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RESUMO

A busca de alelos de interesse em espécies nativas de batata € uma estratégia promissora nos
programas de melhoramento genético visando cultivares superiores, especialmente com relacéo
a estresses bidticos e abioticos. A espécie triploide nativa Solaunum calvescens (2n=3x=36) ¢
uma das espécies potenciais para uso no melhoramento da batata, porém ndo tem status
taxonémico conclusivo. Ela ndo € considerada como espécie por alguns autores, sendo definida
ora como um citétipo de Solanum chacoense (2n=2x=24), ora como préxima de Solanum
commersonii subsp. malmeanum, ou até mesmo um hibrido entre essas duas espécies. O
cruzamento de S. calvescens com a batata cultivada (Solanum tuberosum, 2n=4x=48) produz
hibridos vidveis para selecdo em programa de melhoramento. Devido a esse potencial, é
relevante a defini¢do taxonémica e conhecimento da origem dessa espécie. Portanto, este estudo
visou caracterizar a fragdo repetitiva do DNA desta espécie nativa, de forma comparativa com
suas especies relacionadas, a fim de reunir novas informac6es gendmicas para colaborar com a
elucidacgdo da relagdo entre elas. Para a espécie S. calvescens foi realizado sequenciamento de
baixa cobertura na plataforma Illumina e determinag&o do tamanho do genoma por citometria
de fluxo. Para as espécies S. chacoense, S. commersonii, S. malmeanum e S. etuberosum, foram
utilizados dados publicados e disponibilizados pelos autores. As sequéncias foram analisadas
na plataforma Repeat Explorer, na qual foram executadas as etapas de pré-processamento,
agrupamento e identificacdo dos elementos repetitivos. O software Geneious foi utilizado para
o alinhamento, identificacdo e quantificacdo dos satélites. O tamanho do genoma de S.
calvescens se revelou maior em comparacdo as espécies relacionadas. A quantidade de DNA
repetitivo presente nas espécies variou entre 38,37% do genoma em S. calvescens, até 45,37%
em S. chacoense, com predominancia do grupo LTR e superfamilia Ty3/gypsy em todas as
espécies. Todos os satélites mapeados obtiveram identidade inferior a 50%, agrupando-os
somente em nivel de superfamilia. A espécie S. chacoense apresentou um satélite espécie-
especifico, SchacSatl0. Com relacdo ao tamanho do genoma e caracteristicas da fracdo
repetitiva, S. calvescens se diferencia das demais espécies.

Palavras-chave: DNA, fracdo repetitiva, batata, Solanum, gendémica, Repeat Explorer



ABSTRACT

The search for alleles of interest in wild potato species is a promising strategy in improvement
programs targeting superior cultivars, especially with regard to biotic and abiotic stresses. The
triploid native species Solaunum calvescens (2n=3x=36) is one of the potential species for use
in potato improvement, but it has no conclusive taxonomic status. Not considered as a species
by some authors, being sometimes defined as a cytotype of Solanum chacoense (2n=2x=24),
sometimes as close to Solanum commersonii subsp. malmeanum, or even a hybrid between
these two species. Crossing S. calvescens with cultivated potato (Solanum tuberosum,
2n=4x=48) produces viable hybrids for selection in a breeding program. Due to this potential,
the taxonomic definition and knowledge of the origin of this species is relevant. Therefore, this
study aimed to characterize the repetitive fraction of the DNA of this native species,
comparatively with its related species, in order to gather new genomic information to
collaborate with the elucidation of the relationship between them. For S. calvescens, low pass
sequencing was performed on the Illumina platform and genome size was determined by flow
cytometry. For the species S. chacoense, S. commersonii, S. malmeanum and S. etuberosum,
data published and made available by the authors were used. The sequences were analyzed in
the Repeat Explorer platform, in which the steps of pre-processing, grouping and identification
of repetitive elements were performed. Geneious software was used for satellite alignment,
identification and quantification. The genome size of S. calvescens proved to be larger
compared to related species. The amount of repetitive DNA present in the species ranged from
38.37% of the genome in S. calvescens to 45.37% in S. chacoense, with a predominance of the
LTR group and Ty3/gypsy superfamily in all species. All mapped satellites had less than 50%
identity, grouping them only at the superfamily level. The species S. chacoense presented a
species-specific satellite, SchacSat10. Regarding genome size and repetitive fraction
characteristics, S. calvescens differs from other species.

Keywords: DNA, repeat, potato, Solanum, genomic, Repeat Explorer
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1 INTRODUCAO

O género Solanum, familia Solanaceae, contém mais de 1500 espécies catalogadas, das
quais 160, todas da Secdo Petota, produzem tubérculos. Das 20 espécies cultivadas, S.
tuberosum L. é a mais difundida no mundo, originaria da América do Sul, da Cordilheira dos
Andes e domesticada entre 2000 e 5000 a.c. através da procura dos tubérculos comestiveis
(desprovidos de glicoalcaloides). Foi introduzida na Europa no século XV pelos colonizadores
e reconhecida como cultura de seguranca alimentar no século XVIII, em cenarios de perda dos
cultivos tradicionais de graos (CACACE e HUARTE, 1996). A partir do século XX, ja estava
disseminada e consolidada como a terceira cultura alimentar mais importante do mundo
(FAOSTAT, 2020), sendo mais valiosa ainda nos paises em desenvolvimento, com produc¢des
de até 100 milhdes de toneladas somente na india e China. No Brasil, é a segunda hortalica de
maior importancia econémica, com uma producéo de cerca de 4,3 milhdes de toneladas em area
de 140,3 mil hectares em 2017 (IBGE, 2020). Os programas de melhoramento genético tém
desenvolvido cultivares visando aumento de produtividade, qualidade do tubérculo e resisténcia
ou tolerancia a estresses bidticos e abioticos. Nesse sentido, a busca de alelos de interesse em
espécies selvagens constitui uma estratégia promissora para incrementar a variabilidade
disponivel para os programas (FAO, 2008).

A estratégia de hibridacdo da batata cultivada (S. tuberosum) com espécies selvagens
tuberosas tem mostrado importantes resultados para introducdo de alelos de interesse, como
resisténcia a pragas, doencas e melhoria das caracteristicas agrondmicas (WEBER et al, 2012),
além de ser uma estratégia para o desenvolvimento de cultivares que atendam a crescente
demanda por plantio em zonas climéaticas com alta temperatura (Briicher, 1999). Todas as
espécies nativas que tuberizam, e ocorrem no Brasil, estdo inseridas na Série Commersoniana.
Esta série abrange S. commersoni Dunal, encontrada na América do Sul em formas diploides e
mais raramente triploides (2n=2x=24 e 2n=3x=36), S. malmeanum Bitter, que mais tarde foi
renomeada para S. commersonii subsp. malmeanum (2n=2x=24), S. calvescens Bitter,
encontrada estritamente em Caldas-MG em sua forma triploide (2n=3x=36) e S. chacoense
Bitter, encontrada predominantemente nas regides ao sul da América do Sul em sua forma
diploide 2n=2x=24 (BRUCHER, 1999; SIMON at al 2010; GBIF, 2020).

A especie triploide nativa do Brasil, S. calvescens, € uma das espécies potenciais para
uso no melhoramento da batata. O cruzamento desta espécie triploide (2n=3x=36) com a batata

cultivada (S. tuberosum; 2n=4x=48) é viavel, produzindo hibridos para retrocruzamento e
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selecdo de genotipos superiores. No entanto, a origem e status taxonémico de S. calvescens sdo
controvertidos. Com base em aspectos morfolégicos, alguns autores ndo consideram S.
calvescens uma espécie, mas sim uma variante de S. chacoense, (BRUCHER, 1999; SPOONER
et al. 2014), ou de Solanum malmeanum (também denominada Solanum commersonii subsp.
malmeanum) (HAWKES, 1978). Ha ainda a possibilidade de que seja um hibrido entre os dois
taxa, evento ja identificado anteriormente no género por Pendinen et. al. (2008), ao estudar a
natureza alopoliploide da espécie S. stoloniferum, tetraploide detentora de genoma tipo AABB.
A possibilidade da alotriploidia também ¢é sustentada pelos diversos relatos de hibridos
triploides artificiais de espécies selvagens a partir de gametas 2n, a exemplo de (2x) S. brevidens
X (2x) S. chacoense (EHLENFELDT & HANNEMAN, 1984), (2x) S. circaeifolium x (2x)
S.tuberosum haploide (LOUWES et al., 1992), (2x) S. commersonii x (2x) S. gourlayi
(MASUELLLI et al., 1992), com a proposta de servirem de ponte para introgressao na batata
cultivada.

A definicdo da circunscricdo taxondmica e a origem de espécies selvagens constitui
subsidio importante na busca de alelos desejaveis dentro do germoplasma selvagem e para o
sucesso na introgressdo dos mesmos nas espécies cultivadas (GAVRILENKO, 2011). Com o
advento e evolucdo das técnicas de sequenciamento massivo em paralelo de DNA, houve um
incremento acentuado dos estudos gendmicos, dentre eles os estudos da fracdo repetitiva. O
genoma dos eucariotos apresenta uma fragdo repetitiva que varia com relacdo a quantidade e
tipo de sequéncias. Estas sequéncias repetitivas de DNA sdo fragmentos que se amplificam de
diferentes formas se acumulando no genoma, com alta dinamicidade e plasticidade. S&o
elementos que impactam a diferenciacdo entre espécies e que participam de processos
importantes como funcdo centromérica, telomérica e controle da expressdo génica
(MEHROTRA; GOYAL, 2014 e OLIVEIRA, 2015).

Outro aspecto importante do estudo da fracdo de DNA repetitivo é a possibilidade de
estudar essa fracdo do genoma nuclear para inferéncias filogenéticas a partir de sequenciamento
de baixa cobertura (0,1 a 5%), uma estratégia denominada “genome skimming”. Essa estratégia
é mais acessivel do ponto de vista técnico e financeiro e permite o estudo de porc¢des do genoma
sem necessidade de sua montagem (DODSWORTH, 2015).

Portanto, este estudo visa descrever a fragédo repetitiva do DNA de S. calvescens de
forma comparativa com especies mais relacionadas Solanum chacoense, Solanum commersonii

e Solanum malmeanum e com a espécie mais distante Solanum etuberosum, para prover novas
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informacdes genéticas para subsidiar a definicdo do status taxonémico e a origem dessa espécie

triploide.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Gendmica de Solanum

O género Solanum, pertencente a familia Solanaceae, contéem mais de 2000 espécies
catalogadas. A alta diversidade do género levou a sua divisdo em sec¢des, subsecdes, séries e
superséries. Todas as 160 espécies que produzem tubérculos, das quais 20 sdo cultivadas,
pertencem a se¢do Petota (HUNZIKER, 2001).

A secdo Petota tem espécies representantes dos seis genomas distintos A, B, C, D, P e
E, descritos por Matsubayashi (1991) a partir do estudo de hibridos interespecificos do género.
Destes citados, 0 genoma A é o mais comumente encontrado em varias espécies sul-americanas
poliploides que compartilham este genoma. Ja os genomas B, C, D, P e E tém essas alcunhas a
partir das iniciais da respectiva série aos quais foram identificados pela primeira vez, sendo B
da série Longipedicellata Busakov, C da série Conicibaccata Bitter, D da série Demissa
Busakov, P da série Piurana Hawkes e E da série Etuberosa. Com o objetivo de padronizar as
interpretacdes desses genomas, 0 mesmo autor reconheceu os cinco genomas A, B, C, D e P de
espécies que tuberizam e 0 genoma E de espécies que ndo tuberizam.

Uma quantidade significativa de trabalho tem sido realizada para o conhecimento
aprofundando do genoma da batata. Atualmente, os genomas de referéncia de batata
publicamente disponiveis sdo do monoploide duplo Solanum tuberosum Grupo phureja DM1-
36, do diploide selvagem S. commersonii e do clone diploide de S. chacoense - M6.

Em 2011, foi publicado o sequenciamento do genoma do monoploide 2n=2x=24 (AA)
de S. tuberosum, o que representou um marco para o aprofundamento dos estudos genémicos
desse grupo. As informacgdes detalhadas da constituicdo gendmica da batata, com tamanho
gendmico estimado em 452,5 Mb, cerca de 39000 genes codificadores de proteinas, 62,2% de
DNA repetitivo (sendo 29,4% deste do tipo LTR, longas repeti¢des terminais), permitiram um
maior entendimento e investigacao da espécie e de grupos relacionados (PGSC, 2011).

Pham et. al (2020) construiram uma versdo atualizada deste genoma, unindo as

tecnologias mais atuais no sequenciamento gendmico de nova gera¢do a um custo menor. A



13

nova montagem representa 741,6 Mb (87,8%) do genoma estimado de 844 Mb, dos quais 741,5
Mb s&o contiguos, com excelente qualidade na construcao dos 12 cromossomos.

A montagem do genoma de S. commersonii (2n=2x=24) foi realizada por Aversano et
al. (2015). Comparado ao genoma da batata cultivada, o de S. commersoni apresentou um nivel
mais baixo de heterozigosidade, com a maioria dos SNPs identificados localizados em regides
intergénicas. Aproximadamente 44,5% (383Mb) do genoma total (830Mb) foi identificado
como sequéncias repetitivas. Dessa proporgédo, a maior porgao pertence aos retrotransposons de
longas repeticdes terminais (LTRs), ocupando 34% do genoma.

Leisner et al. (2018) publicaram genoma de referéncia do clone M6 de S. chacoense, ,
ancorando 508Mb de aproximadamente 825Mb estimados. Foi feita analise comparativa desse
genoma com 0s genomas de Capsicum annum (pimentdo) (Kim et al., 2014), Nicotiana
benthamiana (tabaco) (Bombarely et al., 2012), S S. commersonii (batata selvagem) (Aversano
et al., 2015), Solanum lycopersicum (tomate) (The Tomato Genome Consortium, 2012),
Solanum melongena (berinjela) (Hirakawa et al., 2014) e S. tuberosum Group Phureja DM1-3
(batata cultivada); Hardigan et al., 2016). Para as trés espécies de batatas que tuberizam, o
trabalho revelou um conjunto de 1.897 genes especificos a elas candidatos ao processo de
tuberizacdo. O genoma de S. chacoense M6 também apresentou alta heterozigosidade residual
nos cromossomos 4, 8 e 9 em relacdo aos demais, ou seja, areas de baixa densidade de genes e
alta densidade de DNA repetitivo.

Outro esforco na investigacdo dos genomas de batata foi realizado por Kyriakidou et. al
(2020), no qual os autores realizaram um esbo¢o de montagem do genoma de seis espécies
poliploides (variando de 3x a 5x), nativas da América do Norte: Solanum chaucha (3x), S.
juzepczukii (3x), dois genomas de S. tuberosum subsp. andigena (4x), S. tuberosum subsp.
tuberosum (4x) e S. curtilobum (5x). A autora destaca a alta heterozigosidade existente nos
genomas. A propagacdo clonal da batata ao longo de milhares de anos limitou a recombinacgéo
genética e levou a estes altos niveis de heterozigosidade, com a provavel contribuicdo da
poliploidia e da autoincompatibilidade. Estimou-se que um dos genomas da batata tem cerca de
60,2% de sequéncias repetitivas, tornando sua montagem ainda mais dificil. Apesar do alto
nivel de fragmentacdo dos genomas finais, a autora reafirmou a necessidade e importancia do
sequenciamento e investigacdo constante dos genomas da batata como recursos valiosos no
melhoramento genético da mesma.

Utilizando-se de um amplo germoplasma do género Solanum secdo Petota, com

representatividade de espécies cultivadas e selvagens de batata, Hardigan et. al. (2017) estudou
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a variacao genética existente nas especies tuberosas e o impacto da domesticagédo na diversidade
gendmica do género através de SNPs de sequéncias conservadas. Os autores constataram
extensivos eventos de hibridagdo introgressiva de alelos selvagens nas batatas cultivadas,
sugerindo que a hibridacdo pode ter contribuido para a heterozigosidade e diversificacdo das
mesmas em um periodo anterior ao gargalo da domesticacdo. Eles também ressaltaram a

importancia dos espécimes selvagens como uma rica fonte de alelos na melhoria da batata.

2.2 Espécies selvagens da Série Commersoniana

As espécies de batata silvestres que ocorrem no Brasil se encontram organizadas na
secdo Petota, que contém cerca de 100 espécies nativas e cultivadas da América do Sul.
Segundo Briicher (1999), a série Commersoniana representa todas as espécies silvestres que
tuberizam encontradas no Brasil, podendo também serem encontradas na Argentina, Bolivia,
Paraguai e Uruguai, e abrange S. commersonii, S. chacoense, S. calvescens e S. malmeanum.
Ha certa divergéncia taxonémica para o grupo, pois alguns autores propdem nomenclatura
distinta para duas das espécies. S. malmeanum (SPOONER, 2014) é encontrada na literatura
também como S. commersonii subsp malmeanum (KLASEN 2017, 2018; TOME et al. 2009) e
Solanum calvescens é defendida como citétipo de S. chacoense (S. chacoense subsp.
calvescens) (SPOONER, 2014; BRUCHER, 1999; HIJMANS et. al. 2007), porém €
considerada por Hawkes (1978) como mais proxima morfologicamente de S. commersonii
malmeanum.

Solanum calvescens, catalogada por Bitter em 1912, é uma espécie selvagem triploide
(2n=3x=36) originaria da regido de Caldas-MG e é encontrada em solos ricos em matéria
organica, préximos ao Rio Verde e a campos de cultivo, encontrada a 1200 m de altitude
(HAWKES, 1978; BRUCHER, 1999). Um levantamento do germoplasma da Embrapa Clima
Temperado tem registros de coleta de espécies de batata selvagem e confirma a area de
distribuicdo de S. calvescens, que possui apenas um acesso amostrado no Brasil, em Caldas
MG, porém com potencial ocorréncia em areas ndo amostradas na Serra da Mantiqueira do Sul
de MG e Sul do estado de SP (MOLIN, 2015a; MOLIN, 2016).

Molin et. al. (2015b), estudando a distribuicdo geografica das espécies silvestres de
batatas brasileiras, verificou a existéncia de 10 registros de S. calvescens, todos em Minas

Gerais, porém com éareas ainda sem a devida identificacdo. Os autores demonstraram
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preocupacdo com a inexisténcia de estudos que avaliem o seu potencial no melhoramento em
relacdo a presenca de genes de resisténcia a estresses ambientais, pois a mesma espécie é a
Unica que se distribui naturalmente em ambiente tropical brasileiro (Mata Atlantica), um indicio
de toler&ncia ao calor.

Atualmente S. calvescens se encontra em trés conjuntos de dados online (GBIF 2021):

e Royal Botanic Gardens, Kew — Herbarium Specimens, que dispbe de um
exemplar de exsicata da mesma.

e Instituto de Botanica Darwinion.

e Herbario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

O status taxonémico e a origem dessa espécie sdo controversos. S. calvescens é similar
a S. commersonii, especialmente da subespécie malmeanum, conhecida na sua forma diploide
e triploide, sendo a forma triploide encontrada na Argentina e no Uruguai (HAWKES, 1978).
Apesar da alta similaridade, caracteristicas morfologicas permitiram a diferenciacdo entre S.
calvescens e S. commersonii malmeanum.

Bricher (1999), ao comparar S. calvescens em seu local de origem, Caldas (MG), com
S. commersonii (2n=2x=24) e S. chacoense (2n=2x=24) da mesma regido, afirma que S.
calvescens ndo deve ser denominada espécie. Segundo o autor, ndo existe diferenca morfoldgica
da antera entre S. calvescens e S. chacoense suficiente para distingui-las e que a primeira deve
ser considerada um cit6tipo da segunda. Hijmans et. al. (2007) também consideram S.
calvescens como uma variante triploide de S. chacoense e que o aumento da ploidia seria
resultado de um comportamento expansivo no extremo do espectro da espécie.

Fernandes (2016) caracterizou 0s cromossomos com alta simetria cariotipica da espécie,
com sete cromossomos metacéntricos e cinco submetacéntricos e com comprimento total do
lote haploide (CTLH) de 18,1 um. O autor evidencia que as tentativas anteriores de
caracterizacdo da taxonomia da espécie se baseiam apenas em caracteristicas morfolégicas,
trazendo a necessidade de técnicas complementares citogenéticas e de caracteriza¢do gendmica
modernas para elucidar sua origem.

Genomas triploides e pentaploides podem ser resultado do cruzamento entre espécies
diploides e tetraploides ou tetraploides e hexaploides, respectivamente. Pode ocorrer tambem a
fertilizacdo do 6vulo por dois nucleos espermaticos do grdo de pélen. Ja nos alopoliploides,
cujo complemento cromossdmico advém de dois ou mais genomas de espécies distintas, podem
emergir naturalmente por duplicacdo cromossdmica apds 0 cruzamento interespecifico

HAWKES (1978). Existe ainda a possibilidade de cruzamentos envolvendo gametas ndo
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reduzidos, que possuem 0 numero somatico de cromossomos produzidos por meiose anormal
(SCHIFINO-WITTMANN ¢ DALL’AGNOL, 2001).

Oliveira et al (1995) constatou que hibridos provenientes do cruzamento entre a batata
cultivada S. tuberosum e S. chacoense apresentam mecanismos na primeira e na segunda
divisdo meidtica que podem ocasionar formacéo de gametas nao reduzidos.. Fusos paralelos ou
fusos fundidos ocorrem na primeira divisdo meidtica e promovem a restituicdo da primeira
divisdo meidtica, transmitindo cerca de 80% da heterozigosidade parental a progénie
(HANNEMAN JUNIOR, 1999), enquanto a citociense prematura ocorre na segunda divisao
causando a formacdo de microsporos ndo reduzidos pela omissdo da segunda divisdo meidtica
(MOK & PELOQUIN, 1975).

Carputo (2003), estudando o comportamento citogenético de hibridos de S. commersonii
(3x=36) x S. tuberosum (4x=48), encontrou uma alta variacdo no numero cromossémico, de 52
a 67, com predominancia do pentaploide euploide 2n=5x=60. O estudo também constatou que
hibridos pentaploides podem produzir gametas aneuploides viaveis.

Tomé et al. (2009) relata ocorréncia de cerca de 26,1% de formagdo de pdlens ndo
reduzidos para em Solanum commersonii subsp. commersonii e 21% de pdlens ndo reduzidos
Solanum commersonii subsp. malmeanum, em decorréncia de fusos paralelos e fusos fundidos
na primeira divisdo meiotica.

A triploidia de S. calvescens (2n=3x=36) pode ter se originado a partir da unido entre
um gameta normal e um gamenta ndo reduzido, tanto de cruzamentos intra quanto
interespecifico. Pode também ser resultado da unido entre gametas normais de uma espécie
tetraploide e de uma diploide (FERNANDES, 2016). A possibilidade de alopoliploidia no
género ja foi estudada no género por Pendinen (2013), que estudou a série de espécies de batatas
mexicanas Demissa, pertencente a se¢do Petota, a partir de uma hipGtese feita por Matsubayashi
(1991) de que todas as espécies desta série seriam alopoliploides. Os autores constataram
marcas moleculares que permitiram corroborar com esta afirmativa, enriquecendo a
aplicabilidade dos gendtipos no melhoramento e propondo melhora na taxonomia da série.

De um modo geral, espécies selvagens de Solanum sdo comumente relacionadas a genes
de importancia agrondmica, pois frequentemente apresentam resisténcia a diversos fatores
abioticos e doencas que atingem a batata cultivada Solanum tuberosum (DEJONG et al., 2001
e SPOONER et al., 2008) e a utilizacdo de hibridos selvagens da batata como ponte para
introgressdo de alelos originados de germoplasma silvestre € uma pratica ja conhecida do

melhoramento.
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Cunha (1992) avaliou 81 clones obtidos do cruzamento entre dihaploides (2n=2x=24)
de S. tuberosum x S. chacoense (2n=2x=24) e verificou que a producdo de flores € maior nos
individuos diploides em comparacdo com os individuos tetraploides. A autora verificou
variacdo da producdo de grdos de pdlen viaveis entre as estaces, com uma frequéncia menor
em clima de primavera comparada ao clima de outono, porém sem prejudicar o retrocruzamento
com S. tuberosum (2x=4x=48) visando a reconstitui¢éo do tetraploide.

Klasen et. al. (2017;2018) analisaram a cruzabilidade entre S. tuberosum e espécies da
série Commersoniana visando ampliar a base genética do cultivo da batata. Os cruzamentos
bem-sucedidos, ou seja, os que produziram frutos foram S. chacoense x S. tuberosum; S.
commersonii malmeanum x S. tuberosum; S. commersonii malmeanum x S. commersonii
commersonii; S. chacoense x S. commersonii commersonii; S. commersonii malmeanum x S.
chacoense. O cruzamento de S. calvescens com S. chacoense foi 0 Unico com sucesso
reprodutivo envolvendo S. calvescens quando essa foi usada como genitor feminino, uma vez
que suas anteras eram estéreis.

Um estudo anterior conduzido pelos mesmos autores (KLASEN et. al., 2017), mais
aprofundado nas relacGes entre as espécies silvestres brasileiras (S. calvescens, S. chacoense e
S. commersonii), aponta o possivel cruzamento entre S. commersonii malmeanum e S.
calvescens, sendo a primeira a doadora dos poélens, porém com a ressalva de que este
cruzamento néo gerou frutos maduros e, consequentemente, ndo produziu sementes.

Ha diversos trabalhos que geraram hibridos triploides artificiais de espécies selvagens a
partir de gametas 2n, a exemplo de (2x) S. brevidens x (2x) S. chacoense (EHLENFELDT &
HANNEMAN, 1984), (2x) S. circaeifolium x (2x) S.tuberosum haploide (LOUWES et al.,
1992), (2x) S. commersonii X (2x) S. gourlayi (MASUELLI et al., 1992). Um exemplo de estudo
de resisténcia foliar a infeccdo ao patdgeno Phytophthora infestans, avaliou o grau de
esporulacdo em folhas de varios acessos de batata silvestre, entre elas se encontravam S.
calvescens e S. chacoense. Cerca de 20% da superficie foliar de S. calvescens foi infestada, e
S. chacoense apresentou alta resisténcia, com apenas alguns niveis de necrose foliar (CASA-
COILA et. al., 2012). Simon et al. (2010) avaliaram a capacidade de resisténcia e reproducéo
de S. chacoense, analisando seu potencial como espécie invasora. Foram avaliados varios
acessos de de diferentes locais do mundo, incluindo S. calvescens como espécie sinbnima, e sua
taxa de estabilidade a esses novos ambientes. Entre suas caracteristicas de resisténcia principais,
se encontram a habilidade de se reproduzir assexuadamente, resisténcia a insetos e a doengas.

Bae et al. (2008) associa que a resisténcia a murcha de Verticillium em hibridos de batata
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derivados de S. chacoense estd ligada a um homologo do gene de tomate (Solanum
lycopersicum L.) Ve. H& também relatos de resisténcia ao nematoide do nédulo de raiz,
Meloidogyne incognita e & sarna comum causada por escabiose de Streptomyces (HAWKES
1990).

2.3 DNA Repetitivo

As sequéncias de DNA repetitivo referem-se aos fragmentos de DNA gue se apresentam
amplificados, ou seja, multiplicados varias vezes nos genomas. Estes elementos podem ser
responsaveis pela grande variagdo no tamanho dos genomas dos diversos organismos e, devido
a sua alta dinamicidade e plasticidade, sdo elementos atuantes na diferenciacdo gendmica entre
espécies. Em vegetais superiores, a fracdo repetitiva pode constituir até 90% do genoma
(MEHROTRA; GOYAL, 2014 e OLIVEIRA, 2015).

Sequéncias repetitivas foram consideradas “lixo” por muito tempo ¢ descartadas de
estudos gendmicos. Apenas recentemente foram descobertas evidéncias de que elas
desempenham diversas funcdes e participam de processos, como movimentagdo cromossomica,
pareamento, recombinacdo, condensacdo dos centrdmeros, coesdo das cromatides irmas, adesdo
dos cromossomos ao fuso mitético, além de interacdes proteicas com a cromatina e alguns
processos de regulacdo génica em resposta aos estimulos ambientais (MEHROTRA; GOYAL,
2014).

O DNA repetitivo é dividido em dois grandes grupos, as sequéncias repetitivas
dispersas, que sdo os elementos transponiveis capazes de criar cépias dispersas ao longo do
genoma, e as sequéncias repetitivas em tandem, que representam blocos de repeticdes em
tandem chamados de satélites (HESLOP-HARRISON; SCHMIDT, 2007).

2.3.1 Elementos Transponiveis (ETs)

As sequéncias repetitivas dispersas sdo fragmentos do DNA dos eucariotos que sao
capazes de se moverem e se amplificarem ao longo do genoma. S&o 0s componentes mais

abundantes na maioria dos genomas, constituindo cerca de 45% no genoma humano, 52% do
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genoma do gamba, podendo também atingir cerca de 85% de alguns grandes genomas de
plantas, como o do milho (WICKER et al., 2007; FLORES e RAMOS, 2012).

Sucessivos estudos tém sido feitos sobre a fracdo repetitiva do DNA, evidenciando
informacdes essenciais, a exemplo de Biémont e Vieira (2006), que demonstraram que
elementos transponiveis sdo expressos em diferentes quantidades, a depender da fase da vida
ou do tecido do organismo, uma caracteristica excéntrica para uma parcela do DNA que era
considerada “lixo” até bem pouco tempo. Os autores também trouxeram a reflexdo de que a
dinamicidade do DNA repetitivo nos organismos pode ter influenciado significativamente na
evolucédo dos mesmos, podendo ocorrer até mesmo interagdes genotipo/ambiente, ou seja, com
a expressao de seus elementos transponiveis sendo diferente entre ambientes para 0 mesmo
taxon.

Nos modelos que evidenciam a dinamica evolutiva dos elementos transponiveis, €
prevista uma massiva amplificacdo dos mesmos a cada evento de transposic¢do ocorrido, com
consequente estabilizacdo e equilibrio definido pela forca da selecdo natural contra as insercdes
(BOUTIN et al., 2012). Porém, a taxa de transposicdo e amplificacdo de elementos
transponiveis, principalmente retrotransposons, nao é constante e pode variar entre diferentes
organismos e entre as familias de DNA repetitivo (HAWKINS et al., 2009). Desta forma, varios
fatores podem interferir no ganho destas sequéncias repetitivas dispersas, relacionados com
uma resposta gendémico/ambiental, como hibridacdo, poliploidia ou estresse ambiental
(GROVER, WENDEL, 2010; KASHKUSH,2011; BOUTIN et al., 2012).

A multiplicacdo e insercao de cdpias de elementos transponiveis incorporadas dentro de
areas génicas codificantes podem alterar os padrdes de expressdo do gene ou até inativa-las
(KASHKUSH; FELDMAN; LEVY, 2003), causar fissuras cromossémicas (DERAGON;
CAPY, 2000), aumentar o tamanho do genoma hospedeiro, criar alteragdes na recombinacao
(FERDOROFF, 2000), desempenhar funcdo regulatéria através da transcricdo de microRNAsS,
participar do pareamento e rearranjos cromossdmicos, e responder a estimulos ambientais
(MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Expandindo a abordagem para as relacfes epigenéticas, as fracdes repetitivas dispersas
se encontram, em sua maioria, em regides inativadas por metilacdo (JURKA et al 2007),
afirmativa corroborada por outros autores no estudo do milho, onde houve relacéo direta destes
elementos a alta presenca de metilagdes, ou seja, com estas sequéncias sendo encontradas em
areas hipermetiladas do genoma (SANMIGUEL,1996; MEYERS, TINGEY, MORGANTE,
2001).
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Os mecanismos de transposicdo que permitem esta dinamicidade classificam estas
sequéncias em: a) Elementos Transponiveis de Classe I, ou retrotransposons, que sao
sintetizados através da enzima transcriptase reversa, incluindo, obrigatoriamente, uma
sequéncia de RNA como intermediario; e b) Elementos Transponiveis de Classe Il, ou
transposons, elementos que realizam sua transposicdo atraves da excisdo de um fragmento do
local de origem e consequente inser¢cdo em outro, sem deixar copias no local de origem
(WICKER et al., 2007).

Os retrotransposons séo 0s responsaveis pela maior porcao dos elementos transponiveis
presentes nos genomas, pela sua capacidade de deixar cdpias a cada transposicao. Sdo divididos
em cinco ordens: LTR (Long Terminal Repeat), DIRS (Dictyostelium Intermediate Repeat
Sequence), Penelope-Like Elements (PLEs), LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) e
por fim os SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements) (WICKER et al., 2007).

Os retrotransposons LTR contém dois genes principais, gag e pol, no qual o primeiro
codifica uma poliproteina estrutural e o segundo codifica proteinas cataliticas necessarias a
replicacdo, como transcriptase reversa, RNAse e integrasse. As familias Tyl/copia e Ty3/gypsy
apresentam ampla frequéncia e diversificacdo, sendo as mais importantes dos genomas
eucaridticos (WICKER et al.,, 2007). Esta abundancia frequentemente ocorre com a
representacdo de poucas familias compondo a maior parte da fracao repetitiva (WICKER et al.,
2007).

Os elementos transponiveis da Classe Il, ou transposons de DNA, tem sua excisdo e
insercdo comandada pela transposase. Sdo dividos em Subclasse I, cujos transposons séo
flanqueados por longas repeticdes terminais (TIRs — Terminal INverted Repeats) que permitem
o corte da dupla fita de DNA e Subclasse 11, cujos transposons envolvem o corte de apenas uma
das fitas de DNA (JURKA et al., 2007; WICKER et al., 2007)..

2.3.2 DNA Satélites

As sequéncias de DNA repetitivo que se organizam em tandem sdo chamadas de DNA
satélite. S0 mondmeros arranjados sequencialmente e que podem ser classificados conforme
seu comprimento, propriedades e localizacdo no genoma. Podem representar até 20% do DNA

nuclear de uma planta, cerca de 50% de alguns genomas de insetos e roedores e menos de 5%
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em seres humanos (FLORES e RAMOS, 2012). Sao divididos em trés principais grupos: DNA
microssatélite, DNA minissatélite e DNA satélite (GARRIDO-RAMOS, 2017).

Chamados também de Simple Sequence Repeats (SSRs), 0os microssatélites variam de 1
a 5 pb de comprimento, enquanto os minissatélites de 10 a 50 pb e, por fim, as sequéncias
satélites podem possuir monémeros de 150 a 400 pb repetidos em centenas ou milhares de
copias ao longo do genoma (KUBIS; SCHMIDT; HESLOP-HARRISON, 1998; GARRIDO-
RAMOS, 2017).

Os satélites de DNA sdo elementos que possuem comprimento variavel e que estdo
constantemente associados a regides de heterocromatina, como os centrdmeros e subtelémeros
(MEHROTRA; GOYAL, 2014). Devido a essa localizagao, tais elementos sdo frequentemente
ligados a funcdes de protecéo e estabilizagdo da estrutura cromossomica (KUBIS; SCHMIDT;
HESLOP-HARRISON, 1998).

Mesmo que muitas familias de satélite ja descritas na literatura sejam sequéncias
especificas para determinados taxas, alguns tipos de sequéncia satélite sdo conservadas,
desempenhando mesmas fungdes entre organismos que diferem a nivel de reino, a exemplo do
DNA ribossémico e algumas sequéncias teloméricas (HESLOP-HARRISON, 2000). Essas
caracteristicas, associadas a rapida evolucdo desse tipo de sequéncia, faz com que a mesma
possa ser amplamente utilizada em estudos taxonémicos e filogenéticos, principalmente em
espécies vegetais, nas quais esses elementos sdo abundantes (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

Assim, dados genémicos obtidos via sequenciamento e localizacdo dos elementos
repetitivos em cromossomos vegetais sdo importantes fontes de informacdo acerca da
composicdo e historia evolutiva dos genomas destas espécies, contribuindo ainda para estudo
mais aprofundados de cariotipagem e marcas cromossdmicas mais informativas (MACAS;
NEUMANN; NAVRATILOVA, 2007; MACAS et al., 2011; HEITKAM et al., 2020).

2.3.3 DNA repetitivo em Solanum

Vérias sequéncias repetitivas tém sido descritas em Solanum, especialmente em
associacdo com regides centroméricas e teloméricas. Torres et al (2011) identificaram duas
sequéncias satélites subteloméricas em S. tuberosum, CL14 e CL34. O estudo comparativo com
outras especies revelou a presenca dessas sequéncias em espécies mais relacionadas e a origem

mais recente de CL34.
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Outro elemento repetitivo, nomeado de pSbTC1, foi descrito por Tek e Jiang (2004) na
espécie diploide Solanum bulbocastanum Dunal. Identificado como uma repeticdo telomérica
intersticial (ITR), foi localizado no centrémero de varias espécies de Solanum. Nas espécies
com genomas B e P foi observada uma ampliacdo massiva de pSbTC1, evidenciando um
processo de invasao do centrdmero funcional.

A anélise molecular de um DNA satélite denominado Sobo, detectado apenas em uma
espécie diploide de batata (Solanum bulbocastanum Dunal.) por Tek et al. (2005) revelou
similaridade parcial com sequéncias LTR, indicando que esse satélite pode ter se originado a
partir de rearranjos entre dois LTRS iniciais.

A melhor compreensdo da complexidade centromérica existente em Solanum tuberosum
foi possivel a partir de uma série de estudos e investigacdes citogenéticas e moleculares. Gong
et al. (2012) encontraram caracteristicas peculiares na espécie, onde, dos doze cromossomos
basicos, apenas sete apresentaram sequéncias repetitivas, apresentando arranjos repetitivos
especificos para cada cromossomo. Zhang et al. (2014), estudando uma espécie selvagem
relacionada, Solanum verrucosum, proposta como ancestral da primeira, também relataram
centrdmeros compostos por DNA repetitivo e centrébmeros compostos por poucas cépias. Como
ancestral, era esperado que houvesse certa homologia entre estes satélites com S. tuberosum, o
que ndo foi verificado. A hipotese dos autores é de que dois centrdmeros em S. verrucosum
sofreram invasdo de sequéncias repetitivas ap06s a diferenciacao que originou S. tuberosum.

Oliveira (2015) analisou sequéncias repetitivas centroméricas para a espécie diploide
Solanum chomatophilum, onde foram identificadas trés sequéncias satélite (Sc83, Sc92/108
Scl1l) que apresentaram divergéncias entre 0s cromossomos homoélogos e variacdo em
distribuicdo entre os dois acessos da espécie, assim como entre plantas de um mesmo acesso,
evidéncias da alta dinamicidade das sequéncias repetitivas centroméricas.

Estudando o padrdo e organizacdo de sequéncias centroméricas caracteristicas dos
genomas A e P, Oliveira (2017) utilizou a técnica de FISH a fim de observar o comportamento
destes tipos de genomas em espécies alopoliploides (que portam genomas AC e AD). De modo
geral, as sequéncias centroméricas identificadas nestas espécies pertencem ao genoma A, com
apenas uma exce¢do para o genoma D, evidenciando a origem comum destas sequéncias.

Um estudo de comparacdo entre as fracdes repetitivas do genoma de especies silvestres
e cultivadas foi realizado por Gaiero et al. (2019), sendo seis espécies de batata e sete espécies
de tomate. As autoras encontraram predominancia de elementos repetitivos dispersos, ou

elementos transponiveis, do tipo LTR (Long Terminal Reads). A familia mais abundante foi
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Ty3/gypsy para todas as espécies, com diferencas significativas em suas quantidades e arranjos
sequenciais, 0s quais se organizaram em grandes aglomerados nas espécies de batata, em
comparagao aos arranjos organizados mais uniformemente no genoma das espécies de tomate.
Houve também uma similaridade maior nas proporcdes de DNA repetitivo nas espécies de
batata que nas proporcdes do clado do tomate, um indicativo de equilibrio alcancado apds a
diferenciacéo ha cerca de sete milhdes de anos atras. J& entre as espécies de batata, foi relatado
diferenga contrastante na proporc¢éo de sequéncias satélites, muito mais abundantes nas espécies

cultivadas quando comparadas as espécies selvagens.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Genético

Para a espécie Solanum calvescens (2n=3x=36) foi utilizado o0 acesso coletado na regido
de Caldas-MG, que se encontra depositado no Banco de Germoplasma de Batata do
Departamento de Biologia, setor de Genética e Melhoramento de Plantas da Universidade
Federal de Lavras, Lavras-MG. Os tubérculos foram plantados e multiplicados em casa de
vegetacdo. As analises foram feitas no Laboratoério de Citogenética Vegetal, Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras.

O DNA da espécie Solanum calvescens foi obtido a partir de folhas jovens de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo com uso do Kit de Extracdo DNeasy® Plant Mini Kit
(Qiagen® Inc., Venlo, Netherlands). A qualidade e a concentracdo do DNA foram avaliadas
por meio de Eletroforese em gel de Agarose 1% e em espectrofotometro NanoDrop™.,

O sequenciamento gendmico de baixa cobertura (1x) foi feito em plataforma Illumina
HiSeq™ 4000, em parceria com o Instituto René Rachou — Fiocruz Minas, em Belo Horizonte
— MG. Para tanto, foi feita a montagem da biblioteca com o kit Nextera™ DNA Flex Library
Prep com fragmentos Pair-ended de 2x300pb (Illumina™).

As sequéncias das demais espécies da Série Commersoniana, todas diploides com
2n=2x=24 (Solanum chacoense, Solanum commersonii, Solanum malmeanum), foram
compartilhadas pelo Laboratorio de Evolucion y Domesticacién de las Plantas do Departamento
de Biologia Vegetal da Facultad de Agronomia.de Montevideo, Uruguai (GAIERO et al, 2019).
S. commersonii € um gendtipo haploide obtido por cultivo de anteras (DEL CASTILLO et al.



24

2016) a partir do acesso 04.02.3 coletado em Coldnia, sudeste do Uruguai em 2004. S.
chacoense é um genotipo diploide do acesso 07.01.7 coletado em Salto, noroeste de Uruguai
em 2007. S. malmeanum é um geno6tipo diploide do acesso R10P1 coletado em Rivera, noroeste
de Uruguai em 2017.

As bibliotecas para as trés espécies foram preparadas usando o Nextera Library
Preparation Kit (Illumina). S. commersonii foi sequenciada em Illumina HiSeq2000 na Applied
Bioinformatics, Wageningen University Research. S. chacoense e S. malmeanum em Illumina
HiSeg4000 no Beijing Genomics Institute (BGI) em Hong Kong, sendo essa Gltima com
cobertura de aproximadamente 1x (1 Gb de sequéncia), e sequéncias de 800 bp.

A espécie S. etuberosum (2n=2x=24), pertencente a Se¢do Etuberosum, foi usada como
grupo externo para as analises. Os dados de sequenciamento da espécie S. etuberosum foram
obtidos a partir de sequenciamento de alta cobertura, via Illlumina PE HiSeq550bp,
compartilhados pelo Biosystematics Group (BERKE, 2016) e subamostrados a 1x para este
estudo.

As espécies de Solanum selecionadas para o presente estudo e suas principais

informacdes gendmicas estdo relacionadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Espécies de Solanum estudadas e suas respectivas classificacdo, tamanho do genoma, origem
dos dados de sequenciamento e codigo utilizado na plataforma Repeat Explorer (RE).

Cddigo C-values

Classificacéo L Espécies Origem do Sequenciamento
Ploidia (RE) (1C, Mpb)

3x Solanum calvescens Scalv 1470,7* Dados do estudo
2X Solanum chacoense Schac 617** Gaiero et al, ndo publicado

Secéo Petota - - .
1x Solanum commersonii ~ Scomm 792** Gaiero et al, ndo publicado
2X Solanum malmeanum  Smalm 811,74 Gaiero et al, ndo publicado

Secdo 2X ) )

Solanum etuberosum Setub 763** Biosystematics Group, WUR

Etuberosum

*Tamanho do genoma determinado neste estudo.
**Valores conforme Gaiero et al (2019)
Fonte: Do autor (2021)
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3.2 Citometria de Fluxo

Tecido foliar jovem de trés amostras de acessos de S. calvescens e uma amostra da planta
padrdo de referéncia interno (Pisum sativum L., DNA nuclear = 9,09pg) foram usadas para
estimar o conteudo de DNA nuclear. Os tecidos vegetais foram triturados com o auxilio de um
bisturi, em placa de Petri, contendo 1 mL de tampdo de extracdo de nucleos LBO1 gelado, para
obtencdo da suspensdo nuclear. Em seguida, a suspensdo foi filtrada em malha de 50um e
corada com 25uL de solucdo 1mg/mL do fluorocromo iodeto de propideo (Sigma®).

As leituras foram realizadas no citdmetro de fluxo FACSCalibur 4 cores (Becton
Dickinson — BD) e os histogramas obtidos pelo software CellQuest™ foram analisados no
software WinMDI™, A estimativa da quantidade de DNA foi realizada pela posicao relativa
do pico G1 dos acessos em relacdo a posi¢do do pico G1 do padrédo de referéncia.

Os calculos foram realizados de acordo com a equacdo Q = E/S x R, no qual “Q” ¢é a
quantidade de DNA nuclear da amostra, “E” ¢ a posi¢ao do pico G1 da amostra, “S” é a posi¢ao
do pico G1 do padrio interno de referéncia e “R” ¢ a quantidade de DNA nuclear do padrao.
(FERREIRA, 2014).

Os parametros Valor 2C, C e Cx foram definidos conforme Greilhuber et al (2005). O
valor 2C corresponde ao tamanho do genoma holoploide, ou seja, todo o conteldo de DNA
nuclear, o valor C corresponde ao tamanho do genoma monoploide (2C/2) e Cx corresponde ao

tamanho do genoma em relacdo ao nimero basico x em poliploides (2C/x).

3.3 Anélise da fracao repetitiva através da pipeline Repeat Explorer

3.3.1 Pré-processamento

Os arquivos de sequenciamento digitais das espéecies foram inseridos na plataforma
online do Repeat Explorer (RE), Galaxy RepeatExplorer portal (NOVAK et al. 2013) onde se
deram todas as etapas de pré-processamento.

Os dados foram submetidos a andlise da qualidade das sequéncias (reads) pela
ferramenta FASTQC Quality Reports (BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017), seguida de
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filtragem pela ferramenta Filter by quality nos valores de referéncia padrdo de Score Phred 20
em pelo menos 90% das bases.

A partir da inspegéo da qualidade dos reads foi determinado o corte das sequéncias pela
ferramenta Trim sequences a fim de retirar as regides de baixa confiabilidade e garantir a
qualidade da anéalise. O comprimento minimo das sequéncias apds o corte resultou em 80pb
para a espécie S. etuberosum, 86pb para S. commersonii, 110pb para S. chacoense, 125pb para
S. malmeanum, e 175pb para S. calvescens.

As sequéncias Forward (F) e Reverse (R) foram unidas em um s6 conjunto de dados
através da ferramenta Interlacer Paired Reads para cada espécie, finalizando o pré-

processamento.

3.3.2 Quantificacdo do DNA repetitivo

Para determinar a quantidade e descrever 0s elementos transponiveis nos genomas, foi
realizada analise comparativa com cobertura de cerca de 0,1x do genoma para todas as espécies

a partir de amostragem realizada pelo RE (TABELA 2).

Tabela 2 — Quantidade de reads amostrados para andlise de elementos transponiveis
(comparativa) e de satélites (TAREAN) em espécies de Solanum L.

Ploidia Espécie Analise Comparativa Analise TAREAN
3X S. calvescens 489.540 1.242.086
2X S. chacoense 489.119 1.400.772
1x S. commersonii 1.606.175 1.606.390
2X S. malmeanum 566.265 1.906.004
2X S. etuberosum 831.700 9.537.850
Total: 3.982.799

Fonte: Do autor (2021)

O algoritmo computacional para analise do DNA repetitivo da plataforma RE permite o
agrupamento e identificacdo dos clusters de maior similaridade entre si de forma automatica e
disponibiliza dados preliminares dos elementos repetitivos encontrados. Desta forma, a
classificacdo dos elementos transponiveis presentes na espécie foi feita de forma automatica,

através do algoritmo Repeat Explorer 2 Clustering, com todas as sequéncias simultaneamente.
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Para os agrupamentos ndo identificados, foi feita a identificacdo manual das sequéncias
agrupadas pelos clusters anénimos através de comparacdo contra o banco de dados Giri
Repbase (BAO; KOJIMA; KOHANY, 2015) e classificados conforme similaridade com as
sequéncias disponiveis.

Para avaliar a fracdo dos satélites, foram utilizadas coberturas genémicas que variaram
entre 0,15 e 1x (Tabela 2). Os satélites foram identificados pelo algoritmo TAREAN (NOVAK
etal., 2017) e confrontadas contra si mesmas através da plataforma Dotmatcher - EMBOSS (LI
et al., 2015) para confirmacgéo dos arranjos via analise grafica. Para verificar a identidade e
similaridade entre as sequéncias satélites identificadas, foi utilizado o alinhamento local
maltiplo de sequéncias através do algoritmo MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013) dentro do
software Geneious Prime 2019 (KEARSE et al., 2012). As matrizes de identidade foram
avaliadas conforme proposto por Ruiz-Ruano et al. (2016), onde similaridade maior que 95%
indica a mesma variante, similaridade entre 80% e 95% indica diferentes variantes de uma
mesma familia e abaixo de 80% indicam sequéncias distintas com proximidade ao nivel de
superfamilia.

Para encontrar similaridades dos satélites encontrados com a literatura disponivel, foi
feito o BLAST (configuracdo megablast) das sequéncias consenso identificadas com o banco
de dados do NCBI.

A nomenclatura adotada para identificacdo de cada satélite se deu pelo cddigo de cinco
letras utilizado para representar cada espécie, seguido do sufixo “Sat” e posterior niimero para
indicar cada superfamilia. Os satélites foram organizados por abundancia decrescente de
guantidade de reads.

A abundéancia das sequéncias satélite nos genomas de todas as espécies foi estimada pela
ferramenta Map to Reference, no programa Geneious Prime 2019. O grafico Bubble Chart para

valores de abundancia foi feito via script do R para o pacote GGplot (RSTUDIO, 2021).

4 RESULTADOS

4.1 Tamanho no Genoma de Solanum calvescens
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Os picos G1 das leituras do padrdo de referéncia e das amostras de S. calvescens
apresentaram média de 121,5 e 40,2, respectivamente. Pelo calculo da equacdo Q = 40,2/121,5
x 9,09, o valor estimado para a quantidade de DNA nuclear total (2C) é 3,0076pg. Portanto, o
valor do lote haploide (Valor C) para a espécie é 1,5038pg e 1470,69Mb (1pg = 978Mb).
Considerando se tratar de uma espécie triploide, o valor Cx (2C/x) é de 1,003pg e 980,48Mb
para o tamanho do genoma monoploide da espécie.

4.2 Quantificacdo dos Elementos Transponiveis

Do total de 3.982.796 sequéncias analisadas, 2.753.350 reads foram organizados em
296.442 clusters, enquanto 1.229.446 reads foram classificados como sequéncias ndo
repetitivas. Destes clusters apresentados pela analise, 391 foram identificados pelo algoritmo
do Repeat Explorer como mais representativos (mais que 0,01% de abundéncia). As sequéncias
representadas por genoma cloroplastidial e mitocondrial foram desconsideradas.

A espécie com maior porcentagem de DNA repetitivo foi S. chacoense com 45,37%, e
a menor foi S. calvescens, com 38,37%, a Unica espécie triploide. As espécies apresentaram
padrdo semelhante de abundéncia das diferentes categorias, a excecdo das sequéncias
ribossomais e sequéncias satélites (Tabela 3, Figuras 1 e 2).

Em todas as espécies, a superfamilia de retrotransposons Ty3/gypsy foi a mais
abundante, variando de 24,72% a 31,15% de abundancia, com destaque para a subfamilia
Tekay, variando entre 16,02% a 21,79% de abundancia, seguida da subfamilia Athila, variando
entre 4,28% a 6,71% (Tabela 3, Figuras 1 e 2). A segunda superfamilia mais abundante foi
Tyl/copia, variando entre 2,52% a 3,06%, da qual a familia mais abundante é TAR. Entre 0s
transposons, 0 mais abudante pertence a Subclasse | e familias hAT e EnSpm-CACTA
(TABELA 3, FIGURAS 1 ¢ 2).
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Tabela 3 - Composicéo da fragéo repetitiva do genoma de Solanum calvescens, Solanum chacoense, Solanum commersonii, Solanum malmeanum e Solanum

etuberosum.

Classificacio S. calv. 8. chac S. comm 8. malm S. etub

Ale 0.306 0.344 0.361 0.314 0.267

Angela 0.227 0.250 0.195 0.212 0.227

Bianca 0.361 0.389 0.409 0.336 0377

Ikeros 0.117 0.122 0.133 0.114 0.117

. Ivana 0.152 0.148 0.173 0.161 0.124

IyliCopia SIRE 0.153 0.202 0223 0.209 0.161

TAR 1.058 1.018 1.140 1.117 0.949

Tork 0.154 0.200 0.219 0.194 0.173

Naio classificado 0.179 0.165 0.206 0.179 0.128

LTR Total Tyl/Copia 2.704 2.837 3.060 2.836 2.523

CRM 0.251 0319 0.250 0.306 0.074

Chromovirus Galadriel 0.093 0.053 0.043 0.047 0.016

Classe 1 Tekay 16.017 19.841 18.900 17.975 21.790
Ty3/Gypsy 5 Athila 4,734 6.714 5.926 6.158 4276

Hlog-Lhromavins Ogre 1.110 1.293 1.250 1.234 0.608

Nio classificado 2.513 2928 2932 2.855 2.333

Total Ty3/Gypsy 24.718 31.148 29.301 28.576 29.098

Caulimovirus 0.639 0.549 0.600 0.567 1.296

Nio classificado 1.402 1.281 1.522 1.286 0.396
Total LTR 29.463 35.814 34.483 33.266 33.314

LINE 0.196 0.326 0313 0.269 0.202

SINE 0.022 0.031 0.033 0.035 0.017

Pararetrovirus 1.939 1.396 1.493 1.346 1.893

Nio classificado 0.228 0.141 0.167 0.139 1.325

Total Classe I 31.848 37.706 36.488 35.054 36.751

TIR CACTA 0.552 0.545 0.632 0.635 0315

hAT 0.730 0.655 0.758 0.728 0.390

Subclasse I Mariner 0.482 0.407 0.505 0.420 0476

Mutator 0.306 0.268 0.322 0.316 0.206

e 11 Harbinger 0.321 0.228 0297 0.267 0.284
Subclasse IT Helitron 0.061 0.066 0.082 0.073 0.005

Nio classificado 0.161 0.126 0.175 0.158 0.113

Total Classe II 2.614 2.294 2.770 2.598 1.790

DNA 45s 0.226 1.371 0.271 0.899 0.230

Tandem Repeats 5s 0.030 0.180 0.120 0.239 0.425
Satélites 0.668 1.140 0.833 1.181 2.920

Total Tandem 0.923 2.691 1.224 2.319 3.574
Total classificado 35.385 42.691 40.482 39.970 42.115
Nio classificado 2981 2.678 2913 2816 2919
TOTAL 38.366 45.369 43.395 42.786 45.034

Fonte: Do autor (2021)
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Figura 1 - Proporcdo dos principais elementos repetitivos presentes no genoma de Solanum calvescens,
Solanum chacoense, Solanum commersonii, Solanum malmeanum e Solanum etuberosum
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Fonte: Do autor (2021)



Figura 2 - Proporg¢do da abundancia dos elementos trasnponiveis no genoma de Solanum calvescens, Solanum chacoense, Solanum commersonii, Solanum

malmeanum e Solanum etuberosum.
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4.3 Sequéncias em Tandem

Inicialmente, o relatério da andlise do TAREAN apontou 37 possiveis sequéncias

satélite, sendo nove para S. calvescens, sete para S. chacoense, cinco para S. commersonii, seis

para S. malmeanum e dez para S. etuberosum. Destas, 10 sequéncias satélites foram

confirmadas: trés para S. calvescens, duas para S. chacoense, uma para S. commersonii e quatro

para S. etuberosum. O alinhamento via algoritmo MAFFT revelou uma identidade inferior a

80% para todos os satélites. A maior similaridade observada foi de 45,06% entre um satélite de

S. etuberosum (SetubSat5) e um de S. commersonii (ScommSat2), e a menor similaridade de

2,96% entre dois satélites de S. etuberosum (SetubSat3 e SetubSat6). Todos os satélites se

organizam ao nivel de superfamilias (TABELA 4).

Tabela 4 - Classificagdo em superfamilia (SF), comprimento da sequéncia consenso (Comp.

pb) e quantidades de reads das sequéncias de DNA satélite identificadas nos
genomas de Solanum calvescens, Solanum chacoense, Solanum commersonii,
Solanum malmeanum e Solanum etuberosum.

Abundancia Satélite por Genoma (reads)

SF Satélite  Comp. (pb) S. calv S. chac S.comm S.malm S. etub
SF1 SetubSatl 181 1831 2683 1128 2567 49922
SF2 ScommSat?2 182 2507 3013 1432 1866 28541
SF3 SetubSat3 164 2655 272 313 440 26380
SF4 ScalvSat4 338 19402 4526 9134 9469 55
SF5 SetubSat5 179 1537 794 749 1221 9046
SF6 SetubSat6 2502 1338 621 8696 786 5456
SF7 ScalvSat7 663 1168 533 567 747 1174
SF8 ScalvSat8 525 2117 1 1111 3498 36
SF9 SchaSat9 2508 10 4074 7 46 0
SF10 SchaSat10 177 0 757 0 0 0

Fonte: Do autor (2021)
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Com o objetivo de comparar a abundancia de cada sequéncia satélite identificado contra
0s genomas das espécies, utilizamos o algoritmo de Mapeamento por Referéncia, o qual
permitiu quantificar os mondmeros extraidos em reads e demonstrar a abundancia destas
sequéncias.

Todas as especies apresentaram ocorréncias dos DNA satélites identificados, a excecao
dos satélites pertencentes a S. chacoense. Um destaque interessante se encontra no satélite
identificado em S. calvescens, ScalvSat8, que apresentou apenas uma ocorréncia na espécie S.
chacoense. Dentre os satélites originalmente encontrados para a espécie triploide nativa S.
calvescens, ScalvSat4 se destaca pela presenca significativa em todas as espécies mais
relacionadas e auséncia na S. etuberosum. S.  chacoense  apresentou  dois  satélites
praticamente exclusivos, SchacSat9 e SchacSatl0. O satélite ScalvSat8 ndo dispde de
representacdo significativa no genoma de S. chacoense. S. etuberosum apresentou a maior
abundancia relativa em sequéncias satélites (FIGURA 3, TABELA 4).

As buscas por similaridade aos satélites via BLAST - NCBI revelaram
correspondéncias para todas as sequéncias satélite encontradas. Para SchacSat10, exclusiva de
S. chacoense, foram encontradas 15 correspondéncias com sequéncias de genomas de
Trypanossoma (protozoario flagelado), sendo algumas delas com similaridade acima de 95%,
ou seja, de mesma variante.

Todas as outras sequéncias obtiveram altas correspondéncias para trés hibridos da batata
cultivada S. tuberosum, denominados MSH/14-112, P8 e Solyntus™. Também houveram
correspondéncias para as espéecies Solanum spegazzinii (batata selvagem diploide), Solanum
lycopersicum (tomate cultivado), Solanum pinnatisectum (batata selvagem diploide), Solanum
demissum (batata selvagem hexaploide), S. pennellii (tomate selvagem) e S. brevidens (batata
selvagem), em diferentes escalas. O satélite ScalvSat8 apresentou correspondéncia apenas com
hibridos de S. tuberosum mencionados acima.

A maioria das correspondéncias se organiza em nivel de familia (de 80 a 95% de
similaridade) e superfamilia (acima de 95%), com maiores representatividades para a batata

cultivada, o tomate cultivado e para a espécie selvagem S. pinnatisectum.
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Figura 3 - Abundancia de reads das sequéncias satélite identificadas em S. etuberosum (Setub), S.
malmeanum (Smalm), S. commersonii (Scomm), S. chacoense (Schac), S. calvescens
(Scalv) relativos ao tamanho do genoma de cada espécie
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5 DISCUSSAO

O genoma de Solanum calvescens foi, em média, duas vezes maior que 0 genoma das
outras espécies, 0 que pode ser explicado pela sua condicdo triploide 2n=3x=36. Mesmo
considerando o valor de uma cépia do genoma, Cx, o genoma de S. calvescens foi, em média
1,3 vezes maior, sendo mais proximo dos genomas de Solanum commersonii, Solanum
malmeanum e de Solanum etuberosum e mais distante do de Solanum chacoense. Geralmente,
a relacdo entre tamanho do genoma ¢é ligada a poliploidizagdo (BENNETT; LEITCH, 2005) e
a dindmica de amplificacdo dos elementos repetitivos, j& que os mesmos incidem sobre a
quantidade de cdpias presentes nos genomas. Em S. calvescens a poliploidizacdo parece ser
mais relevante, uma vez que a abundancia das sequéncias repetitivas foi menor que a das outras
espécies.

A taxa de transposicdo e amplificacdo dos elementos transponiveis pode variar entre
diferentes organismos e familias de DNA repetitivo (HAWKINS et al., 2009). A menor
abundancia de elementos transponiveis em S. calvescens pode estar relacionada com a resposta
diferenciada dos elementos transponiveis ao ambiente, ja que essa espécie esta submetida a
condi¢cdes ambientais distintas, e aos eventos envolvidos na poliploidizacdo (GROVER,
WENDEL, 2010; KASHKUSH,2011; BOUTIN et al., 2012).

Genomas vegetais podem ser constituidos de até 90% por sequéncias repetitivas
(MEHROTRA; GOYAL, 2014 e OLIVEIRA, 2015). As varia¢Oes encontradas em nosso
estudo, de aproximadamente 38% a 45% do genoma das espécies, sdo consideravelmente
menores. A porcentagem de 43,4% encontrada para S. commersonii corrobora a descrita por
Aversano et al. (2015) que relataram 44,5% (383Mb) para o complemento repetitivo, sendo a
maior fragéo repetitiva dominada pelos retrotransposons das sequéncias terminais longas (LTR)
na proporcao 34%, valor também encontrado neste estudo (34,5%).

O padrdo da abundancia relativa dos elementos repetitivos demonstrados na Figura 2
apresenta-se semelhante entre as espécies, a excegdo das sequéncias ribossomais e satélites. Os
valores totais da fracdo repetitiva das espécies S. chacoense (45,369%), S commersonii
(43,395%) e S. etuberosum (45,034%) foram maiores que os encontrados por Gaiero et al
(2019), com 29,52%, 27,99% e 28,23% respectivamente, mas com abundancias relativas para
as categorias de elementos repetitivos similares. Consideramos que esta diferenca encontrada
pelas autoras ocorreu em virtude da maior quantidade de espécies estudas por elas, interferindo

no nivel amostral de sequéncias repetitivas nas etapas de pré-processamento e nivelamento do
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RE para eliminar o viés da ploidia. Outra questdo abrange o corte das sequéncias em 75pb
padronizado para todas as 13 espécies das autoras. Esses fatores da anélise sdo considerados
como impactantes nos resultados gerados na plataforma do RE, como o corte ideal das
sequéncias entre 100-300pb, que podem ocasionar descarte de sequéncias na analise e
consequente menores quantidades finais de DNA repetitivo (NOVAK, 2020).

Em relacdo as quantidades de retrotransposons da ordem LTR, a proporcdo de
Ty3/gypsy, a superfamilia mais abundante, variou de 24,7% em S. calvescens a 31,1% em S.
chacoense. Para Tyl/copia, as proporc¢des variaram de 2,5% em S. etuberosum a 3,1% em S.
commersonii. Gaiero et al (2019) também descreveu maior abundancia de Ty3/gypsy em
relagdo a Tyl/copia. Com relagdo a Ty3/gypsy foram descritas as proporgdes de 21,79%,
21,26% e 20,88%, para S. chacoense, S. commersonii e S. etuberosum, respectivamente,
enquanto para Tyl/copia as proporcdes foram 1,75%, 1,83%, 1,41%. De forma geral, a maioria
das angiospermas apresentam maior abundancia de Ty3/gypsy em relacdo em Tyl/copia, com
raras excecOes (MASCAGNI et al., 2020).

Para a classe dos transposons, as familias que apresentaram maior abundancia em todas
as espécies foram hAT, variando de 0,39% em S. etuberosum a 0,75% em S. commersonii, e
CACTA, variando de 0,32% em S. etuberosum a 0,64% em S. malmeanum. A maior abundéncia
destes elementos também foi encontrada por Gaiero et al (2019), para as espécies S. chacoense,
S. commersonii e S. etuberosum, com 0,24%, 0,24% e 0,05%, para hAT, e 0,1%, 0,12% e
0,05%, respectivamente.

As espécies apresentaram, baixas abundancias de sequéncias satélite, variando de 0,67%
em S. calvescens a 2,92% em S. etuberosum. Estas baixas quantidades de DNA satélite ja foram
descritas no género Solanum por Gaiero et al. (2019) para as espécies selvagens de batata S.
chacoense (1,14%), S. commersonii (1,06%) e S. etuberosum (1,93%) em comparagdo a
cultivares e espécies de tomate, das quais podem ser encontradas proporcdes de trés a seis vezes
maiores de sequéncias em tandem.

A maioria dos satélites identificados estd compartilhada entre as espécies, mesmo que
com abundéancia diferenciada. As exce¢des sdo o satélite de S. calvescens, ScalvSat8, que
apresentou um Unico read em S. chacoense, e 0s SchacSat9 e SchacSat10, de S. chacoense, que
foram exclusivos dessa espécie. Porém, como este Gltimo foi identificado via BLAST como
uma variante presente no género Trypanossoma sp., esta sequéncia foi descartada como

representante da espécie S. chacoense.
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A exclusividade de sequéncias de DNA repetitivo em S. chacoense, como Visto no
satélite SchacSat9, pode indicar um marcador exclusivo da espécie e o distanciamento entre
essa espécie e S. calvescens. Esta condi¢do pode ser explicada pela “hipotese da biblioteca”,
em que espécies ditas filogeneticamente proximas podem compartilhar uma biblioteca ancestral
de diferentes sequéncias, mas que pode ser amplificada diferentemente em cada espécie (Plohl
et al., 2012). A diferenciacdo das duas espécies com relacdo aos satélites é observada também
na sequéncia ScalvSat8.

A existéncia de satélites espécie-especificos pode ser usada para identificacéo rapida de
espécies devido ao alto nimero de cdpias e facil acessibilidade, utilizando de técnicas sensiveis
como a amplificacdo de PCR usando primers que reconhecem especificamente o respectivo
satDNA (HEMLEBEN et al. 2007). Em Solanum, Schweizer et al. (1988) utilizaram esse
recurso para distinguir hibridos somaticos de Solanum acaule e Lycopersicum esculentum.

Estudando hibridos alotriploides entre S. commersonii e S. tuberosum, Gaiero et al.
(2017) discutem a dificuldade encontrada na pintura cromossémica destes hibridos, a fim de
determinar o sucesso da introgressao entre 0s genomas, algo que pode se estender para outras
espécies de batata relacionadas. Dessa forma, a utilizacdo deste satélite exclusivo SchacSat9
como sonda pode ser uma alternativa na elucidacao do seu parentesco com S. calvescens, caso
as técnicas cléassicas de GISH apresentem dificuldade semelhante.

A sequéncia satélite ScalvSat4 apresenta similaridade com uma sequéncia descrita em
S. demissum (ZANKE & HEMLEBEN, 1997) como originaria e exclusiva de espécies
selvagens, podendo ser encontrada em algumas linhagens cultivadas devido a eventos de
introgressdo em processos de cruzamento com S. tuberosum. Esse satélite correspondeu
também a familia SPG descrita por Gebhardt et al. (1995) em Solanum spegazzinii. Segundo 0s
autores, esta familia se localiza nas regiGes subteloméricas dos cromossomos de batatas e
aparece em maior abundéncia em espécies selvagens, em comparacdo as espécies cultivadas.

A sequéncia satélite correspondente a ScalvSat8 nédo foi correspondida via BLAST com
outras espécies, apenas com os trés hibridos de S. tuberosum, Solyntus™, MSH/14-112 e P8,
sugerindo que pode ter havido introgressao via cruzamentos.

A cultivar Solyntus™ teve seu genoma sequenciado por Van Lieshout et al. (2020). O
desenvolvimento da cultivar envolveu cruzamentos para introgressdo de alelos de outras
especies relacionadas de batata, entre elas, uma linhagem de S. chacoense que foi cruzada logo
no inicio do processo, 0 que explicaria a identificacdo dos majoritariamente encontrados em

espécies selvagens. Os outros dois hibridos de S. tuberosum, MSH/14-112 e P8, que também
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apresentaram correspondéncias com as sequéncias satélite encontradas, foram desenvolvidos
por Tiwari et al. (2013; 2018) na India e também envolveram processos de cruzamento com
espécies selvagens visando a resisténcia a requeima.

Por fim, a espécie Solanum malmeanum ndo apresentou um satélite identificado e
confirmado apos a anélise do TAREAN e confirmacgéo via Dotmatcher, porém ndo se pode
descartar a possibilidade de sequéncias satélite com baixo numero de cdpias estarem presentes.

A caracterizacdo da fracdo repetitiva aponta para distanciamento evolutivo entre S.
calvescens e as demais espécies, tanto o tamanho do genoma encontrado quanto a abundancia
das sequéncias repetitivas sugerem uma resposta ao estresse ambiental e aos eventos de
poliploidizacdo. A presenca de satélite especifico de S. chacoense reforga a hipdtese de S.
calvescens como espécie e ndo citétipo da mesma, e estudos complementares citogenéticos e

genémicos podem contribuir ainda mais para a taxonomia do grupo.

6 CONCLUSOES

A fracdo repetitiva total do genoma de Solanum calvescens, Solanum chacoense,
Solanum commersonii, Solanum malmeanum e Solanum etubersoum, foram quantificados em,
respectivamente, 38,4%, 45,4%, 43,4%, 42,8% e 45% do genoma.

Os elementos repetitivos mais abundantes em todas as espécies foram o0s
retrotransposons de longas repeti¢fes terminais (LTR), sendo a super familia Ty3/gypsy mais
abundante que Tyl/gypsy.

As espécies compartilham oito superfamilias de DNA satélite, e uma é especifica de S.
chacoense.

A comparacdo da fracdo repetitiva aponta para a diferenciacdo de S. calvescens com
relacdo as outras espécies, corroborando a hipotese de que se trata de uma espécie e ndo um

citotipo.
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