de peso molecular (High Mass Ladder 176 Invitrogen).
b) Confeccéo das sondas gendbmicas

Para obtencao de sondas de DNA gendémico dos gendtipos diploides e tetraploides
foram utilizados 1jug de DNA purificado para marcacdo pelo método de Nick Translation,
que usa as enzimas Desoxirribonuclease 1 (DNAse 1) e DNA polimerase 1. A solucdo
contendo essas enzimas proporciona uma incorporagdo elevada de nucleotideos marcados,
gerando fragmentos de 200 a 300 pb. Essas sondas foram marcadas com digoxigenina-11-
dUTP e CY3-dUTP utilizando o kit - Nick Translation Mix (Roche céd. 11745808910). As
as sondas foram purificadas por precipitacdo etandlica, ressuspensas em 20 pL de &gua
MilliQ estéril e mantidas a -20° C.

6.7. Obtencéo de sondas para FISH
a) Extracao e confeccdo de sondas ribossémicas

Clones contendo as sequéncias correspondentes ao DNA ribossomico 5S e 18S-
5.8S-25S oriundas de Lotus japonicus (Pedrosa et al.; 2002) e Arabidopsis thaliana
(Wanzenbock et al.; 1997) foram gentilmente sedidas pelo Laboratdrio de Citogenética e
Evolucdo Vegetal do departamento de Boténica do Centro Ciéncias Bioldgicas da
Unversidade Federal de Pernambuco — UFPE.

Para a extracdo do DNAr 5S e 18S-5.8S-25S foi utilizado o Kit illustra plasmidPrep
Midi Flow (GE Heltcare, c6d. 28904267) de acordo com o protocolo do fabricante.

Para obtencéo de sondas de DNAr foi utilizado o método de Nick Translation como

descrito no item 6.6-b.
b) Obtencéo de sondas de retrotransposons LTR
Selecéo de retrotransposons LTR

Foram selecionados 0os RT-LTR das familias RE128-84 pertencente a superfamilia
Tyl-Copia, Pipoka (superfamilia Ty3-Gypsy) e Athena ndo-autbnomo, previamente
identificadas em A. ipaénsis (genoma B) (Vidigal, 2014). Essas familias foram escolhidas
porque in silico diferem entre si na superfamilia e na frequéncia em que ocorrem nos
genomas de A. duranensis e A. ipaénsis. Por apresentarem sequéncias com alto nivel de

conservacdo entre os elementos de uma mesma familia, as sequéncias de DNA que
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codificam a TR de RE128-84 e Pipoka, bem como sequéncias altamente conservadas de
Athena, familia ndo autonoma desprovida de TR foram identificadas e amplificadas por

PCR para obtengéo de sondas marcadas.
Amplificacio das sequéncias conservadas de DNA dos RT-LTR por PCR.

A obtencdo de DNA para realizacdo dos experimentos foi feita a partir dos
plasmideos previamente construidos por Vidigal (2014), os quais continham as sequéncias
dos retrotransposons LTR selecionados, clonados em vetor TOPO TA (Invitrogen). Testes
foram feitos a fim de confirmar a presenca e fidelidade das sequéncias das transcriptases
reversas correspondentes as familias dos retrotransposons LTR selecionados. Para isso a
presenca e o tamanho do inserto foram detectados a partir de digestdo enzimatica com a
enzima EcoRI (Invitrogen) e do seqlienciamento e anélises de dados (Vidigal, 2014).

Para realizar as reagdes de PCR foi utilizado o0 mesmo protocolo para todas as
sequéncias conservadas dos RT- LTR selecionados. No total foram utilizados 25 pL de
reacdo de amplificacdo por PCR em Mastercycler® (Eppendorf, USA ): 2,5 pL de tampdo
para PCR sem MgCl> (10%) (Invitrogen); 1 puL de MgCl.a 50 mM (Invitrogen); 0,3 uL de
cada primer a 10 uM; 0,3 pL de dNTPs a 10 mM, 0,15 pL de Taq Polymerase (Taq
Recombinant-Invitrogen) e 1 uL de DNA molde (20 ng de DNA de plasmideo). Ciclo
utilizado em termociclador Eppendorf foi: 5 minutos a 94° C; 35 ciclos de 30 segundos a
94° C, 30 segundos de 55° a 66° C, dependendo do par de iniciadores, 30 segundos a 72°
C; e 7 minutos a 72° C. O tamanho do fragmento aplificado foi verificado por eletroforese
feita em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio a uma concentracdo de 0,5
pg/mL em tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-acetato e 1 mM de EDTA pH 8,0). A
eletroforese foi realizada durante 40 minutos sob voltagem constante de 70V (Volts). A
visualizagdo dos fragmentos foi realizada sob luz ultravioleta (UV) em foto-documentador
ImageQuant300 (GEHealthcareLifeSciences). Os produtos de PCR foram purificados
utilizando o kit GFX TM PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare), de acordo

com o protocolo do fabricante.
Confeccdo de sondas de retrotransposons LTR

Para a obtencéo de sondas de DNA marcadas a partir das sequéncias dos genes que
codificam a TR das familias de RT-LTR RE 128-84, Pipoka e Athena foram utilizados de
200-300 ng de cada um dos fragmentos amplificados. Para a marca¢do das sondas foi
utilizado método Random Primer, que utiliza sequéncias randdmicas de hexa ou

34


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=imagequant300&source=web&cd=3&ved=0CDkQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2Fwebapp%2Fwcs%2Fstores%2Fservlet%2FproductById%2Fen%2FGELifeSciences%2F63005650&ei=wD2RUeG1EYTn0QGN-YHQBA&usg=AFQjCNE-jDLQTDFNbRvjz5roIwsw6hdl7Q&bvm=bv.46340616,d.dmQ
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=imagequant300&source=web&cd=3&ved=0CDkQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.gelifesciences.com%2Fwebapp%2Fwcs%2Fstores%2Fservlet%2FproductById%2Fen%2FGELifeSciences%2F63005650&ei=wD2RUeG1EYTn0QGN-YHQBA&usg=AFQjCNE-jDLQTDFNbRvjz5roIwsw6hdl7Q&bvm=bv.46340616,d.dmQ

heptanucleotideos como iniciadores. Neste método a reacdo de polimerizacao € catalisada
pelo fragmento Klenow da DNA polimerase I, com incorporacdo de dNTPs marcados e ndo
marcados fornecidos para a reacdo. As sondas foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP
adicionada aos reagentes do kit BioPrime Array CGH Genomic Labelling System
(Invitrogen co6d. 18095-011). Todas as sondas foram purificadas por precipitacéo etanolica,

ressuspensas em 20 pL de agua MilliQ esteéril e mantidas a -20° C.

6.8. Verificacdo da incorporacao de nucleotideos marcados nas sondas (dot
blot)

Para verificacdo da incorporacdo de nucleotideos marcados nas sondas foi realizado
o teste de dot blot, onde um fragmento de membrana Hybond-N+ (Amersham, Pharmacia
Biotech) foi recortado e colocado em uma placa de Petri de 55 mm de diametro contendo
3 mL de tampéo 1 (Tris-HCI 100 mM pH 7,5; NaCl 15 mM) por 5 minutos. A membrana
foi removida e, 0,5uL da sonda foi aplicada na membrana e armazenada a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apos esse tempo, a membrana contendo as sondas foi imersa
novamente em 5 mL do tampé&o 1 por 1 minuto, seguida pela imersdo em tampao 2 (reagente
de bloqueio dissolvido em tampéo 1 a uma concentragéo final de 0,5% p/v) e incubada sob
agitacdo leve por 30 minutos. O tampéo 2 foi descartado e na placa de Petri contendo a
membrana foi acrescido 500 pL de solucdo de deteccdo (anti-digoxigenina conjugada com
fosfatase alcalina diluida no Tampéo 1 na propor¢do de 1:1000) incubada a 37° C sob leve
agitagdo por 30 minutos. Foram adicionados 5 mL de tampdo 1 por 10 minutos a
tempertatura ambiente. O Tampao 1 foi removido e 5 mL de Tampao 3 (Tris-HCI 100 mM
pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCI2 50 mM) foram adicionados a placa, incubada por mais 5
minutos. O Tampao 3 foi removido e 1 mL da solugdo NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate / nitro blue tetrazolium) foi adicionada a membrana, incubada por 5
minutos no escuro. A membrana foi removida da placa, lavada e seca entre papeis filtro. A
deteccdo dos nucleotideos marcados é observada pela presenca de um ponto, que varia com

uma coloragéo de cinza claro até marrom escuro, conforme a concentragdo da sonda.
6.9. Distribuicéo in silico dos RT-LTR selecionados

A distribuicdo in silico dos membros de cada uma destas trés familias de RT-LTR
foi realizada nas pseudomoleculas de A. duranensis e A. ipaénsis em conformidade com

PeanutBase, usando a ferramenta BLAT (peanutbase, 2016).
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6.10. FISH e GISH

Os experimentos de hibridizacgéo in situ foram conduzidos segundo Schwarzacher e
Heslop-Harrison, (2000) com adaptacdes. A diferenca entre os experimentos de FISH e
GISH esta apenas no tipo de sonda utilizada para hibridizacao, onde as sondas para GISH

formam obtidas a partir do DNA gendmico total das espécies diploides e tetraploides.
a) Pré-hibridizacao

As laminas contendo cromossomos metafasicos foram pré-tratadas em solugdo
fixadora contendo etanol 100% e acido acético glacial (3:1; v/v) por 20 minutos a
temperatura ambiente; incubadas em etanol 100% por 5 minutos, seguido de troca por hovo
etanol 100% por mais 5 minutos. Foram aplicados 100 pl de RNAse DNAse free (10
mg/ml) em cada lamina para incubagéo por 1 hora a 37°C. As laminas foram lavadas em
SSC 2X por 2 minutos e posteriormente incubadas em solucao aquosa de HCI 0,01M por
mais 2 minutos. Foram aplicados sobre cada lamina 100 pl de pepsina (10 mg/ml) para
incubagdo por 5 minutos a 37°C, em camara Umida. Logo ap06s, as laminas foram lavadas
em agua destilada, seguida por SSC 2X por 5 minutos e incubadas em solucdo de
paraformaldeido 4% por 10 minutos a temperatura ambiente e em capela de exaustdo. As
laminas foram novamente lavadas em tampdo SSC 2X por 2 minutos, repetindo o
procedimento por mais uma vez. As laminas foram entdo desidratadas em série etandlica

crescente (70, 85 e 100%) por 2 minutos em cada solucdo.
b) Hibridizacéo

Foi preparada uma solucdo de hibridizacdo com estringéncia estimada de 76%, em
um volume final de 16 pl/lamina. Nessa solucdo foram adicionados 10 pl de formamida
100% (50%); 2 pl de tampédo SSC 20X (2X) e 4 ul de sulfato de dextrana 50% (10%).
Foram utilizadas duas sondas (50 ng/ul) diferentes por 1amina, onde 2 pl de cada sonda
foram adicionadas aos 16 pl da solugéo de hibridizagéo, formando um total de 20 pl, que
em seguida foram desnaturadas a 75°C por 10 minutos e imediatamente colocadas a 4°C
para evitar o reanelamento do DNA. As sondas foram aplicadas nas ldminas e cobertas
com laminula para a desnaturacdo do DNA dos cromossomos em placa aquecedora a 75°C

por 5 minutos. A hibridizacdo ocorreu por 12-16 horas a 37°C em camara imida.

c) Lavagens estringentes pos-hibridizacéo
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Apobs a hibridizacéo, as laminas foram lavadas em tampdo SSC 2X e SSC 0,1X a
42°C e posteriormente em SSC 2X a temperatura ambiente. Essa combinacéo de
temperatura e concentragdo de sal nos tampdes correspondem a aproximadamente 73% de

estringéncia.
d) Deteccéo dos sitios dehibridizacdo

As laminas foram incubadas em tampéo de deteccdo (Tween 20 0,2% e SSC 20X)
por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados 50 pl de solucdo de bloqueio (BSA 5% e
tampé&o de deteccdo) em cada lamina para incubagdo por 30 minutos a 37°C em camara
Umida. A deteccdo de sonda marcada com digoxigenina foi feita com 1 pl/lamina de
anticorpo anti-digoxigenina conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (2,5
pg/ml) (Roche Diagnostics; c6d. 11207741910), diluido em 20 pl/lamina de solucéo de
bloqueio.

Apds aplicacdo da solucédo de deteccdo, as laminas foram cobertas com anteparo e
incubadas por 1 hora a 37°C em camara Umida. Logo ap6s foram feitas trés lavagens com

tampé&o de deteccdo por 8 minutos cada a 42°C.
e) Montagem e andlise das laminas

Foram aplicados 20 pl/ldamina da solucdo DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol) (20 pl
a 100 pg/ml) diluido em 980 pl de Vectashild. As laminas foram armazenadas em ambiente
livre de umidade e luz a 4°C e analisadas em microscopio epifluorescente Axiophot (Zeiss,
Alemanha). As imagens foram digitalmente adquiridas com o software Axiovision 4.8 e
tratadas igualmente no software Adobe Photoshop CS3 versdo 10.0 utilizando apenas

funcbes que afetam toda a imagem, de maneira equivalente.
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7. RESULTADOS
7.1. Anélise do conteudo de DNA por citometria de fluxo

As analises realizadas por citometria de fluxo para determinar o conteido de DNA
(2C) dos gendtipos estudados estdo apresentados na tabela 2. Os gendtipos apresentaram
coeficiente de variacdo (CV) < 5%, estabelecido como um bom critério de aceitacdo
conforme Galbraith et al. (2002). A soma dos valores 2C determinados para as duas espécies
diploides é maior do que o valor determinado tanto para A. hypogaea, quanto para o
alotetraploide sintético, valores que ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Tabela 2: Geno6tipos de Arachis analisados por citometria de fluxo, acesso, nivel de ploidia, contetido de DNA
(2C) em picogramas, coeficiente de variacdo (CV) e estimativa do tamanho em pares de base (Gb).

Genotipo Ploidia Acesso 2C (pg) CV (%) Gb

A. duranensis 2X V14167 2,62 2,67 1,28

A. ipaénsis 2X K30076 3,35 414 1,63

A. hypogaea 4X IAC Tatu-ST 571 3,25 2,79
Alotetraploide sintético 4X KG30076 x V14167 5,02 2,36 2,89

7.2. Bandeamento cromossdmico com CMA3/DAPI

Resultados do bandeamento cromossémico com CMA3/DAPI evidenciaram
diferencas entre os nimeros de bandas heterocromaticas CMA™ nos diferentes genétipos
analisados. Ao analisar os cromossomos do alotetraploide sintético foi possivel observar
bandas CMA™ em apenas dois pares de cromossomos, ambos com identificacdo ndo precisa:
um par com bandas distais presentes nas constricdes secundaria (A10 ou B10), e o outro
com banda centromérica (A02 ou B10). Os cromossomos do subgenoma A apresentaram
bandas DAPI™ nas regides centroméricas de nove pares, ndo detectadas em um par com
constricdo secundaria, correspondente a A10 (Fig. 1A). Em de A. hypogaea observou-se
bandas CMA" presentes nas regides pericentroméricas de seis pares de cromossomos.
Enquanto que o padrdo de bandas DAPI* foi semelhabte ao observado no alotetraploide
sintéetico (Fig 1B).

Em A. duranensis oito pares de cromossomos apresentaram bandas CMA*: quatro
pares com duas bandas pericentroméricas, trés pares, incluindo o pequeno par ‘A’ com
bandas centroméricas, e um par com bandas distais (A10). Nove pares de cromossomos
apresenaram regides centroméricas DAPI* (Fig. 1C). Em A. ipaénsis, apenas um par de
cromossomos (B10) apresentou bandas CMA™ presentes nas regides distais da constricao

secundaria, enquanto nenhuma banda centomérica DAPI* foi detectada (Fig. 1D).
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E importante ressaltar que o bandeamento cromossémico com DAPI pela técnica
CMAG/DAPI, ndo pdde ser evidenciado com clareza apos a aquisi¢do de imagens. Por isso

as bandas DAPI* sdo melhor identificadas com tratamento DAPI ap6s FISH.

Figura 1: Bandeamento cromossémico
com CMA; (amarelo) e DAPI (cinza) em
Cromossomos metafasicos do
alotetraploide sintético (A), mostrando
dois pares de cromossomos com bandas
CMA*: um com bandas distais na
constricdo secundaria (A10 ou B10)
(setas) e outro com bandas centroméricas
(A02 ou B10) (cabecas de seta). CMA3
em A. hypogaea (B), com seis pares de
cromossomos com bandas CMA* nas
regibes pericentromericas. Ambos 0s
alotetraploides com bandas DAPI* nas
regides centroméricas de nove pares de
cromossomos do subgenoma A. Em A.
duranensis (C) quatro pares de
cromossomos com  duas  bandas
pericentroméricas CMA®* (setas), trés
pares com bandas centroméricas
(cabecas de seta), incluindo o par ‘A’ e
bandas distais no par A10. Nove pares de
cromossomos com centrdmeros DAPI™,
Em A. ipaénsis (D) apenas um par de cromossomos (B10) com bandas CMA™ nas regides distais, sem bandas
DAPI*. Barra: 5um.

7.3. GISH
Sondas gendmicas dos alotetraploides

Sinais de hibridizacdo nos cromossomos do alotetraploide sintético usando a sonda
gendmica de A. hypogaea foram evidentes em todos os cromossomos, de ambos 0s
subgenomas, exceto em um par de cromossomos do subgenoma A e em todos os
centrdmeros A. A hibridizacdo na regido distal de todos os cromossomas foi discreta (Fig.
2A). Padrdes semelhantes foram observados nos cromossomas do alotetraploide sintético
quando hibridizados com sonda gendmica do proprio sintético.

Cromossomas de A. hypogaea hibridizados com a sonda genémica do alotetraploide
sintético gerou sinais evidentes em todos os cromossomos, exceto em dois pares do
subgenoma A. Centrémeros dos cromossomos do subgenoma A, bem como regides distais
de todos os cromossomos, de ambos 0s subgenomas ndo mostraram sinais de hibridizacéo.
Ja a hibridizacdo com a sonda gendmica de A. hypogaea evidenciou sinais mais fortes em
todos os cromossomos, incluindo os bragos e as regides distais, porém ausentes nos

centrdmeros do subgenoma A (Fig. 2B).

Sondas gendmicas dos diploides
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O duplo GISH realizado em cromossomos do alotetraploide sintético e de A.
hypogaea, com sondas de DNA genémico de A. duranensis e A. ipaénsis geraram intensos
sinais de hibridizacdo das sondas gendmicas nos dois gendtipos. Assim como o observado
em A. hypogaea (Seijo et al., 2007), o duplo GISH gerou nos dois gendtipos tetraploides a
hibridizacdo de sondas gendmicas de A. duranensis preferencialmente pelo subgenoma A e
A. ipaénsis pelo subgenoma B.

Nos cromossomos do alotetraploide sintético, sinais de sobreposicdo, ou seja, co-
localizag&o de ambas as sondas na mesma regido do genoma foram observados ao longo dos
bracos da maioria dos cromossomos de ambos os subgenomas. Por outro lado, as regides
distais, os centrébmeros e um Unico par do subgenoma A, ndo mostraram sinais evidentes de
hibridizacdo com nenhuma das sondas utilizadas. J& os centrdbmeros do subgenoma B,
mostraram alguns sinais de hibridizagdo mais evidente com a sonda de A. ipaénsis, enquanto
as regides distais ndo mostraram sinais de hibridizacdo. Um Unico par de cromossomos do
subgenoma B, sem identificacdo assertiva, mostrou um padrdo de bandas diferenciado ao
longo dos bracos e incluindo a regido centromérica: trés bandas evidenciadas com a sonda
de A. duranensis (genoma A) intercaladas por trés bandas evidenciadas pela sonda de A.
ipaénsis (genoma B), sem sinais nas regides distais (Fig. 2C).

Quase os mesmos padrdes de hibridizacao foram observados em A. hypogaea, exceto
que a intensidade de sinais sobrepostos foi discretamente mais fraca. A auséncia de sinais
nos centromeros do subgenome A foi menos evidente e nenhum cromossomo do subgenoma

B apresentou o padrdo de marcacéo alternada (Fig. 2D).

Figura 2: Cromossomos metafasicos dos
alotetraploides, sintético e natural apés GISH
com sondas gendmicas e contracorados com
DAPI (azul), evidenciado nos centrdmeros do
subgenoma A. Alotetraploide sintético (A)
com sonda gendmica de A. hypogaea (rosa)
distribuida em quase todos 0s cromossomos,
ausente nos centrdmeros e em um par de
cromossomos do subgenoma A (setas), ndo
detectada nas regifes distais de todos os
cromossomos. Arachis hypogaea (B) com
sonda gendmica do alotetraploide sintético
(rosa) presente em quase todos oS
Cromossomos, ausente nos centrdmeros e em
dois pares do subgenoma A (setas), ndo
detectada nas regifes distais de todos os
cromossomos. Duplo GISH com sondas
gendmicas de A. duranensis (vermelho) e A.
ipaénsis (verde) nos cromossomos do
alotetraploide sintético (C) hibridizadas em
ambos 0s subgenomas, mais evidente no
subgenoma A, com sonda de A. duranensis e vice-versa. Sobreposicao de sinais (amarelo) observada ao longo
dos bracos da maioria dos cromossomos. Regifes distais, centrdmeros do subgenoma A e um par de
cromossomos A (setas) ndo mostraram sinais evidentes com nenhuma sonda. Um Gnico par de cromossomos
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do subgenoma B com padrao alternado de bandas entre as duas sondas, incluindo as regides centroméricas,
excluindo as regides distais (cabecas de seta). Arachis hypogaea (D) com padrao semelhante ao observado no
sintético, exceto que a intensidade de sinais e sobreposi¢ao sdo mais fracas. Barra: 5um.

7.4. Distribuicao in silico dos RT-LTRs

Os fragmentos amplificados correspondentes as sequéncias de DNA conservadas
entre os membros das familias de RT-LTRs RE128-84, Pipoka e de Athena foram utilizados
para confec¢do de sondas marcadas para FISH. Cada uma destas sequéncias é altamente
conservada entre os membros da mesma familia, mas diferente entre as familias de RT-LTR

(Tab. 3).

Tabela 3: Sequéncias de DNA da TR dos membros das familias de RT-LTRs RE 128-84 e Pipoka e da
regido interna altamente conservada de Athena.

Retrotransposons LTR Iniciadores Tamanho do Sequéncias de DNA conservadas
fragmento (bp)

AGCAAGAAGCAAGTAGAACCGAGCAATGTTGCCTTICT
TGTCCCAATTGGAGCCTCTCAATGTGAAACAAGATCT
TGAAGACCCCTCATGGGTTAAAGCCATGGAAAAAGAG
CTGGCACAATTTGAAAAGAATGAGGTGTGGACACTTG

RE128-84-FWD TACCAAATCCAAATGATAAGAAGGTAACCGGTACAAG
RE128-84 autonomo CCACTAGATCCTCAAGCAAG 558 GTGGA AAAAATAAATTGGTTGAGGATGGTAGTG
- RE128-84-REV TTGTTCGTAACAAGGCTAGATTAATGGCCCAAGGTTA
AGAAGGCACTAAGCC C CGATCAAGAAGAAGGAATTGA GATGAGTCA

CCCCGGTAGCTAGAATGGAAGCAATTAGGTTGCTTCT
TGCCTATGCTGCCCACAAGGGTTTTCAAGATGTTCCA
AATGGATGTCAGATGTGCATTCCTTAATGGTTITATAG
ATAGGGAAGTATTTGTGACTCAACCCCTCGGTTITTGAA
AAGAAAAAACAACCTTTACATGCCCCTTTGGCACTTA
TGCCTACAAGCGTATGCCATTTGGCTTATGCAACGCA
CCGGTAACTTTCCAAAGGTGTATGATGAGCATATTTGC
AGATCTTCAAGAGCATTGGATGGAGGTGTTCATGGAC
GATTTTAGTGTCTATGGGGACTCTTTTGATCTTTGCTTG

Pipoka-FWD GACAACCTTGCAAAAGTGTTGGAGAGGTGTACTAAAA

Pipoka_autonomo CCACATTGCTTTAGAGGATC 535 CAAATATTGTCTTAAATTTTGAGAAGTGTCATTTTATGG
- Pipoka-VER TTAGACAAGGTATTGTTTTAGGACACATTATCTCTAAC
GCTTGTCAAAAGCCTCCATGC GATGGTATTTCTATGGATCCAGCAAAGATAAATGTTAT

ATCTAGTTTACCTTACCCCTCCTCCGAGAGGGAAGTC
CGTGCGTTCCTTGGACATACAGGTTTTTACTGGTGATT
TATTAAGGACTTTAGCAAGGTGGCATTACCTCTATCTT
GATTGTTGCAAAAAGACGTTGAATTTGATCGAAGCAA
AGAGT
TTATGGAAAGGAAGGGATCCCATAACTCATCCCAAGT
CAAGGTTTCATTACGTTTTAAACCACTTTTTCATCAATT
TTGAGTCTTACTTGTTTATATTAGATACATAGTTCTTTT
ATTCCTTCATTAGTTTATTAATTACAATTTTGCCTTGTT
CTTTTATCTCTTITATTIGTTTACTTCAAACATTGAAAACC
Athena-FWD CTTTTGATCTTCACAACCAATTITATGCACTTGTTIGTCA
CTAGTTCCTAGGGAGAACAAATACTCTCGGTATATAT
Athena_nao-autonomo CCATCATA::;nAaTgEAJAGTTGTGG 618 ATTTGCTTTGAATTGTGACAATCTTTAGAGTAATAATITT
GACTATTGGCCAATTGTTGGTTCGAAGCTATACTTGCA
CTCCAAACCAAGAGGGTGATAAC ACGAAGATCTATTTGGAGAAAATTCCAACCTACAATT
TGGTCTTTGTCAAATTTTGGCGCCGTTGCCGGGGAGCT
AATGTCATGAGTGCTATATTTTIGGTIGTTIGTAAATATGT
CCATAGTATGAATAGATACTTTTTGGTTGCTTGTTTATT
TTTGTTGGTAATTAGGATTTIGTTITATTTTIGTTAATTGAT
GTCTTTAGTTIGTTATTTTCAATTITICTCTATGA

Essas sequéncias de DNA conservadas, que caracterizam os membros das familias
de RT-LTR foram utilizadas como sequéncias de consulta na andlise in silico utilizando a
ferramenta BLAT, associada com os dados disponiveis no PeanutBase (peanutbase, 2016). O
numero de hits com no minimo 70% de identidade entre as sequéncias de A. duranensis e
A. ipaénsis foi de 227 e 361 para RE 128-84; 466 e 649 para Pipoka e 98 e 75 para Athena,

respectivamente. A partir desses dados, estimou-se que os membros de RE128-84 abrangem
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dos genomas diploides cerca de 1,20% e 1,17%, Pipoka 2,81% e 6,09% e Athena 0,77% e
1,19% respectivamente.

A distribuicéo in silico dos membros da familia RE128-84 nas pseudomoleculas de
A. duranensis (genoma A) e A. ipaénsis (genoma B) (peanutbase, 2016) indicou a sua
presenca em todas elas, com maior frequéncia em A. ipaénsis. Foram determinados pelo
menos 30 hits por pseudomolecula de A. ipaénsis, onde apenas BO1 e BO7 apresentaram
menos de 25 hits. Em A. duranensis, apenas A04 apresentou mais de 35 hits, enquanto A03
e A09 com cerca de 25, e as demais pseudomoléculas com menos de 20 hits. A maioria das
pseudomoleculas dos dois genomas apresentaram esses membros distribuidos ao longo dos
bracos, incluindo as regides centroméricas e estendendo-se até as regides distais. Entretanto,
esses membros ndo foram observados nas regides centroméricas das pseudomoléculas 02,
05 e 10 em ambos os genomas, bem como em BO6 e BO7 de A. ipaensis.

Os membros da familia Pipoka apresentaram-se distribuidos em todas as
pseudomoleculas de ambos 0s genomas, em maior frequéncia do que RE-128-84 e Athena
e mais abundantes em A. ipaénsis. A08 de A. duranensis apresentou apenas quatro hits,
enquanto as demais pseudomoléculas, de ambas as espécies, apresentaram mais de 50 hits,
dispersos ao longo dos bracos incluindo os centrdmeros. As regides distais de alguns
cromossomos ndo apresentaram hits, exceto em A09 e em B02, B06 e B09.

A familia Athena, com menor nimero de membros, também é mais abundante em
A. ipaénsis e a maior frequéncia de hits (10 ou pouco mais) foi detectada em A01, A03,
A09, A10 e em B04 e B08, enquanto a menor frequéncia (menos de dez hits) em A04, A05,
A06 e em B02, B0O3, BO5, B06, BO7, B09 e B10. Esses membros foram encontrados, em
geral, ao longo dos bracos, principalmente concentrados nas regiGes pericentroméricas e

ausentes nas regides distais de ambos os genomas (Fig. 3).
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Figura 3: Distribuicdo in silico das familias de RT-LTR RE128-84, Pipoka e Athena nas pseudomoléculas de
A. duranensis e A. ipaénsis.

7.5. Sondas para FISH

7.5.1 Amplificacao das sequéncias conservadas nas familias de RT-
LTR

Os fragmentos obtidos pelas reacdes de amplificacdo por PCR, a partir dos
plasmideos contendo as sequéncias da TR das familias RE128-4, Pipoka e da regido interna
altamente conservada de Athena foram purificados e utilizados para confeccao de sondas de
DNA marcadas para FISH. Os fragmentos amplificados apresentaram o tamanho esperado,
de 618, 535 e 558 pb, para os RT-LTR pertencentes as familias Athena, Pipoka e RE 128-8
respectivamente (Fig. 4).

1 Kb plus

DNA ladder Athena Pipoka Re128-84

700 pb

600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 4: Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando a amplificagdo das sequéncias da TR
dos RT-LTR pertencentes as familias Pipoka e RE128-84 e da sequéncia conservada de Athena, indicando os
tamanhos dos fragmentos amplificados por PCR, respectivamente com 535, 558 e 618ph. O marcador utilizado
foi 0 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

7.5.2. Confeccéo de sondas e confirmacéo da incorporacao de
nucleotideos marcados (dot blot)

Sondas respectivas a cada fragmento obtido por PCR correspondentes as sequéncias
da TR das familias RE128-84 e Pipoka, e da regido interna altamente conservada de Athena
foram confeccionadas pelo método de Random Primer utilizando nucleotideos marcados
com digoxigenina (Dig-11 dUTP) e seus tamanhos e concentragdo estimado em gel de

agarose (Fig. 5A). Sondas respectivas as sequéncias de DNAr foram obtidas pelo método
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de Nick Translation utilizando nucleotideos conjugados com o fluoréforo CY3-dUTP e
seus tamanhos e concentracdo estimado em gel de agarose (Fig. 5B). Todas s sondas
continham entre 200 e 300 pb e 50 ng/pl de concentragéo.

Anélises para a confirmacdo da incorporacdo de nucleotideos marcados com dig-11

dUTP nas sondas de RT-LTRs confeccionadas foram confirmadas pelo teste de dot blot
(Fig. 6).

A B

1 Kb plus 1 Kb plus 58 58 45S 45S
DNA ladder Athena  Pipoka Rel28-84

DNA ladder  DIG CY3 DIG CY3

850 pb 850
700 pb 700
600 pb 600
500 pb 500
400 pb

400
300 pb

300
200 pb

200
100 pb

100

Figura 5: Geis de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando o tamanho e concentragdo estimada
das sondas confeccionadas a partir da sequéncia do gene que codifica a TR dos retrotransposons LTR
pertencentes as familias Pipoka e RE128-84 e da sequéncia conservada de Athena (A) marcadas com
digoxigenina (DIG 11-dUTP), e da as sondas de DNAr 5S e 18S-5.8S-25S (B) marcadas com digoxigenina e
CY3-dUTP. O marcador utilizado foi o 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

1 2 3 4 5

Figura 6: Membrana de Nylon ap6s dot blot das sondas de DNA confirmando a incorporacao de nucleotideos
marcados com digoxigenina (DIG 11-dUTP) dos RT-LTR pertencentes as familias Athena (1), Pipoka (2) e
RE128-84 (3) e de DNAr 5S (4) e 18S-5.85-25S (5).
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7.6. FISH

Para realizacdo de FISH foram selecionadas laminas contendo no minimo cinco
conjuntos completos de cromossomos metafasicos dos genotipos diploides A.duranensis e
A.ipaénsis, e dos gendtipos tetraploides A.hypogaea e alotetraploide sintético (A. duranensis

X A. ipaénsis).

7.6.1. Sondas de DNAr

As hibridizac6es com as sondas de DNAr 5S e 18S-5.8S-25S apresentaram sinais de
hibridizacdo detectaveis em todos os genotipos analisados. O numero de sitios com as
sondas de DNAr 5S e 45S assim como demonstrado por Seijo et al. (2004) foram
confirmados para A. duraranensis, A. ipaénsis e A. hypogaea, e descrito para o

alotetraploide sintético com diferencas relevantes.
DNAr 5S

O numero de sitios apds hibridizacdo com sondas de DNAr 5S no alotetraploide
sintético mostrou marcacgdes distais em um par de cromossomos do subgenoma A e outras
préximas aos centrdmeros de um par do subgenoma B (Fig. 7A e 7C). Esses pares de
cromossomos provavelmente equivalem aos pares A03 e B03 de A. hypogaea, uma vez que
sdo morfologicamente equivalentes (Fig. 7B). No alotetraploide sintético os sitios de
hibridizacdo no par A03 é mais forte quando comparado ao B03. Diferentemente do
sintético, os sitios 5S do par A03 do alotetrapléide natural e de A. duranensis foram
localizados proximos aos centrdmeros. Ja os sitios de hibridizacao detectadas no par B03 de
ambos os alotetraploides e de A. ipaénsis apresentaram similaridade na localizacdo e na
intensidade.

DNAr 455

Hibridizacdo com sonda de DNAr 18S-5.8S-25S (45S) nos cromossomos do
alotetraploide sintético produziu somente seis sitios nos pares A02, A10 e B10. O par A02
mostrou os sitios de hibridizacdo mais fracos, localizados proximos aos centromeros, e B10
foi os mais evidentes, também préximos as regiGes centroméricas. Os sitios no par A10
foram identificados nas regides satélites, separados pela constricdo secundaria, com uma
Regido Organizadora de Nucléolos ativa (RON). Nenhuma co-localizagéo de sitios 5S e 45S
foi observada no par BO3 (Fig. 7C e 7D).
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Diferentemente do sintético, em A. hypogaea foram detectados a presenca de cinco
pares de sitios de hibridizacdo, respectivamente nos pares de cromossomos A02, A10, B3,
B7 e B10. O par A10 apresentou os sinais mais fortes, situados nos cromossomos satélites,
separados pela constricdo secundéaria, com uma RON ativa detectada. J& os sitios nos pares
A02, B0O3 e B10 foram observados nas regides pericentroméricas, onde os sitios em B03
foram mais discretos. No par BO7 os sitios foram localizados nas regides distais (Figs. 7E
e 7F).

Anélises em A. duranensis corroboraram a presenca de quatro sitios 45S nos pares
de cromossomos A02 e A10, com uma unica RON ativa em A10, assim como observado
em ambos os alotetraploides. Os sitios no par A10 foram mais fortes no alotetraploide
natural e em A. duranensis do que no sintético (Fig. 7G). A hibridizacdo em A. ipaénsis
corroborou a presenca de seis sitios 45S nos pares B03, BO7 e B10 como observado no
subgenoma B de A. hypogaea, mas diferindo do sintético, que apresentou um unico sitio
observado no par B10. Os sitios no par B10 foram localizados na regido satélite, separados
pela constricdo secundaria, com presenca de RON ativa. Os sitios nos pares B03 e B07 de
A. ipaénsis foram semelhantes aos observados em A. hypogaea, considerando-se a

localizagdo e a intensidade do sinal (Fig. 7H).

Figura 7: Cromossomos metafésicos dos genotipos alotetraploides e diploides apés FISH com sondas de
DNAr e contracorados com DAPI (cinza), evidenciado em branco nos centrdmeros do subgenoma A. FISH
com sonda de DNAr 5S nos cromossomos do alotetraploide sintético (A- vermelho e C- verde) com sitios
presentes nas regides distais do par A03, e proximos ao centrdmeros do par B03, semelhantes aos sitios 5S em
A. hypogaea (B). FISH com sonda de DNAr 45S no alotetraploide sintético (C- vermelho e D- verde) com
seis sitios nos cromossomos A02, A10 e B10. O par A02 com sinais mais fracos, proximos aos centrdmeros e
B10, mais evidentes, também préximos aos centrémeros. Sitios em A10 localizados nas regifes satélites com
RON. Difererindo do sintético, A. hypogaea (E e F) com dez sitios nos cromossomos A02, A10, B3, B7 e B10.
O par A10 com sinais mais fortes, localizados nas regides satélites com RON (E). Sitios em A02, B03 e B10
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nas regides pericentroméricas, mais discretos em B03 e em B07 localizados nas regifes distais. Em A.
duranensis (G) com presenca de quatro sitios nos pares de cromossomos A02 e A10, com RON em A10. Em
A. ipaénsis (H) presenca de seis sitios nos pares de cromossomos B03, BO7 e B10. Sitios em B10 foram
localizados nos satélites com NOR. Sitios em B03 e BO7 foram semelhantes aos observados em A. hypogaea
(F), mas diferindo do sintético com sitios observados apenas no par B10 (B). Barra: 5um.

7.6.2. Sondas de RT-LTR

As hibridizagdes com as sondas correspondentes as regides conservadas dos RT-
LTR pertencentes as familias RE128-84, Pipoka e Athena geraram sinais distribuidos em
varios, mas ndo em todos 0s cromossomos dos genotipos analisados.

FISH com a sonda do RT-LTR RE128-84 no alotetraploide sintético mostrou um
padrdo de marcacdo difuso, localizado principalmente nas regides pericentroméricas dos
cromossomos do subgenoma A, exceto em um Unico par que nao apresentou marcacgao. Os
sinais estavam distribuidos ao longo dos bragos e centrdmeros de todos 0s cromossomos do
subgenoma B, mas ausentes nas regides distais dos cromossomso de ambos 0s subgenomas
(Fig. 8A). Nos cromossomos de A. hypogaea, assim como observado no sintético, a sonda
hibridizou de forma difusa, porém em todos os cromossomos (Fig. 8B). Em A. duranensis
0 padréo observado também foi difuso, entretanto os sinais estavam localizados nos bracos,
centrdmeros e nas regides distais de todos os cromossomos (Fig. 8C). Diferentemente, em
A. ipaénsis o padrao de hibridizacdo foi mais pontual e fraco, distribuido ao longo da maoria
dos cromossomos (Fig. 8D).

A hibridizacdo com sonda Pipoka nos cromossomos do alotetrapldide sintético
apresentou um padrdo de hibridizacdo difuso, com sinais localizados nos bragos e
centromeros de ambos os subgenomas, mais evidentes em alguns cromossomos do
subgenoma A e ausentes nas regides distais de todos os cromossomos (Fig. 8E). Em A.
hypogaea a maioria dos cromossomos mostrou sinais pontuais, principalmente
pericentroméricos, em ambos 0s subgenomas, embora ndo detectados em alguns
cromossomos de ambos 0s subgenomas (Fig. 8F). Nos cromossomos de A. duranensis foi
observado um padrdo de hibridizacao difuso, com sinais presentes nos bragos e centrdmeros
de todos os cromossomos, mais discreto nos pares A09 e A10 e ausente na regido distal de
todos os cromossomos (Fig. 8G). Em de A. ipaénsis 0s sinais também se mostraram difusos,

distribuidos em todos os cromossomos, mais evidentes em dois pares (Fig. 8H).
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A hibridizagdo com sonda Athena no alotetraploide sintético gerou padrdo de
hibridizacdo difuso, com sinais presentes nos bracos e centrébmeros da maioria dos
cromossomos do subgenoma B, ndo detectados na maioria dos cromossomos do subgenoma
A e ausentes nas regides distais de ambos os subgenomas (Fig. 81). Nos cromossomos de A.
hypogaea os sinais também apresentaram um padrdo difuso, presentes nos bracos e
centrdmeros de todos os cromossomos de ambos os subgenomas, ligeiramente mais
evidentes em alguns cromossomos do subgenoma B e mais discreto nos pares A09 e A10
(Fig. 8J). Em A. duranensis os sinais de hibridizag&o foram difusos, presentes nos bragos e
centrdmeros de quase todos 0s cromossomos e ausentes nas regides distais de todos (Fig.
8K). Assim como 0s demais genotipos, 0s cromossomos de A. ipaénsis apresentaram sinais

com padré&o difuso presentes em todos os cromossomos (Fig. 8 L).

Figura 8: Cromossomos metafasicos dos gendtipos alotetraploides e diploides ap6s FISH com sondas de RT-
LTR e contracorados com DAPI (azul), evidenciado nos centrdmeros do subgenoma A. Alotetraploide
sintético (A, E e I), A. hypogaea (B, F e J), A. duranensis (C, G e K) e A. ipaénsis (D, H e L), apds FISH com
as sondas RE128-84 (A, B, C e D), Pipoka (E, F, G e H) e Athena (I, J, K e L). Sonda RE128-84 no
alotetraploide sintético (A) com sinais difusos e pericentroméricos nos cromossomos do subgenoma A, exceto
em um par sem marcagdo (setas). Distribuidos nos bragos e centrdmeros de todos os cromossomos do
subgenoma B e ausentes nas regides distais de ambos os subgenomas, assim como observado em todos 0s
cromossomos de A. hypogaea (B). Em A. duranensis (C) o padrdo também foi difuso e localizado nos bragos,
centrdmeros e nas regides distais de todos os cromossomos. Em A. ipaénsis (D) o padrdo de hibridizag&o foi
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pontual e presente em quase todos 0s cromossomos. Sonda Pipoka no alotetrapléide sintético (E) mostrou
padrdo difuso, localizado nos bracos e centrdmeros de ambos os subgenomas, mais evidente em alguns
cromossomos do subgenoma A e ausente na regido distal de todos os cromossomos. Em A. hypogaea (F), a
maioria dos cromossomos mostrou sinais pontuais e principalmente pericentroméricos em ambos 0s
subgenomas. Em A. duranensis (G) o padrdo foi difuso, presente nos bacos e centrdmeros de todos os
cromossomos, mais discreto nos pares A09 e A10 e ausente na regido distal de todos os cromossomos. Em A.
ipaénsis (H) os sinais também foram difusos em todos os cromossomos, mais fortes em dois pares (setas).
Sonda Athena no alotetraploide sintético (1) os sinais apresentaram um padréo difuso, presentes nos bragos e
centrdmeros da maioria dos cromossomos do subgenoma B, ndo detectado na maioria dos cromossomos do
subgenoma A e ausentes nas regides distais. Em A. hypogaea (J) com padrdo também difuso, distribuido nos
bracos e centrdmeros de todos os cromossomos e mais discreto nos pares A09 e A10. Em A. duranensis (K)
os sinais de hibridizacdo foram difusos, presentes nos bracos e centrdmeros de quase todos 0s cromossomos e
ausentes nas regides distais. Em A. ipaénsis (L) o padrdo também foi difuso e presente em todos os
cromossomos. Barra: 5um.
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8. DISCUSSAO

O amendoim cultivado (A. hypogaea), originado a partir da hibridacéo das espécies silvestres
A. duranensis e A. ipaénsis, seguida de uma tetraploidizagdo espontanea, originou o ‘amendoim
ancestral’ ha alguns milhdes de anos atras (Kochert et al., 1996; Stalker et al., 1995; Singh et al., 1996;
Simpson et al., 2001; Seijo et al., 2004; Morethzson et al., 2004; Robledo e Seijo, 2010; Bertioli et al.,
2016; Chen et al., 2016). Assim, 0 amendoim possui dois componentes gendmicos (A e B), cada um
com dez pares de cromossomos, ja caracterizados citogeneticamente (Seijo et al., 2007; Wynne et
al., 1989; Robledo et al., 2009; Samoluk et al., 2015; Zhang et al., 2016). Esses componentes,
designados como subgenomas no alotetraploide, ndo mostram evidéncias de recombinagao genética,
pois comportam-se de forma independente e inteiramente regular para formagao de bivalentes
durante a meiose (Husted, 1936; Singh e Moss, 1982; Smartt, 1990). Apesar da alta sintenia génica
dos subgenomas do alotetraploide com 0s genomas dos seus genitores, ha indicativos de re-
organizacdo dos subgenomas (Bertioli et al., 2009, 2013; Shirasawa et al., 2013; Morethzson et al.,
2013), sugerindo que o0 amendoim sofreu uma remodelagdo gendmica, ou durante sua formag&o ou
ao longo de sua evolucdo. Embora pouco tenha sido demonstrado até 0 momento em termos de
organizacdo estrutural dos genomas de Arachis, sabe-se que essas alteracdes, em sua maioria, estdo
associadas a dindmica de fragBes de DNA repetitivas.

Assim como em outras espécies, a origem poliploide do amendoim, oriunda da
hibridacdo entre duas espécies pode ser considerada suficiente para estabelecer barreiras que
impedem o fluxo génico. Levando a espécie poliploide a um isolamento reprodutivo
(Ramsey e Schemske, 1998). Entretanto, a poliploidia implica em ajustes moleculares e
fisioldgicos, que incluem rearranjos genémicos com troca ou perda de genes, alteracdo na
expressdo e silenciamento de genes, além do controle epigenético (Madlung, 2013). O que
de fato desempenha um importante papel na origem e evolucdo de genomas (Yoo et al.,
2013).

A diferenca de ploidia entre as espécies silvestres e a baixa variabilidade genética do
amendoim cultivado séo barreiras que dificultam o seu melhoramento, contudo estudos envolvendo
espécies silvestres para a incorporacdo de caracteristicas desejaveis em amendoim s&o desenvolvidos
(Simpson et al., 1993; Garcia et al., 1996; Isleib et al., 2001). Entre eles, uma estratégia importante
para auxiliar esses programas de melhoramento envolve a manipulagdo interespecifica de niveis de
ploidia, 0 que gera novos genotipos como fontes de variabilidade, que podem superar barreiras
reprodutivas e adicionar variedades para o germoplasma. 1sso pode se dar por meio de hibridagdes

conduzidas com gendtipos diploides silvestres seguidas por poliploidizages via agentes quimicos,
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resultando em poliploides sintéticos que servem de pontes de hibridagdo com o amendoim para
facilitar a transferéncia de caracteres de interesse (Favero et al., 2006).

Esses alopoliploides sintetizados a partir de genitores selecionados, também s&o excelentes
materiais para se verificar a ocorréncia de eventos genéticos e epigenéticos recentes, para estudos sobre
evolucdo, organizacdo do genoma e introgressao da variabilidade desejada a partir de espécies
relacionadas, principalmente por meio da comparacdo com poliploides naturais proximos e seus
genitores.

Em alopoliploides, seus diferentes genomas normalmente estéo relacionados entre si, o que
resulta em redundancia genética no genoma, incluindo prolixidade de genes e genomas duplicados
(Soltisetal., 2016). Como primeiramente sugerido por McClintock (1984), 0 ‘choque genémico’ pode
ser uma resposta programada a estresses tais como a poliploidizagdo, que pode induzir varias
modificagfes, que normalmente sdo mais evidentes em alo do que autopoliploides devido as
incompatibilidades entre seus diferentes subgenomas. Alteracdes genéticas e epigenéticas como
rearranjos cromossomicos, remodelacdo da cromatina, mudancas no nimero e distribuicdo de
sequéncias de DNA repetitivas, expressao de genes, perda/ ganho de genes, metilacdo do DNA e
modificacdo das histonas, além da ativacdo de elementos transponiveis sdo vastamente descritas em
ambos os tipos de alotetraploides, naturais e sintéticos (Comai, 2000; Ma e Gustafson, 2005; Feldman
e Levy, 2012; Cheng et al., 2012; Lisch e Bennetzen, 2011; Soltis et al., 2016).

De fato, alotetraploides recentes mostram desde estabilidade gendmica até rearranjos bastante
evidentes, logo apds sua formacéo ou ao longo de geracdes iniciais, sem previsdo de quando ou quais
efeitos de poliploidizacao ocorrerdo nos subgenomas ( Buggs et al., 2011). No entanto, parece que a
maioria das modificaces em alopoliploides sintéticos ocorre logo ap6s a poliploidizagdo, como
respostas genéticas de curto prazo resultantes da recombinacéo e ativagao de ETs durante a hibridacéo
(Chen et al., 2016; Gautam et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Aproveintando a existéncia de varios alotetraploides sintéticos, oriundos de cruzamentos de
espécies diploides silvestres de Arachis, 0 gendtipo (A. ipaénsis 'K30076' x A. duranensis 'V14167')*
(Favero et al., 2006) foi aqui explorado. Esse alotetraploide sintético possui um background genémico
que mimetiza o do amendoim, além das sequéncias de referéncia dos genomas dos seus progenitores
recém disponibilizadas (Bertioli et al., 2016; peanutbase, 2016). Portanto, além da origem genémica
conhecida, esse sintetico ndo sofreu forgas evolutivas e consequentemente, toda e qualquer alteracdo
em sua estrutura e organizagdo gendmica, é oriunda dos eventos de hibridacao/tetraploidizacdo
sintética durante sua formacéo.

O estudo citogenético molecular comparativo conduzido com esses alotetraploides, sintético

e natural incluiram analises desde o tamanho dos genomas, até sua composicao, e foram estendidos
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aos seus genitores. Inferéncias sobre potenciais efeitos de hibridacdo, poliploidizacdo e evolucéo sdo
aqui discutidas e um conhecimento adicional sobre a organizagao do genoma de Arachis e o papel de
sequéncias de DNA repetitivas durante esses eventos, um pouco melhor compreendido.

Apesar das similaridades entre os subgenomas do alotetraploide sintético, do
amendoim e dos genomas A e B de seus genitores, rearranjos gendmicos foram aqui
identificados, provavelmente resultantes de perdas e adi¢des de bandas durante a formacéo
do sintético, sem que com isso houvesse alteracdo significativas no tamanho do genoma
esperado. De fato, perda/ganho de bandas séo extremamente comuns em alopoliploides,
como ja demonstrado em Arabdopsis, Triticum e Brassica verificar para as 3 especies (Song
et al., 1993, Shaked et al., 2001; Ma e Gustafson, 2005; Eilam et al., 2008; Bento et al.,
2015; Glover et al., 2016; Zhang et al., 2016). Portanto, uma analise mais aprofundada foi
realizada para comparar citogeneticamente a composicao dos subgenomas no sintético com
0s demais gendtipos.

Reducdo no tamanho do genoma alopoliploide pode ocorrer pela reducdo das copias
de genes homedlogos, e assim evitar redundancia de genes. Essa redugdo génica favorece o
comportamento diploide dos subgenomas que mais tarde auxilia na estabilizagdo gendémica
(Feldman e Levy, 2012). No entanto, as mudancas de tamanho de genomas podem ocorrer
ou ndo, e caso ocorram, sao espécies/ gendtipos dependentes (Madlung, 2013).

O tamanho estimado dos genomas de A. hypogaea, A. duranensis ‘V14167' e A.
ipaénsis 'K30076' em pg corroboram os dados disponiveis no site do Kew Garden (Royal
Botanic Gardens, 2016), trazendo maior confianca para a estimativa realizada para o
tamanho do genoma do alotetraploide sintético, de 2,89 Gb, bastante similar ao de A.
hypogaea. Entretanto, o tamanho do genoma do amendoim aqui estabelecido, bem como
em outras publicacdes previas (Dhillon et al., 1980; Arumuganathan e Earle, 1991; Singh,
1996; Temsch e Greilhuber, 2000; Samouluk et al.; 2015; Bertioli et al., 2016) indicam uma
pequena reducdo do tamanho do seu genoma (4%) em relacdo a soma do tamanho dos
genomas de seus genitores, reducdo também observada no genoma do sintético, entretanto
menor (1%).

As supressbes do genoma podem acarretar alteracbes em seu tamanho e s&o
geralmente atribuidas a imediata eliminacdo ndo aleatéria de sequéncias de DNA nédo
codificantes e delecbes de genes (reduntantes), como observado em A. thaliana (Hu et al.,
2011) durante a alopoliploidizagdo. Essas supressfes imediatamente apds a hibridacao
podem ser seguidas por metilagdo extensa do DNA, outro mecanismo de silenciamento/

ativacdo de genes que pode reprimir a atividade de ETs e outras sequéncias de DNA (Song
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e Cheng, 2015), que resultam também na reducdo do tamanho dos genomas. Portanto, 0s
dados aqui obtidos indicam que o tamanho dos genomas dos alotetraploides, natural e
sintético foi estabelecido durante sua formacdo, ou seja, na hibridacdo/poliploidizacéo e, se
houve supressdo gendmica nos subgenomas, ocorreu durante sua formacdo, e néo
subsequentemente, ao longo das geracdes.

Os subgenomas do amendoim compartilham muitas sequéncias de DNA, mas
também apresentam divergéncias entre si e em relagdo aos genomas diploides dos seus
genitores, como mostrado por meio da distribuicéo desigual de algumas fracOes repetitivas
de DNA (Patel et al., 2004, Nielen et al., 2010, 2012). Buscando identificar regifes
cromossomicas e sequéncias de DNA diferentes entres esses gendtipos, diferentes técnicas
citogenéticas foram aplicadas para os diferentes gendétipos.

Inicialmente, foi analisada a presenca de bandas CMAs3, que correspondem a regides
do DNA ricas em sequéncias de nucleotideos C — G (Summer, 1990). Essas bandas foram
muito mais evidentes em A. duranensis, presentes em oito pares de cromossomos, do que
em A. ipaénsis, em apenas um par, bem como em A. hypogaea, com uma maior quantidade
de bandas, quando comparado ao alotetraploide sintético. Entretanto nenhum alotetraploide
apresentou o somatério das espécies genitoras. Esses dados indicam que possivelmente
algumas regides heterocromaticas alteraram sua organizacdo em ambos os alotetraploides,
possivelmente modificando seu grau de condensacdo de forma a dificultar ou mesmo
impedir 0 acesso desse fluor6foro a cromatina dessa regido. Essa alteracdo € mais evidente
no alotetraploide recente, que podera alterar a configuracdo dessas regifes ao longo da
evolucdo para uma forma mais proxima a do amendoim ou de seus progenetiores ou ainda
manter-se estavel nessa condigao.

Definitivamente, bandas DAPI* também estdo presentes em centrdbmeros dos
cromossomos do subgenoma A do alotetraploide sintético, mas nao nos centrébmeros dos
cromossomos do subgenoma B, o que esta em acordo com os dados aqui obtidos e com
outros previamente publicados para o amendoim, A. duranensis e A. ipaénsis (Seijo et al.,
2004, 2007; Robledo e Seijo, 2010). Como esperado, a fluorescéncia de DAPI apds FISH
foi muito mais evidente do que aquela apds bandeamento por CMA/DAPI. Isso porque nos
procedimentos de FISH, os cromossomos sdo pré-tratados com digestdo e desnaturagao
durante a pré-hibridizacdo, o que facilita a penetracdo e estabilizacdo desse fluoroforo nos
cromossomos (Barros e Guerra, 2009).

Como esperado, o duplo GISH com sondas genémicas de A. duranensis e A. ipaénsis

confirmou que a maioria dos cromossomos dos subgenomas dos alotetraploides natural e
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sintético, juntamente com os genomas A e B das espécies diploides, de fato compartilham
muitas sequéncias de DNA. Essas semelhancas podem ser observadas principalmente ao
longo dos bragos dos cromossomos. Entretanto, assim como em Seijo et al. (2007), também
foram detectadas regiGes sem hibridizagdo com nenhuma sonda, correspondentes a
sequéncias de DNA repetitivas, corrobora ndo que grande parte da fracdo repetitiva presente
nos componenentes gendmicos ou subgenomas A e B sdo divergentes(Seijo et al., 2007;
Bertioli et al.; 2013).

Resultados de GISH com sondas gendmicas tetraploides evidenciaram a auséncia de
sinais de hibridizacdo nos centrébmeros do subgenoma A de ambos os alotretraploides e
auséncia de sinais com as sondas diploides apenas no sintético, evidenciadas principalmente
no pequeno par ‘A’, caracterizado pela alta condensacdo da heterocromatina. Tal fato pode
ser explicado por uma possivel reestruturacdo dessas regiGes heterocromaticas, de forma a
dificultar ou impedir a hibridizacdo das sondas. Este padrdo também pode ser reflexo de
diferentes acessibilidade das sondas gendmica com as sequéncias homologas ao longo dos
cromossomos, como consequéncia dos processos de pré-hibridizacdo na técnica de FISH,
exemplo o uso de pepsina para expor o0 DNA as sondas (Seijo et al., 2007). Também foi
observada a auséncia de sinais de hibridizacdo nas regides distais dos cromossomos, o que
pode ser devido a condensacao diferencial da cromatina, ja que nas metafases selecionadas
para FISH, os cromossomos normalmente ndo s@o muito condensados para facilitar o
mapeamento. Nessas condigdes, a cromatina € menos compacta, consequentemente menor
intensidade de sinais nas regifes cromossdmicas distais sdo detectadas.

O unico par de cromossomos referentes ao subgenoma B do alotetraploide sintético,
que apresenta bandas intercaladas com maior associacdo gendmica ora com 0 genoma A,
ora com 0 genoma B, € um par que claramente apesenta reorganizagdo cromossémica,
exclusivoa no sintético e, portanto continuardo a ser analisadas em detalhe.

Alteracbes do genoma envolvem majoritariamente diferencas na distribuicdo e
frequéncia de TEs. Entretanto, deve também ser considerado que sequéncias com baixo
numero de copias e de DNA repetitivo, incluindo genes e sequéncias ndo codificadoras,
também podem ser eliminadas durante a alopoliploidizacdo (Salina et al., 2004). Outras
sequéncias também podem ser modificadas e perdidas ou mesmo alteradas
epigeneticametne, como demonstrado para A. suecica, que perdeu cerca de 92% das bandas
genitoras (Mandakova, 2016). Alem disso, rearranjos em larga escala, incluindo perda de
heterocromatina telomérica também ja foram descritos em alopoliploides de Triticale

(Triticum aestivum x Secale cereale) e mais recentemente em Paspalum plicatulum
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(Weihmuller, 2014). Todas essas possiveis alteracbes poderiam ter ocorrido nesses
alotetraploides de Arachis. Mas possivelmente, essas altera¢gdes provocaram um ‘choque
transcriptomico’ ¢ alteragdes epigenéticas no amendoim. Essas mudangas s&o normalmente
seguidas por delecBes de sequéncias, que podem ser responsaveis por aumentar a
diversidade, plasticidade e variacdo do genotipo, permitindo a heterose e conferindo
competéncia para as adaptacfes (Shaked et al., 2001; Kashkush et al., 2002, 2003b;
Feldman e Levy, 2012), conforme vemos no amendoim, mas ainda ndo passivel de deteccéao
no sintético.

Por outro lado, alopoliploides sintéticos de Hibiscus (Salinas, 2004), Gossypium (Liu
et al., 2005) e Brassica (Axelsson et al., 2000) mantiveram os elementos genéticos de seus
genitores, corroborando que ndo existem regras ou paddes que definem a reorganizacgdo de
subgenomas em alotetraploides.

Mecanismos como metilacdo de DNA, modificacdes nas histonas, remodelacdo de
cromatina e silenciamento por RNA de interferéncia (RNAI) ou por pequenos RNAS
(siRNa) podem desencadear alteragdes na organizacdo da cromatina de genomas diferentes
em um mesmo nulcleo. Recentemente, Zhang et al. (2016) revelou posi¢Bes variadas ou
mesmo auséncia de sequéncias em cromossomos de A. hypogaea que deveriam ser
identificadas por hibridizacdo com sondas correspondentes a sequéncias de DNA
conservadas presentes em centromeros e teldmeros.

Devido a conservacdo de sequéncias entre 0s genomas eucariéticos,
independentemente de sua distribuicdo ou estado funcional em cada genoma, os DNAr séo
frequentemente usados como sondas em analises citogenéticas (Chen et al, 1999; Hwang et
al., 2009; Waminal et al., 2011; Park et al., 2012; Bhowmick et al., 2016). As unidades de
DNAr séo distribuidas em tandem, em um ou vérios loci (Hemleben e Zentgraf, 1994). O
DNAr 45S é composto pelos genes que codificam as proteinas 18S, 5.8S e 25S, pelos
espacadores internos transcritos (ITS) e por espagos intergénicos, enquanto que o DNAr 5S
codifica 120pb do RNAr 5S. Essas sequéncias génicas sao altamente conservadas, enquanto
que as regides espacadoras sdo suficientemente diferentes para serem distinguidas em
diferentes espécies. Portanto, FISH utilizando sondas de DNAr 5S e 45S foi aqui realizada
pela primeira vez para identificar os loci de DNAr nos cromossomos do alotetraploide
sintético.

O numero de loci de DNAr 5S para o alotetraploide sintético foi o esperado, ja que
se apresentaram de maneira semelhante ao observado para o amendoim e suas espécies

genitoras. No entanto, a localizacdo distal do locus nos cromossomos do par A03 do
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sintético difere daquela pericentromérica no A03 de A. duranensis e A. hypogaea, sugerindo
uma possivel translocacdo deste segmento durante a formacéo do sintético.

O ndmero de loci de DNAr 45S nos cromossomos do alotetraploide sintético € menor
do que a observada em A. hypogaea e seus genitores. A perda desses loci ocorreram nos
cromossomos oriundos de A. ipaénsis, confirmando assim uma subtracéo de sequéncias de
forma uniparental. Rearranjos em DNAr 45S também tém sido observadas em hibridos entre
Nicotiana e Atropa (Borisjuk et al., 1988), espécies de Medicago (Cluster et al., 1996),
Triticum (Shcherban et al., 2008; Baum e Feldman, 2010) e Tragopogon (Malinska et al.,
2010). Por outro lado, tais rearranjos estdo ausentes em Brassica (Delseny et al., 1990;
Bennett e Smith, 1991) e Arabidopsis (Chen et al., 1998).

Embora existam alotetraploides que conservem o numero e posi¢do dos loci de
DNAr iguais aos de seus genitores, a reorganizacao é batante comum, incluindo perda de
apenas uma das espécies genitoras (Renny-Byfield et al., 2011; Kovarik et al., 2012; Weiss-
Schneeweiss et al., 2012; Zozomova-Lihova et al., 2014). Essa reducdo é explicada pelo
seu caracter ndo-aditivo (Snowdon et al., 1997, Ozkan et al., 2003, Yoshikazu et al., 2006),
que pode reduzir seu numero por uma répida reorganizacdo genoma/cromossdmica
(Wendel, 2000; Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2011).

Apesar da ocorréncia da RON no cromossomo B10 de A. ipaénsis, ambos 0s
alotetraploides apresentaram apenas uma RON no par de cromossomos A10 oriundos de A.
duranensis, genitor materno do amendoim, porém genitor paterno do sintético, indicando
que o silenciamento da RON foi cromossomo especifico, independente dos genitores. Estes
dados confirmam a predominancia nucleolar de A. duranensis nos alotetraploides. Da
mesma forma, no alotetraploide natural A. suecica é relatado que genes de RNAr paternos
de A. thaliana foram silenciados. Uma explicagdo plausivel para a perda de RON em B10
nos alotetraploides de Arachis poderia ser pela localizacdo desta sequéncia muito préximas
as regides terminais dos cromossomos, assim como em A. suecica, onde a RON perdida
estava localizada na regido terminal dos cromossomos 2 e 4. Essa perda poderia se dar pela
ruptura da fita dupla de DNA nos cromossomos proximos a RON, provocando sua remogao
(Loyd e Bomblies, 2016).

Outra explicagdo poderia ser a ruptura de um cromossomo, seguida pela perda ou
translocacéo de segmentos cromossdmicos, ou ainda, uma ruptura do cromossomo mediada
por ETs (McClintock, 1952). Genes silenciados de um ou ambos genitores em
alotetraploides sintéticos recentes sdao frequentes (Soltis et al., 2016; Loyd e Bomblies,

2016), principalmente de DNAr através de regulacdo epigenética, detectada pela primeira
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vez por Navashin (1934). Estas alteracdes sdo consequéncias de fatores genéticos (Flavell,
1986) e epigenéticos, incluindo modificacdes de histonas na cromatina (Chen et al., 1998)
e siRNAs (Preuss et al., 2008) buscando estabilizar a incompatibilidade entre os
subgenomas.

Por fim, estes rearranjos instantaneos apos a alopoliploidizacéo, principalmente em
sequéncias de DNA organizadas em tandem (Kolano et al., 2013) sugerem que 0s
subgenomas do alotetraploide sintético de Arachis estdo sob uma regulagéo bastante fina e
coordenada (Salina et al., 2004), incluindo o comportamento funcional cromossémico como
0s de DNAr 45S.

Elementos transponiveis sdo fracGes de DNA repetitivas, geralmente localizadas em
regides heterocromaticas, sendo os principais responsaveis pelas variacdes nos tamanhos
dos genomas (San Miguel e Bennetzen, 1998). Também estdo relacionados ao silenciamento
de genes, principalmente por meio de metilacéo ou alteracdes em regides promotoras (This
et al., 2007; Yao et. al.,, 2001; Vendramin et al.,2014). ModificacGes envolvendo a
regulacdo de genes sdo muitas vezes desencadeadas por condi¢cbes ambientais adversas e
diferentes estresses, tais como hibridacéo e poliploidizacdo em plantas. Embora pouco se
compreenda sobre a dinamica de RTs autdnomos em alopoliploides sintéticos (Kashkush et
al., 2003b), sabe-se que a transposicao dos ETs € mais intensa ap0s alopoliploidizacdo, que
provoca um aumento no nimero de cdpias dos ETs, com ou sem modificagdes nas suas
sequéncias.

Os retrotransposons, por possuirem capacidade de transposi¢do ao longo do genoma,
principalmente os do tipo LTR, sdo considerados os maiores contribuidores da fracdo
repetitiva de grandes genomas (Kumar e Bennetzen, 1999; Sabot e Schulman, 2006),
podendo ultrapassar 80% em algumas espécies vegetais (SanMiguel e Bennetzen, 1998).
Mediante tal importancia, e alta frequéncias desses elementos em genomas de Arachis
(Nielen et al., 2012; Moretzsohn et al., 2013; Bertioli et al., 2016), esse estudo incluiu
analises de trés tipos de ETs, mais especificamente dos membros de duas familias de RT-
LTR autébnomas, e de uma familia ndo autbnoma. A distribuicdo e frequéncia de seus
membros foi determinada in silico em pseudomoleculas dos gendtipos diploides e sua
distribuicéo in situ mapeada em cromossomos dos quatro genoétipos em estudo.

O mapeamento in silico dos RT-LTR confirmou que o maior nimero de membros e
de cdpias sdo daqueles do tipo autdbnomos, sendo Pipoka, 0 mais abundante, seguido por
RE128-84 e Athena, ndo autdnomo. O mapeamento in situ desses RT-LTR por FISH nos

genotipos diploides é equivalemente a distribuigdo observada in silico. A distribuicdo desses
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elementos nos quatro genotipos é predominantemente difusa, o que reflete seu mecanismo
de transposicao, e distribuidos ao longo da maioria dos cromossomos, principalmente nas
regides pericentroméricas. O padrao de distribui¢do pontual, tipicamente encontrado quando
a hibridizagdo ocorre com sequéncias mais agrupadas em tandem foi detectado para
membros de RE-128-84 em A. ipaénsis e de Pipoka em A. hypogaea, mas ndo no sintético.

Essas andlises sugerem que esses RT-LTRs constituem um carater nao-aditivo,
independente do tamanho ou niveis de ploidia, j& que apresentam uma frequéncia e
distribuicao similar entre os genotipos.

Como os padrdes de distribuicdo desses RT-LTRs em A. hypogaea sdo mais
préximos daqueles de seus genitores, possivelmente esse alotetraploide sintético ainda
podera passar por alteracfes, que possivelmente remodelardo seus subgenomas de forma
mais similar a de seus genitores. Essas modificacdes, controladas ou ndo por mecanismos
epigenéticos, devem se assemelhar aos acontecimentos ocorridos em espécies
alopoliploides naturais (Ksigzczyk et al., 2011). Entretanto, serdo necessarias novas analises
incluidno outros elementos, e em novas geragdes desse sintético para se poder concluir sobre
sua evolucéo.

Conforme a distribuicdo in silico em pseudomoleculas e in situ nos cromossomos de
todos 0s gendtipos, as regides pericentroméricas incluem muitos membros das trés familias
de RT-LTRs, de forma similar a relatada para Arabidopsis, onde RTs estdo
preferencialmente agrupados nessas regides (Peterson-Burch et al., 2004) e quinoa (Kolano
et al., 2013). A alta frequéncia de RT-LTRs nessas regifes poderia também desencadear a
remodelagem da cromatina, ja que muitos desses RTS sd0 responsivos a estresses como a
hibridacdo. Uma possivel consequéncia dessa remodelagem poderia ser uma maior
condensacdo do DNA dessa regido, o que justificaria a possivel falta de acesso dos
fluoréforos nas regiGes centroméricas durante esse estudo e alteracGes na localizagdo de
sequéncias conservadas de centrdmeros nos cromossomos de A. hypogaea (Zhang et al.,
2016).

Esta primeira andlise citogenética de um alotetraploide sintético de Arachis (A.
ipaénsis x A. duranensis)® demonstra que seus subgenomas estdo organizados
morfologicamente como nos genitores diploides, incluindo a maior parte da suas estruturas
e sequéncias. Entrento, também esta evidente que algumas mudancgas ocorreram durante a
hibridacdo/tetraploidizacdo durante a formacdo desse genotipo. Entre essas alteracdes,
foram detetctadas perda, ganho e rearranjo de alguns segmentos de DNA, perda de locus

45S oriundo do genitor materno A. ipaensis, inativacdo de RON e diferencgas na distribuigéo
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de LTR-RT. Além disso, alteracGes que possivelmente remodelaram regides centromeéricas
dos cromossomos dos alotetraploides, principalmente naqueles do subgenoma A do
sintético ocorreram, presumindo que a acessibilidade de alguns marcadores citogenéticos
utilizados em GISH, CMA e FISH ndo foram detectados nessas regides.

Esses dados, associados a outras analises podem trazer novos insights sobre a
historia gendmica do amendoim, e de outros alopoliploides do género, como A. monticola.
Os dados também poderdo contribuir para o enriquecimento do mapeamento citogenético
de sequéncias repetitivas, retrotransposons e genes, bem como auxiliar na identificacdo de
marcadores citogenéticos cromossomo especificos, representando, portanto, uma
contribuicdo significativa para os estudos relacionados com o sequenciamento do genoma
do amendoim em andamento e para compreensdo geral da evolugdo dos genomas de

Arachis.
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9. CONCLUSAO

Nesta primeira analise citogenética comparativa de um alotetraploide sintético de
Arachis (A. ipaénsis x A. duranensis)®™ que possui 0 mesmo background do amendoim
cultivado (A. hypogaea), foi demonstrado semelhancas com seu homdlogo natural e seus
genitores diploides, como o tamanho do genoma correspondente a soma dos seus genitores
e similaridade com o amendoim; intensidade e posicdo de bandas centroméricas DAPI;
namero de loci de DNAr 5S e em alguns loci de DNAr 45S com presenga de RONS.

Entretanto, alteracBes gendmicas estabelecidas em sua origem também foram
detectadas. De fato, alguns aspectos da organizacdo e composicdo dos subgenomas do
sintético diferem das observadas nas espécies genitoras, e em menor grau, das observadas
em A. hypogaea. Rearranjos de alguns segmentos de DNA nos subgenomas do sintético
como a perda de loci 45S de A. ipaénsis; a inativacdo da RON no subgenoma B; auséncia
de bandas evidenciando regides heterocromaticas CMA™ e diferencas na freqiiéncia e
distribuicdo de RT-LTRs foram detectados. Concluindo que realmente a poliploidia implica
muito mais do que a unido de dois genomas em um mesmo nucleo, mas tembém na
participacdo de vastos ajustes moleculares e fisioldgicos, que incluem rearranjos genémicos,
além do controle epigenético.

Estas andlises trazem novos insights sobre a historia gendmica do amendoim. Os
dados podem ser usados para enriquecer 0 mapeamento citogenético de sequéncias
repetitivas, retrotransposons e identificacdo de marcadores citogenéticos cromossomo
especifios, representando, portanto, uma contribuicdo significativa para estudos
relacionados com o continuo sequenciamento do genoma do amendoim e para a

compreensdo geral da evolugédo dos genomas de Arachis.
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10. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos nesse trabalho, pretende-se estender as analises
citogenéticas aqui realizadas em um projeto de doutorado, ampliando o nimero de gendtipos
silvestres, bem como de alotetraploides naturais e sintéticos, abordando inlusive técnicas
citogendmicas com intuito de selecionar sequéncias de DNA de interesse, tais como genes
associados a repostas a diferentes estresses que podem ser utilizadas como sondas e assim
desenvolver marcadores cromossomo-especificos, além de trazer maiores informacdes
sobre os genes-alvo, que possibilitaram juntamente com as analises de sequéncias repetitivas
0 entendimento da estrutura e evolucdo do genoma do amendoim e das espécies
relacionadas, podendo ainda facilitar a introgressdo de caracteristicas de interesse nos

cultivares comerciais.
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