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LISTA DE ABREVIACOES

o “alfa” (letra grega)

m: “pi” (letra grega)

BLAST: do inglés, Basic Local Alignment Search TooL
cDNA: DNA complementar

cult.: cultivar

CV: coeficiente de variagao

DNA: 4cido desoxirribonucléico

DNAse: desoxirribonuclease

dNTP: desoxinucleotideo trifosfato

E: eficiéncia da amplificagdo por PCR em tempo real

EDTA: acido etileno diamdnio tetracético

EN: endonuclease

kb: 1000 bases

kbp: mil pares de bases

LINEs: do inglés long interspersed nuclear elements

LTRs: longas terminagoes repetidas (do inglés long terminal repeats)
MITE: do inglés miniature inverted-repeat transposable elements
Mb: milhdes de bases

RNAm: RNA mensageiro

msnm: metros sobre nivel do mar

ORF: quadro aberto de leitura (do inglés, open reading frame)
pb: pares de base

PCR: reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, polymerase chain reaction)
PBS: do inglés, primer binding site

PPT: do inglés, polypurine tract

PROT: protease

R: do inglés, repeated RNA

RNA: acido ribonucléico

RNAseH: ribonuclease H

rpm: rotagdes por minuto

RT: transcriptase reversa (do inlgés, reverse transcriptase)

S: desvio padrio



SINEs: do inglés, short interspersed nuclear elements
SNPs: do inglés, single nucleotide polymorphisms
subsp.: subespécie

TDS: do inglés, target site duplication

TIRs: repeti¢des invertidas terminais (do inglés, terminal inverted repeat)
tRNA: RNA transportador

U3: do inglés, unique 3' RNA

US: do inglés, unique 5' RNA

UV: luz ultravioleta

VLP: do inglés, virus-like particle

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo

XP: xeroderma pigmentosum
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Introducéo

| - INTRODUCAO

|.1 — Descoberta dos elementos de transposicao

Barbara McClintock descreveu a existéncia dos elementos de transposicao (TEs) na
década de 40, estudando graos de milho variegados. Identificou dois loci dominantes que
interagiam entre si denominados Dissociator (Ds) e Activator (Ac). Em 1948, fez a
descoberta surpreendente de que Ds e Ac podiam se transpor, ou seja, mudar de posi¢dao no
cromossomo. Os efeitos da transposi¢do foram constatados através da mudanca na
coloracao do pericarpo dos graos de milho, e a quebra do brago curto do cromossomo 9.
Analisando cruzamentos entre linhagems controladas, McClintock concluiu que Ac
controla a transposicdo de Ds e que o movimento do ultimo promovia a ruptura do
cromossomo. Quando Ds se excisava daquela posi¢do, o gene responsavel pela coloracao
na camada de aleurona era liberado do efeito supressor, e voltava ao estado nativo
permitindo a sintese do pigmento. O efeito de mosaico de alguns graos deve-se a
coexisténcia de células contendo o gene da coloragdo inativado pela inser¢do de Ds e
células com o gene ativo (figura 1). Entre 1948 e 1950, McClintock desenvolveu uma teoria
postulando que os elementos moveis (transponiveis) regulam os genes, inibindo ou
modulando sua a¢do. Denominou Ds e Ac como “elementos controladores” para distingui-
los dos genes. A descoberta de McClintock desafiou o conceito de que o genoma ¢ um
conjunto estatico de informacgdes transmitidas entre geragdes. Em decorréncia destas
descobertas, Barbara McClintock foi agraciada com o prémio Nobel de Fisiologia ¢

Medicina em 1983.
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Figura 1. Diferentes fenotipos observados em graos de milho devido a agdo de TEs.

A instabilidade dos fendtipos se deve a inser¢do ou excisdo do elemento em um gene que codifica
uma enzima que participa da rota de biossintese do pigmento antocianina. Setores revertentes (com
pigmento) resultam da excisdo do elemento em células da camada de aleurona. O tamanho do setor
reflete 0 momento durante o desenvolvimento onde a excisdo aconteceu. Adaptado de Feschotte et al.

2002.

|.2- Elementos de transposicao

Atualmente, caracterizam-se os TEs como segmentos de DNA que possuem a
capacidade de catalisar seu proprio movimento e inserir-se em novas regioes do genoma.
Como conseqiiéncia da sua atividade os TEs podem gerar alteragdes funcionais nos genes
aos quais se associam. Quando inseridos dentro da regido codificante de um determinado
gene podem inativa-lo ou alterar seu produto. Quando inseridos dentro ou proximo a
regides promotoras podem alterar os padrdes de expressao do gene (Kashkush ez al. 2003).
A atividade dos TEs pode ainda ser responsavel pela mobilizagdo de outras porcdes do

DNA durante a transposi¢do, ou de mecanismos de recombinagdo ilegitima. Ja os
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elementos replicativos apresentam como conseqiiéncia do seu modo de transposi¢do o
aumento do tamanho do genoma hospedeiro (Kidwell, 1997; Fedoroff, 2000). O
seqiienciamento de varios genomas evidenciou que os TEs sdo o componente majoritario
dos genomas de eucariotos, compondo pelo menos 45% do genoma humano (Lander et al.
2001) e de 50 a 80% dos genomas em algumas gramineas (San Miguel et al. 1998, Vicient
et al. 1999).

Os TEs podem ser classificados em duas classes dependendo do intermedidrio de
transposicao, que pode ser uma molécula de RNA (classe I) ou de DNA (classe II) (Voytas
et al. 1992, Feschotte et al. 2002). Os elementos da Classe I ou retroelementos possuem um
mecanismo replicativo de transposi¢ao, que produz como resultado de sua mobilizagao um
aumento do numero de copias e, concomitantemente, um aumento no tamanho do genoma
hospedeiro (San Miguel and Bennetzen, 1998).

Os retroelementos podem ou nao possuir longas terminagdes repetidas (LTRs). Nos
retrotransposons com LTRs as mesmas localizam-se em suas extremidades na orientagdo
direta. A LTR ¢ subdividida nas regides U3 (3' RNA), R (RNA repetido) e US. (5' RNA)
(figura 2). Os sinais regulatorios tais como o regido promotora de transcrigdo, regides de
término de transcrigdo e os locais da poliadenilagdo estdo localizados nas LTRs (Kumar
and Bennetzen 1999). Além da importancia funcional destas seqiiéncias, diversos estudos
relataram que as LTRs sdo as regides que evoluem mais rapidamente nos retrotransposons
(Kalmykova and Gvozdev 2004; Vicient et al. 2005). Os elementos com LTRs codificam
uma proteina (gag) similar a um capsideo viral e uma poliproteina (pol). Esta, por sua vez,
quando processada resulta em varias proteinas maduras: a protease (PROT), que esta
envolvida no processo de maturagdo da poliproteina; a integrase (INT), necessaria para a

integragdo da copia de DNA no genoma hospedeiro; e a proteina transcriptase
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reversa/RNAseH (RT/RNAseH), responsavel pela sintese do ¢cDNA a partir do mRNA
(figura 2). De acordo com a posicao da integrase na poliproteina e o grau de semelhanga
entre as seqiiéncias, os retrotransposons sao divididos em duas familias: Tyl-copia e Ty3-

gypsy (Boeke and Corces, 1989; Zachar et al. 1985) (figura 2).

Classe | Clazse ll
A Retmtranspozon com LTR= B Fetrotranspozon s2m LTRs  Tranzposon
Bemernta =
autinomes |+ NGEGNNNEEE [y % | LNE@)s ERE an | |+ <ITEnmossll>+
Bemento s nso| % I - SINEqaky il An +o =l
autdnomos Promatar
N pol il mmE +< 180 »
Tyl-copd Retrotransposon com LTRs
LTR % P — ool . LTR 3
P (BIRIE VLF_| PR INT | RT [ RNfseH| ppr 1G] R Ius|
Tygum s
LTR & L pod . LTRZ
G| R[EHprg—| WP | PR INT | RHAseH] BT ppr— G | R0 ™
] m

Figura 2. Estrutura geral dos Elementos de Transposicao.

A Classe I ou retroelementos ¢ composta por: retrotransposons com LTRs; sem LTRs; e retrovirus
(ndo representado). Nos retrotransposons com LTRs (B), a orientacdo das mesmas é de maneira
direta (triangulo amarelo claro). Elementos auténomos possuem dois genes: gag e pol (caixas
laranja). A maioria dos elementos ndo auténomos nao possui toda a regido codificante. Os
retrotransposons sem LTRs (B) sdo divididos em LINEs e SINEs. A regido codificante inclui:
ORF1 (similar a gag); en (endonuclease); e rt (reverse transcriptase) genes (caixas laranjas). A
Classe II esta composta por transposons de DNA com TIRs (terminal inverted repeats) (tridngulo
verde claro) e um gene (transposase) que codifica para uma transposase (caixa verde). Elementos
nao-autonomos sao geralmente derivados de elementos autdnomos por uma delec¢do. Caixa inferior:
estrutura mais detalhada de um retrotransposon com LTR. Cada LTRs ¢ dividida em trés regides:
U3, R, e U5, que apresentam as sinais para a iniciacdo e terminagdo da transcri¢do. O transcrito
(seta fina) ¢ mostrado abaixo de cada bloco, comega no final 5° da regido R da LTR’5 e termina na
posicdo ‘3 da regido R pertencente a LTR’3. Os genes do retrotransposon codificam varias
proteinas: proteina do capsideo viral (VLP), integrase (INT), protease (PR), transcriptase reversa
(RT) e ribonuclease H (RNAase-H). Outras regides caracteristicas das seqiiéncias sdo: PBS (primer
binding sites), PPT (polypurine tracts). Pol 111 B sitio de reconhecimento da RNA polymerase I11.

Setas: dire¢do do elemento. Adaptado de Kumar et al.1999 e Feschotte et al. 2002.
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Os retrovirus tém estrutura similar a um retrotransposon com LTRs, com a presenca
adicional de uma ORF contendo o dominio env, que lhes confere o carater infeccioso
(Xiong and Eickbush, 1990). Ja os retroelementos sem LTRs compreendem os LINEs (long
interspersed nuclear elements) e SINEs (short interspersed nuclear elements). Os LINEs
codificam duas ORFs, que sdo transcritas como um mRNA bicistronico composto de uma
ORF1 (proteina que se une ao RNA) e uma ORF2 (endonuclease e atividade de
transcriptase reversa). Os LINEs e os SINEs terminam em uma seqiiéncia simples
repetitiva, geralmente uma cauda poli-A (figura 2). Os transcritos dos LINEs iniciam-se a
partir de um promotor dentro da extremidade 5’ do elemento e terminam freqiientemente
junto a seqiiéncia simples repetitiva. Os SINEs sdo caracterizados por um promotor interno
de pol III de RNA proximo a extremidade 5'. Os SINEs sdo um grupo heterogéneo de
elementos, que variam no comprimento de 90 a 300 pb e sdo derivados de uma variedade
de genes de tRNA ou do RNA 7SL. Os SINEs sdo considerados elementos defectivos que
parasitam a maquinaria de transposi¢ao dos LINEs (Ogiwara et al. 1999; Wessler 2006).

Muito pouco se conhece sobre a origem dos elementos da Classe I nas plantas. A
ubiqiiidade dos retrotransposons nas plantas e a sua heterogeneidade indicam que estiveram
presentes nos primeiros vegetais, mas evoluiram variando seu numero de copias,
localizagdo, e estrutura das seqiiéncias (Kumar and Bennetzen, 1999). Os TEs de Classe II,
ou transposons classicos, codificam geralmente para uma Unica proteina, a transposase,
responsavel pela excisdo e integracdo do elemento. Possuem em suas extremidades

repetigdes invertidas terminais (TIRs)(Feschotte et al. 2002) (figura 2).

Cada familia de TEs contém elementos auténomos e ndo autdnomos. Os elementos

autonomos tém ORFs que codificam os produtos requeridos para a transposi¢do. Ja os
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elementos ndo autdbnomos nao codificam proteinas da transposi¢do, mas podem se transpor
porque retém as seqli€ncias cis necessarias para a transposicao. A integracao da maioria dos
TEs resulta na duplicagdo de uma seqiiéncia gendmica curta (TSD: do inglés, target site

duplication) no sitio de insercao (Wessler 2006) (figura 2).

I.3 — Ciclo de vida de um retrotransposon

O ciclo de vida do retrotransposon resulta na amplificacdo do genoma e por esta
razdo sua atividade ¢é controlada finamente pelo hospedeiro. Além dos ciclos de
amplificacdo, o tamanho do genoma do hospedeiro pode diminuir devido a eventos de

recombinac¢do homologa dentro de um elemento ou entre elementos homologos.

O processo de replicacdo de um retrotransposon ¢ chamado retrotransposi¢ao
porque o RNA ¢ reverso-transcrito em DNA (oposto ao especificado pelo Dogma central da
Biologia). Acredita-se que o ciclo de vida de um retrotransposon compartilha muitas
caracteristicas com o ciclo de um retrovirus tal como o da AIDS (Lentivirus). Ambos os
ciclos de vida sdo mutagénicos e propensos a erros, ja que a transcriptase reversa tem baixa
atividade de processamento quanto a incorporacao de bases erroneas ndo complementares a
fita molde de RNA. Ha também a possibilidade de recombinagdo durante a transcri¢ao
reversa. Uma vez que uma cdpia replicada ¢ introduzida no genoma as mutagdes neutras no
decorrer do tempo irdo gerar polimorfismos nas seqiiéncias das LTRs, sinais de
processamento e regides codificantes, incluindo o surgimento de novos codons de parada
de traducdo (stop codons). Portanto, os retrovirus e os retrotransposons geram populagdes

de seqiiéncias similares denominadas quasispecies (Casacuberta et al. 1995).
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Integracdo

Formacao
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transcricdo
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Figura 3. Ciclo de vida de um retrotransposon com LTRs.

IN: integrase; PR: protease; RT: transcriptase reversa; VLP: particula tipo viral (do inglés virus-like

particle). Triangulos pretos representam LTRs. Adaptado de Havecker ef al. 2004.

O ciclo de vida de um elemento envolve primeiramente a transcrigdo do mesmo
pela RNA polimerase II celular que reconhece o promotor localizado na regidao 5’LTR. O
RNA ¢ traduzido no citoplasma para formar as proteinas que formam as VLP (virus-like
particles) e as que levam a cabo a transcri¢do reversa e integracdo da copia de cDNA
(Havecker et al. 2004) (figura 3). A transcrigdo reversa € um processo complexo e com

muitas etapas que acontece dentro das VLPs no citoplasma (Kazazian 2004) (figura 4).
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Figura 4. Transcricio reversa de transposons com LTRs.

A transcri¢ao reversa comeca com a copia do RNA a DNA préoximo do final 5° do RNA usando um
tRNA como iniciador (a e b), seguido da degradacdo do RNA 5’(c). O novo DNA muda para a
posicao final 3° do RNA (d) e se completa a sintese da primeira fita de DNA (¢). A RNAseH
codificada pelo elemento degrada a maior parte do RNA (f). Uma pequena por¢do do RNA ¢
utilizada como iniciador para a sintese da por¢do a direita do elemento (g). Uma segunda mudanga
de posicdo da segunda fita de DNA permite completar a sintese da segunda fita de DNA (i).
Durante o processo as LTRs sdo formadas. Caixa colorida: LTRs e linhas verticais pontilhadas
indicam regides das mesmas (U3, R e U5); linea seguida de A: mRNA; linea irregular: tRNA; seta

preta: direcdo da sintese. Adaptado de Kazazian 2004.

I.4 — O impacto dos TEs na evolucao dos genomas

Por que os organismos mantém uma alta propor¢ao de TEs nos seus genomas? Eles
cumprem alguma fun¢ao? Como teriam influenciado a evolucao da vida?

Vérios processos participam da evolu¢do dos genomas eucarioticos, tais como
quebras cromossdmicas € sua posterior transloca¢do a outro cromossomo, duplicacdes de
genes e segmentos, reordenacdo de dominios funcionais tais como os exons, criagdo de

novos genes e conversao génica. Durante as Gltimas décadas muitos destes processos foram
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relatados como estando associados a TEs (Babushok et al. 2007; Cordaux et al. 2006;
Deininger et al. 2003).

Desde o descobrimento dos TEs por Barbara McClintock, muito tem se especulado
e questionado sobre os TEs e seu possivel papel na evolugdo dos genomas. McClintock
chamou os TEs de “elementos controladores” ao observar mudangas nos fenotipos de graos
de milho devido a mobilizacdo de TEs, propondo que controlariam o desenvolvimento
normal do milho. Esta idéia foi rejeitada e anos depois ela propos que os TEs seriam parte
de uma resposta global do organismo ao estresse. Com a caracterizagdo do primeiro TE em
bactéria (Jordan et al. 1967) e o posterior reconhecimento dos mesmos como sendo
componentes antigos dos genomas eucaridticos e procarioticos, especulagdes surgiram em
relagdo ao papel dos TEs na evolug¢ao dos genomas.

Duas publicagdes (Doolittle and Sapienza 1980; Orgel and Criel 1980) postularam
que a sele¢do natural, que opera dentro dos genomas, resultara inevitavelmente no
surgimento de fragmentos de DNA sem nenhuma expressao fenotipica cuja tinica funcao ¢
sua sobrevivéncia dentro dos genomas. Os TEs podem ser vistos como tais DNAs sem
fungdo fenotipica ou evolutiva. A partir destas informagdes surgiu a teoria dos TEs como
parasitas (selfish DNA) ou DNA lixo (junk DNA) e a aceitacdo de que os TEs sdo
componentes dos genomas sem um papel importante na evolugao.

A teoria do DNA parasita foi amplamente aceita até a constatagdo de que os TEs
geralmente perfazem a maior fracdo dos genomas dos organismos eucariontes. Estas
revelagdes conduziram a novas questdes: como os organismos e seus TEs coexistem?
(Bowen and Jordan 2002).

O contetdo de TEs varia de espécie para espécie tanto em relacdo as classes de TEs

presente quanto quanto em relacdo a propor¢do no genoma. A levedura (Saccharomyces
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cerevisiae) tem somente retrotransposon com LTRs (chamados elementos 7v), ja nos
genomas dos mamiferos predominam retrotransposons sem LTRs e os transposons da
Classe II compdem menos de 5% da fragdo total de TEs. Os genomas das plantas com
flores possuem uma grande variedade de ambas as classes de elementos, sendo os
retrotransposons com LTRs a maior fragdo dos genomas caracterizados até agora. O
potencial de amplificagdo dos retrotransposons com e sem LTRs foi primeiramente
ilustrado em pesquisas com o género Lilium. As 14 espécies analisadas possuem genomas
que variam entre 30.000-45.000 MB, cujo tamanho pode ser explicado por amplificagdes
massivas de retrotransposons (Leeton et al. 1993). Diversos estudos mostraram que a
amplificacdo de retrotransposon com LTRs esclarece a maior parte do paradoxo do niimero
C entre importantes espécies de gramineas. O paradoxo do valor C ¢ a falta de correlagao
entre o tamanho do genoma e a complexidade alcancada pelo organismo. Na familia das
gramineas a fracdo do genoma compreendida por retrotransposons com LTRs parece estar
correlacionada com o tamanho de genoma: no arroz que apresenta o menor genoma (430
Mb), os retrotransposons com LTRs somam 15% do genoma (Jiang et al. 2001), por sua
vez no genoma do milho (2.800 Mb) os retrotransposons representam 50-80 % (San Miguel
and Bennetzen, 1998), e na cevada (4.800 Mb) estes constituem mais de 70 % do genoma
(Vicient et al. 1999). A variagdo do conteudo de TEs entre espécies pode ter influenciado
tanto a qualidade quanto a quantidade da variagdo gendmica, € como conseqiiéncia a
evolugdo de seus genomas. Dois estudos muito interessantes permitiram aprofundar o
conhecimento na dindmica dos genomas, particularmente nas gramineas. Bennetzen e
colaboradores (Science,1996) analisaram uma regido de 280 kb em torno do gene de milho
adhl e encontraram retrotransposons com LTRs uns dentro dos outros (nested).

Posteriormente, conseguiram demonstrar que expansdes dos retrotransposons com LTRs

10
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dobraram o tamanho do genoma de milho dentro dos 6 milhdes de anos depois da
separacao entre este e o sorgo. O componente temporal da sua analise foi possivel ja que as
LTRs de um mesmo elemento sdo idénticas no momento da inser¢do e, quanto mais
divergentes elas sdo, mais tempo decorrido desde a inser¢ao do elemento. Outro estudo,
realizado por Kalendar e colaboradores (2000), apresenta um exemplo da reestrutura¢do do
genoma mediada por TEs numa populagdo natural de cevada (Hordeum spontaneum,).
Neste caso, a reestruturagdo toma a forma de uma variagdo no tamanho do genoma intra-
especifico devido a amplificacdo do retrotransposon com LTRs BARE-1. O nimero de
copias do elemento BARE-1 varia entre populagdes geograficamente proximas sujeitas a
diferentes niveis de estresse hidrico. A correlagdo entre o aumento do nimero de copias do
retrotransposon BARE-1, o tamanho do genoma e as condigdes climaticas, sugere a
ativacao do elemento como resposta adaptativa ao ambiente. Os resultados de ambos os
estudos mostraram pela primeira vez in vivo ou em uma populagdo natural que os TEs
podiam reestruturar um genoma.

Outro exemplo do impacto dos TEs na evolu¢do dos genomas sdo os elementos de
transposicdo em miniatura (MITEs) em duas subespécies de arroz: japonica e indica. Os
MITESs sdo uma classe especial de elementos da Classe II ndo-autdnomos, encontrados em
um numero muito elevado de coOpias nos genomas, preferencialmente localizados em
regides ricas em genes. Um elemento MITE denominado mPing ¢ ativo no genoma das
subespécies de arroz. A diferenca no nimero estimado de copias do elemento em japonica
e indica ¢ de 70 versus 11 copias, respectivamente. Esta diferengca no nimero sugere uma
amplificacdo recente desta familia de MITEs, talvez durante a domesticagdo e
possivelmente associada a diferentes condigdes ambientais em que cada subespécie de

arroz se submeteu (Jiang et al. 2003, Wessler 2006).
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Apesar da constatagdo da grande quantidade de TEs nos genomas e os ciclos de
expansdao observados, pouca atividade foi experimentalmente demonstrada. Alguns
retrotransposons com LTRs podem ser ativados transcricionalmente sob condi¢des de
estresse bidtico e abidtico. O primeiro retrotransposon ativo encontrado em plantas, Tntl,
foi isolado de fumo através da selecdo de inser¢cdes no gene da nitrato redutase (NR),
préviamente clonado. A familia Tntl € o objeto de estudo deste trabalho.

A transcricao de retrotransposons com LTRs ndo esté relacionada necessariamente a
inser¢des novas no genoma (transposicao). O ciclo de vida de um retrotranspon com LTRs
inclui quatro etapas: transcrigao, tradugdo, transcri¢do reversa e integragdo do elemento. A
regulacdo pode acontecer em qualquer uma das etapas e como resultado limitar a taxa de
transposicao. A atividade dos TEs ¢ altamente regulada no nivel transcricional de maneira a
estabelecer um equilibrio que garanta a presenca do elemento sem inviabilizar o genoma
hospedeiro (Kumar and Bennetzen, 1999).

A variagdo do conteido de TEs entre espécies pode ter influenciado tanto a
qualidade quanto a quantidade da variacdo genomica, e portanto impactado a evolucao dos
genomas. Por exemplo, quase 50 % do genoma humano ¢ derivado de elementos LI
(LINEs) e elementos A/u (SINEs). Os elementos A/u sdo os elementos mais prolificos nos
genomas dos primatas, acumulando aproximadamente 1,2 milhdes de copias durante 65
milhdes de anos de evolucdo. Os elementos A/u sdo uma fonte de instabilidade gendmica
(Sen et al. 2006). Devido a sua abundancia e semelhanca de seqiiéncias, eles podem servir
de sitios de recombinagdo resultando em dele¢des, duplicagdes e translocacdes (Callinan et
al.. 2005). Os elementos Alu podem interromper a edi¢do (splicing) normal de um gene
integrando-se dentro de introns; mudar o padrao de expressdo génica, inserindo-se em

regides promotoras ou silenciando um gene através da insercdo dentro do mesmo
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(Deininger and Batzer, 1999). Alguns elementos A/u se encontram em introns de genes
gerando sitios para que ocorra um splicing alternativo. Especificamente uns 5% dos introns
de splicing alternativo sdo derivados das seqiiéncias de Alu, e até tornaram-se exons; um
processo que foi chamado de exonizagao de A/u (Lev-Maor et al. 2003).

Existem estudos que demonstram a coevolucdo dos elementos com os genomas
hospedeiros. Casacuberta E. (2005) demonstrou que os elementos HeT-A e TART de
Drosophila melanogaster se integram exclusivamente nas extremidades dos cromossomos,
e a transposicdo deles ¢ essencial para manter a integridade dos telomeros e em
conseqiiéncia a sobrevivéncia da espécie. A domesticacdo de um TE ¢ outro exemplo de
coevolucdo. SETMAR, um gene especifico dos primatas, originou-se hé 40-58 milhdes de
anos atras pela fusdo do dominio histone methyltransferase SET, com uma transposase
similar ao elemento Mariner (Cordaux et al. 2006).

Os exemplos anteriores mostram as variadas formas como os TEs influenciaram a
evolu¢do dos organismos, indicando que atuaram ativamente no desenvolvimento e

complexidade dos genomas.

.5 — O retrotransposon Tntl

Tntl foi o primeiro elemento de transposi¢do caracterizado na familia Solanaceae,
sendo um dos mais bem caracterizados retrotransposons em plantas. O retroelemento Tntl
foi isolado do genoma de fumo (Nicotiana tabacum) apo6s sua inser¢do no gene estrutural
nitrato redutase (NR). Para selecionar um evento tdo raro Grandbastien et al. (1989),
utilizaram protoplastos a partir dos quais podem ser regeneradas plantas. Normalmente a

transcricdo de Tntl ¢ baixa mas fortuitamente quando a planta ¢ exposta ao extrato de
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fungo (necessario para degradar a parede celular e gerar protoplastos) ¢ ativada. Também
foi demonstrado que o retrotransposon Tntl pode ser ativado por varios estresses bidticos e
abidticos, incluindo estresse por injuria, agentes oxidantes, infeccdo de patogenos e
elicitores microbianos (Pouteau ef al. 1991).

Tntl é um membro tipico da familia Ty1/copia de Saccharomyces cereviseae € D
melanogaster, mostrando grande similaridade tanto na organizagdo quanto em extensiva
similaridade em nivel de aminoacidos com esse grupo. E encontrado em elevado niimero de
copias no genoma de fumo (>100), e possui 5,3 kpb, sendo flanqueado por pequenas
duplicagdes de 5 pb em seu sitio de inser¢do. Contém duas LTRs terminadas pelas
seqiiéncias palindromicas 5’- TG...CA -3°, comuns a grande maioria dos elementos
descritos, assim como um unico quadro aberto de leitura (ORF) de 1.328 aminoécidos
homologos a dois dominios codificantes de retrovirus (gag-pol) (Grandbastien et al. 1989).
Tntl também contém regides ndo codificantes, adjacente as LTRs: o PBS (sitio de ligacao
para iniciador) na extremidade 5’; e o PPT (trato de polipurinas) na extremidade 3’. Tanto o
PBS quanto o PPT correspondem a sitios importantes no processo de transposi¢do dos
retroelementos com LTRs.

A expressao do elemento Tntl € rigidamente regulada e ndo ¢ detectada na maioria
dos tecidos de fumo, excetuando as raizes (Pouteau et al. 1991). Porém sua expressao ¢
altamente induzida em preparos frescos de protoplastos, derivados de tecidos de mesofilo
foliar de fumo; e também pode ser induzida por fatores de origem microbianos e estresses
abidticos relacionados com injuria celular. Anélises de expressao transiente em protoplastos
de fumo mostraram que na regido U3 da LTR estdo a maioria dos componentes em cis que

atuam na ativagao transcricional do elemento.

14



Introducéo

O retrotransposon Retrolycl1-1, isolado de L. peruvianum, possui uma organizacao
similar aos retrotransposons do grupo 7yI/copia e contém regides de homologia com o
elemento Tntl sendo considerado um membro da familia Tntl. Em L. esculentum, foi
detectada a presenca de aproximadamente 20 copias do elemento, sendo que em L.
peruvianum o sinal de hibrida¢do apresentou-se bem mais forte, indicando um maior
numero de copias. Esse resultado sugere que a domesticagao poderia ter levado a uma
perda de numero de copias homodlogas a Tntl/Retrolycl em L. esculentum. Verificou-se
também que os dominios internos do elemento Tntl (gag, prot, endo e RT) sdao homologos
ao elemento Retrolycl de L. peruvianum, com excegao da regiao U3 presente nas LTRs do
elemento, regido associada com a ativagao transcricional do elemento.

O retrotransposon Tntl ¢ um de poucos retrotransposons de plantas com atividade
transposicional demonstrada (Grandbastien et al. 1989). As seqiiéncias similares a Tntl
foram detectadas em diversas espécies em Solanaceae. Pelo menos trés grupos principais
podem ser diferenciados baseando-se na divergéncia da regido regulatoria U3, originando
os grupos TntlA, B e C (Vernhettes et al. 1998; Grandbastien et al. 2005) (figura 5). Os
elementos Retrolycl detectados no tomate compartilham extensas similaridades de
nucleotideo com o elemento Tntl, exceto na regido U3 (Costa et al. 1999; Aratijo et al.
2001) (figura 5). A subfamilia Retrolycl, por sua vez compreende dois grupos, Retrolycl A

e B, distinguindo-se também por sua regido regulatoria U3 (Araugjo et al. 2001) (figura 5).
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1.6 - O género Solanum

A familia Solanaceae compreende aproximadamente 90 géneros distribuidos no
mundo todo, sendo especialmente abundante nas Américas, incluindo entre 1400-1700
espécies (Mc Lean and Ivimey-Cook, 1956). Muitas espécies t€m sido exploradas pelo
homem desde a Antiguidade, muitas das quais foram domesticadas. Dentre as espécies com
maior importancia econdomica, encontram-se a batata, o tomate e o fumo, que pertencem a
géneros diferentes: Solanum, Lycopersicon e Nicotiana, respectivamente. Com respeito ao
género Lycopersicon, ainda existe controvérsia se as espécies que ele abrange pertenceriam
ao género Solanum, especialmente na literatura referente ao melhoramento genético. A
clasificacdo das espécies silvestres de tomate baseadas na morfologia as colocam dentro do
um género deferente: Lycopersicon (Muller, 1940; Luckwill, 1943 e Child, 1990). Embora
quando concetos biologicos das espécies sdo considerados Lycopersicon € uma subsecao de
Solanum (Rick, 1979) (para uma revisdo ver Peralta e Spooner, 2000).

Dentro de Solanum, as batatas encontram-se no subgénero Solanum, se¢do Petota
Dumort, subsecao Potatoe. Todas as espécies desta se¢do sdo consideradas batatas por

produzir tubérculos. Estdo amplamente distribuidas nas Américas desde a regido sudoeste
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dos Estados Unidos (Nebraska e Colorado) até o extremo sul dos Andes. Segundo Hawkes
(1990) existem 232 espécies dentro desta subsecdo, das quais 7 sdo cultivadas e 225
silvestres. As espécies cultivadas surgiram depois da domesticagdo, ha 7000 anos atras
quando os indios comegaram a coletar, armazenar e plantar os tubérculos (baseado nas
analises de espécies da batata coletadas numa caverna no Pert).

Através de cruzamentos e hibridizagdes interespecificas naturais entre as quatro
espécies silvestres S. acaule (4x) S. sparsipilum (2x), S. leptophyes (2x) e S.
megistacrolubum (2x) se originaram todas as espécies cultivadas. Elas variam em sua
ploidia, resisténcia a fatores bidticos ou abidticos, morfologia e qualidade para consumo.
Durante o cultivo da batata em tempos pré-historicos a espécie Solanum tuberosum (4x) se
dispersou pelo mundo e transformou-se na quarta lavoura mundial, diferenciou-se em duas
subespécies geograficamente muito distantes; fuberosum e andigena. A subespécie
andigena se originou nos Andes peruanos e a subespécie tuberosum na ilha de Chiloég,
Chile. A subespécie tuberosum teria originado os cultivares atualmente usados, apos sua
introdu¢do na Europa (Ochoa, 1989).

As espécies silvestres possuem caracteristicas de ervas daninhas adaptadas a
condigdes ecoldgicas pouco favoraveis para o crescimento. Apresentam estoldes, alto
conteudo de alcaldides, sementes e tubérculos adaptados a longos periodos de secas e
geadas (Hawkes, 1999).

Outra subsecdo da secdo Petota, Etuberosum, contém uma espécie, Solanum
brevidens, que nao produz tubérculos, mas que ¢ utilizada em programas de melhoramento

genético por possuir resisténcia a nematoides e ser de facil cruzamento com as batatas.
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I — OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo geral identificar e caracterizar retrotransposons similares a
Tntl em espécies silvestres e cultivadas do género Solanum.
Os objetivos especificos sao:
1. Obtengdo e analise de seqiiéncias similares a Tntl1.
2. Determinagdo do numero de copias de retrotransposons similares a Tntl em
diversas espécies de Solanaceae.
3. Isolamento e caracterizacdo do elemento completo similar a Tntl de Solanum

oploscence, Retrosol 1.
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Il - MATERIAIS E METODOS

[1l. 1- Material botanico

A colecdo de espécies vegetais do Banco de Germoplasma do INTA-Balcarce
(Argentina), pertencentes ao género Solanum, foi o principal objeto de estudo. Todas as
espécies exceto uma, Solanum brevidens, sdo consideradas batatas por produzir tuberculos.
As espécies silvestres foram crescidas a partir de sementes e os cultivares Chacarera 109,
Moradita 64 e Tuni 207 de minitubérculos. Detalhes das espécies e cultivares coletados na
Argentina e na Bolivia estdo apresentados na tabela 1, e suas respectivas localizagdes
geograficas no tabela 2. Os acessos usados representam amostras da diversidade e
localizagao geografica de cada espécie nos correspondentes centro de dispersao.

Além do material vegetal do Banco de Germoplasma, material vegetal fresco dos
cultivares Kennebec e Huinkul foi obtido de clones in vitro gentilmente cedidos pelo
INTA-Castelar (Argentina). Outras espécies foram escolhidas para diversos estudos:
Lycopersicon peruvianum Mill., Nicotiana tabacum L. (fumo) e Oryza sativa (arroz).

Todas as espécies e cultivares foram crescidos e mantidos no Gate lab (Genomics
and Transposable Elements), Instituto de Biociéncias, Departamento de Botanica,

Universidade de Sao Paulo.
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Tabela 1. Lista de espécies de Solanum utilizadas.

Acesso Subgénero  Secdo Serie Espécies cad. PI.
Bal20002 Potatoe Etuberosum Solanum brevidens bre 2x
Bal80009 Petote Commersoniana  S.commersonii subp.malmeanum cmm 2x
Bal01280 Yungasensia S.chacoense chc 2X
Bal03017 S.tarijense tar 2x
Bal01113 Megistracroloba S.megistacrolobum mga 2X
Bal74326 S.sanctae-rosae sat 2X
Bal01156 Cuneolate S.infundibuliforme ifd 2x
Bal86017 Tuberosa S.xdodsssii dds 2X
Bal87066 S.leptophyes Iph 2X
Bal90081 S.microdontum mcd 2X
Bal01121 S.oplocense opl 4x
Bal86053 S.xsucrense scr 4x
Bal01007 S.gourlayi gou 2x
BAI83042 S.hannemanii ha 2x
BAI73042 S.incamayoense inc 2x
Bal90044 S.kurtzianum ktz 2X
Bal74282 S.okadae oka 2x
Bal03013 S.spegazzinii spg 2X
Bal74330 S.vernei vrn 2X
S.tuberosum
cult. Kennebec Ke 4x
cult. Huinkul Hu 4ax
S.t.subp. andigenum 4x
cult. Chacarera 109 Cha 4x
cult. Moradita 64 Mo 4x
cult. Tuni 207 Tuni 4x
Bal01109 Acaulia S.acaule acl 4x

Céd: codigo. P.: ploidia. cult.: cultivar.
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Tabela 2. Lista das localidades geograficas de cada acesso.

Bal N° N°donante Pais Provincia Latitude Longitude Alt. msnm Cédigo
Bal 01109 CCS 1263 Argentina Jujuy 22°26'S  66°09'0 3818 acl
Bal 20002 Cl 1096 Argentina Neuquen 1150 bre
Bal 01280 CS 1435 Argentina Jujuy chc
Bal 8009 OCI 7263 Argentina Entre Rios 31°53'S  58°14'0 40 cmm
Bal 86017 HAO 27 Bolivia 18°10'S  65°10'0 2150 dds
Bal 01007 CCS 1162 Argentina Jujuy 23°25'S  65°22'0 2845 gou
Bal 83042 Oka 7531 Argentina Salta 24°37'S  65°35'0 3350 ha
Bal 73042 OL 4852  Argentina Salta 24°45'S  65°44'0 2280 inc
Bal 01156 CCS 1311 Argentina Jujuy 22°05'S  66°15'0 3700 ifd
Bal 90044 SCI 4568 Argentina LaRioja 29°15'S  67°39'0 1800 ktz
Bal 87066 HOHL 242 Argentina 18°01'S 66°22'0 3700 Iph
Bal 01113 CSC 1268 Argentina Jujuy 22°16'S 66°01'0 3722 mga
Bal 90081  SCI4630 Argentina Catamarca 27°19'S 66°02'0 2310 mcd
Bal 74282 Oka 5645 Argentina Salta 25°09'S 65°50'0 2740 oka
Bal 01121 CCS 1276 Argentina Jujuy 21°52'S  66°11'0 3604 opl
Bal 74326 Oka 5697 Argentina Tucuman 26°46'S  65°45'0 2700 sat
Bal 03013 CIE 1581 Argentina Salta 25°10'S  65°50'0 3005 spg
Bal 86053 HAO 64 Bolivia 19°11'S  65°10'0 2820 scr
Bal 03017 CIE 1585 Argentina Salta 25°10'S  65°46'0 2139 tar
Bal 74330 Oka 5702 Argentina Tucuman 26°46'S  65°46'0 2900 vrn

Cédigo corresponde as abreviaturas utilizadas para indicar cada gendtipo. Alt.: altitude. msnm:

metros sobre o nivel do mar.

[1l. 2- Plasmideos, iniciadores e bactérias utilizados

Plasmideos

PGEM: pGEM®-T Easy Vector System (Promega Cat#A1360), vetor para clonagem de

produtos amplificados em reacdo de PCR. Possui 3,0 kpb e confere resisténcia a ampicilina.

Iniciadores
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Iniciadores foram amplamente utilizados para amplificacio por PCR e/ou

amplificagdo por qPCR. Os niciadores especificos encontram-se listados a seguir (tabela 3)

e sua localizagdo respeito a Tnt1-94 e Retrosoll (anexo 2) na figura 6. Para seqlienciamento

de insertos clonados no vetor pPGEM®-T, foram utilizados os iniciadores T7 e SP6, e para

insertor clonados no vetor pMOSBlue T7 ¢ U19 (de acordo com as recomendagdes dos

fabricantes). Todos os iniciadores foram deshenados no presente trabalho, com excegao de

Avi/Ol16 utilizados por Araujo e colaboradores (2001).

Tabela 3. Iniciadores especificos utilizados e localiza¢do respeito a Tntl e Retrosol.

Nome Sequéncia (5> 3’) Proc. PosicdoTntl pb Posicdo Retrosol pb
Avi GCTGACCAAGGTGGTAC P 4609-4625 4527-4543
oL16 TTCCCACCTCACTACAATATCGC P 5041-5064 4945

PPT  CAATCTCCCCCTCCAG P/Q 4710-4726 4630- 4645
GI-F  CCATCCCCATGTGCC P - 4651- 4665
GI-R GAGAACAAATGCAGTAGC - N&o se encontra
GIl-F  CCATCCCCATTTGCC - 4651- 4665
GII-R  GATAACAAGTGCAG P - 4795- 4809
XPB-F GTGAGAGGGAAGGGAAGAAGA P/Q - -

XPB-R TCTACCATCTGCGCAAGCCC P/Q - -

LTR-F GGGTCTGGAGGGGAAGATTGT Q - 4626- 4646
LTR-R CTGCCAACCTTTTGACATTGTGA Q - 4669- 4691

Proc.: procedimentos, P: PCR, Q: qPCR, S: sequenciamento.
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LTR &' LTE =
PBS PPT
U3 R U5 regido codificante U3 R U5
Avi—r +—0I16
Ayl —p +—FFT
Gll-F — 4 Gl-R
GHFEd 4 GIR
LTR-F — 4 LTR-R
Gll-F— 06

Figura 6. Esquema dos iniciadores utilizados e regioes amplificadas comparadas com um
retrotransposon com LTR.

Os iniciadores estdo indicados com setas e as regides amplificadas, por Inhass descontinuais. LTR:
longas repetigdes terminais. PBS: primer binding site. PPT: poly purine track. U3: unique 3’'RNA,
R: repeated RNA, U5: unique 5’RNA.

Bactéria

Escherichia coli cepa: DH10B — gendtipo F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ©80d
lacZ AMIS AlacX74 endAlrecAl deoRA (ara,leu) 7697 araD139 galU galK nupG rpsL.

A cepa foi mantida em placas com meio solido LB e repicadas mensalmente. Para
conservar a cepa por peridos de tempo longo (até 1 ano), foram feitos estoques de glicerol

obtidos adicionando-se 1mL de meio LB com 40% de glicerol a ImL de cultura bacteriana

em LB.

lll. 3- Solugcdes estoque e meios de cultura

lll. 3.1- Solucbes estoque

Dodecil sulfato de sodio — SDS 20%: O SDS (200g/L) deve ser dissolvido em agua

destilada ou ultra filtrada previamente esterilizada em autoclave (120°C, 30 minutos).
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Tampdo TBE 10X : Tris (0,9M), Acido bérico (0,9M) e EDTA (20mM), dissolvidos
em agua destilada ou ultra filtrada. Esterilizado em autoclave (120°C, 15 minutos).

Brometo de etideo (10mg/mL): Preparado em dagua destilada previamente
esterilizada em autoclave (120°C, 30 minutos).

RNAseA(10mg/mL) : A ribonuclease A ¢ dissolvida em uma solugdo de Tris pH7,5
(10mM) e Cloreto de sodio (15mM), utilizando as solugdes estoque citadas. Em seguida, ¢
incubada a 100°C por 15 minutos e mantida a temperatura ambiente até esfriar. Deve ser
estocada a -20°C.

SSC 20X: Cloreto de sodio (3M), dissolvidos em agua destilada ou ultrafiltrada.
Esterilizado em autoclave (120°C, 15 minutos).

5-bromo-4-cloro-3-indolil- B-D-galactosideo - X-gal (50mg/mL): Solugdo preparada
em dimetilformamida armazenada a -20°C e protegida da luz.

Hidroxido de sddio — NaOH 10N: As pastilhas de hidroxido de sédio (400g/L) sdao
dissolvidos em agua destilada previamente esterilizada em autoclave (120°C, 30 minutos).

Acido etileno diamono tetracético — EDTA 0,5M (pH8,0): O EDTA (186,1 g/L) ¢
dissolvido em agua ultrafiltrada e utilizam-se pastilhas de hidréxido de sédio para acertar o
pH. Esterilizado em autoclave (120°C, 15 minutos).

Tris IM (pH7,5 ou 8,0): O Tris (121,1g/L) ¢ dissolvido em agua ultrafiltrada e
utiliza-se acido cloridrico fumante para acertar o pH. Esterilizado em autoclave (120°C, 15
minutos).

Cloreto de sodio — NaCl 5M: O cloreto e sodio (292,2g/L) ¢ dissolvido em agua
ultra filtrada e esterilizado em autoclave (120°C, 15 minutos).

Cloreto de magnésio — MgCl, 1M: O cloreto de magnésio 6 H,O (203,3g/L) ¢

dissolvido em &gua ultra filtrada e esterilizado em autoclave (120°C, 15 minutos).
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Tampao TE 1X: Tris pH8,0 (10mM) e EDTA (ImM). Preparado a partir das
solucdes estoque de Tris e EDTA citadas, utilizando-se agua ultra filtrada previamente
esterilizada em autoclave (120°C, 30 minutos).

Acetato de potassio 3M: O acetato de potassio (294,2g/L) e Acido acético glacial
(2M), sao dissolvidos em agua ultra filtrada. Esterilizado em autoclave (120°C, 15
minutos).

Antibidticos:

Ampicilina (100mg/mL): Solugdo preparada em agua ultra filtrada, esterilizada em
filtro Millipore (malha de 0,45um) e armazenada a -20°C. A concentracdo empregada no
meio de cultura para a selecdo de bactérias contendo plasmideo de interesse foi de

100pg/mL.

[1l. 3.2- Meios de cultura

lll. 3.2.1- Meios de cultura para plantas

MS20 (pH5,7): Sais MS, Sigma M-0153 (2,18g/L) Sacarose (20g/L), Vitaminas
de Nitch (2mL/L) e Phytagar, Gibco BRL (6,5g/L). Preparado com 4gua destilada ou ultra
filtrada e esterilizado em autoclave (120°C, 15 minutos).

Vitaminas de Nitch: Glicina (Img/mL), Mioinositol (50mg/mL), Acido nicotinico
(2,5mg/mL0, Piridoxina (0,25mg/mL), Tiamina (0,25mg/mL), Biotina(0,025mg/mL), e
Acido folico (0,25mg/mL). A solugdo é preparada em agua destilada ou ultra filtrada
previamente esterilizada em autoclave (120°C, 30 minutos) e armazenada a -20°C.

®) Trata-se dos sais do meio MS descrito por Murashige e Skoog (1962), com

reducdo na concentra¢ido dos macronutrientes (metade da concentragao original).
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lll. 3.2.2- Meios de cultura para bactérias

LB (pH7,5): Triptona (1 %), Extrato de levedura (0,5%) e Cloreto de sodio (1 %).
Para preparar meio sélido sdo adicionados 20g/L de agar.

SOB (pH6,8): Triptona (2%), Extrato de levedura (0,5%), Cloreto de s6dio (10mM),
Cloreto de potassio (2,5mM), Cloreto de magnésio (10mM) e Sulfato de magnésio
(10mM).

SOC: Trata-se do meio SOB acrescido de 20mM de glicose.

Os meios de cultura sdo preparados com agua destilada ou ultra filtrada e

esterilizados em autoclave (120°C, 15 minutos).

lll. 4- Cultivo das espécies de Solanum e extracdo de DNA

lll. 4.1- Cultivo das espécies de Solanum

As sementes foram primeiramente desinfetadas com hipoclorito de sddio al 2%
durante 15 minutos. Posteriormente foram enxaguadas com agua estéril e logo colocadas
em acido giberélico 0,1% durante 24 horas no escuro. Concluido o tratamento com acido
giberélico foram semeadas em placas de petri com algodao previamente esterilizado em
autoclave (120°C, 30 minutos) e molhadas com agua destilada previamente esterilizada em
autoclave (120°C, 30 minutos). Apds a germinacao as plantulas foram transferidas para
recipientes Magentas® com orificios, em meio de cultivo MS20. O cultivo foi mantido em
uma camara nas condi¢des de temperatura de 22,5 °C ao dia e 18,5 °C a noite, com um

fotoperiodo de 16 h. Foram estabelecidos clones para os posteriores experimentos.

Os mini tubérculos foram plantados em terra com vermiculita e areia, numa

proporcao 1:1:1, mescla que foi esterilizada em autoclave (120°C, 60 minutos). O cultivo
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foi mantido em uma sala de crescimento nas condigdes de temperatura minima 21°C e
maxima de 24°C, sob fotoperiodo de 16 h. Depois de crescidas as plantas, pequenos brotos
foram cortados ¢ lavados em agua ultra filtrada previamente esterilizada em autoclave
(120°C, 30 minutos). Os brotos foram cultivados em Magentas® com meio MS20 nas
mesmas condigdes das plantas provenientes de sementes.

A manipulacao foi realizada em camara de fluxo de ar laminar, com uso de material

estéril.

lll. 4.2- Extracdo de DNA

A extragdo do DNA genomico foi realizada segundo a metodologia descrita por
Fulton et al. (1995). O material vegetal foi pesado e 100mg de folhas foram maceradas com
200uL de Tampao Microprep em um tubo de 1,5mL, posteriormente foram adicionados
mais 550uL do Tampao. Apds homogeneizagdo delicada do material, este foi mantido em
banho-maria a 65°C por um periodo de 120 min.

Completou-se o tubo com cloroféormio:isoamilico (24:1) misturando bem. A seguir
se centrifugaram a 10.000rpm por Sminutos (centrifuga refrigerada Hettich Micro 22R). A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5mL e adicionaram-se % a 1 o volume
de isopropanol. Os tubos foram invertidos repetidamente até o DNA precipitar.
Imediatamente os tubos foram centrifugados a 10.000rpm por Sminutos. O isopropanol foi
descartado e o precipitado de DNA lavado com etanol 70%. Depois de secar o precipitado
foi ressuspendido em 50uL de tampao TE.

Com o intuito de degradar o RNA extraido junto com o DNA, as amostras foram

incubadas com 2puL. de RNAse (10mg/mL) por 60 minutos a 37°C.
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Tampdo de Preparacdo: Tampdo de extragdo (41,6%v/v), Tampao de lise
(41,6%v/v), Sarcosil 5% (16,6%v/v) e Bissulfito de sodio (3,4mg/mL). O preparo ¢
realizado no momento da extra¢do, a partir das solugdes citadas, que sdo previamente
confeccionadas.

-Tampao de Extracdo (pH7,5): Sorbitol (0,35M), Tris pH8,0 (0,IM) ¢ EDTA
(5mM).

-Tampao de Lise: Tris pH8,0 (0,2M), EDTA (0,05M), NaCl (2M) e Brometo de
cetiltrimetilamonio — CTAB (2%).

A solucdo de Sarcosil e os tampdes de extragdo e lise sdo feitos com agua

ultrafiltrada previamente esterilizada em autoclave (120°C, 30 minutos).

lll. 4.3- Quantificacdo de DNA

A quantificacdo do DNA foi feita no fluorometro HoeferDyNA-Quant de acordo
com as especificacdes do fabricante, ¢ com o Spectrophotometer Nanodrop® ND-100
segundo especificagdes do fabricante.

Solucdo de ensaio para o uso do fluordmetro: 10uL de H33258 (10mg/puL),
TNE10X 10mL, 4gua destilada até um volume de 100mL.

TNE 10X: Tris 100mM, EDTA Na,.2H,0 10mM, NaCl 2M.

lll. 5- Manipula¢cdes gerais com bactérias Escherichia coli

lll. 5.1- Obtencao de bactérias competentes

Para a obtencao de bactérias competentes, um inoculo de coldnia isolada de DH10B

foi colocado para crescer em 2mL de meio SOB liquido e a cultura foi mantida sob agitacao
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durante 18 horas a 37°C. Apos este periodo, acrescentaram-se mais S0mL de SOB e
realizou-se nova incubagao a 37 °C por uma hora até¢ que medida de absorbancia em 600nm
tivesse alcangado valores em torno de 0,6.

Em seguida, foram adicionados 0,5mL de MgCl, (1M) mantendo-se no gelo por 15
minutos. Centrifugo-se 3.000rpm por 20 minutos a 4 °C (Centrifuga refrigerada Hettich
Universal 30RF, rotor angular 1414). O precipitado foi ressuspendido em 15mL de solucao
RFI. Passados 10 minutos no gelo, nova centrifugacao foi realizada e as bactérias foram
ressuspendidas em 2mL de solugdo RFII. Este volume foi dividido em aliquotas de 50uL,
armazenadas -70°C.

Toda a manipulacdo foi realizada em camara de fluxo de ar laminar, com uso de
material estéril.

RFI: Acetato de potassio (30mM), cloreto de manganés (50mM), Cloreto de
potassio (100mM), Cloreto de célcio (10mM) e Glicerol (15%).

RFII: MOPs (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) pH7,0 (10mM), Cloreto de
calcio (75mM), Cloreto de potassio (10mM) e Glicerol (15%).

As solugdes de MgCl,, RFI e RFII sdo preparadas com agua ultrafiltrada e

esterilizadas em autoclave (120°C, 15 minutos).

lll. 5.2 - Transformacéo de bactérias competentes

Para a transformacdo de bactérias competentes foi utilizado o método de choque
térmico, baseado em Hanahan (1983). Bactérias competentes foram retiradas de estoque a -
70°C e mantidas em gelo por 15 minutos. Adicionou-se o plasmideo desejado ou SuL da

ligagdo (item I11.6.3) a um volume de 50uL de bactérias. Os tubos permaneceram no gelo
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durante 30 minutos e, entdo, foram submetidos a um banho a 42°C por exatamente 45
segundos e imediatamente retornaram ao gelo por mais 3 minutos.

Adicionaram-se 900uL de SOC em cada tubo, seguindo-se uma incubacao de 40
minutos sob agitacdo a 37°C. A cultura foi inoculada em meio LB s6lido com 40ug/mL de
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactoside), na presenga do antibidtico adequado,
permanecendo cerca de 16 horas a 37°C para multiplicagdo das bactérias transformadas.

Toda a manipulagdo foi realizada em camara de fluxo de ar laminar, com uso de

material estéril.

lll. 5.3- Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (Miniprep)

Ap6s a selecao das bactérias transformadas prosseguiu-se com a extracdo do DNA
plasmidial. Em fluxo laminar, uma colonia de bactérias foi coletada com palito de madeira
esterilizado em autoclave, colocado em tubo de vidro para cultura de bactérias contendo
3mL de meio Circle Grow® com o antibiotico de selecdo na concentragdo desejada, e
levada ao agitador de tubos a 37°C por um periodo de 18 horas.. Apos incubagdo,
centrifugou-se a 14000rpm durante 30-60 segundos (centrifuga refrigerada Hettich
Universal 30RF, rotor angular 1412) e o sobrenadante foi descartado.

O sobrenadante foi retirado e as bactérias foram ressuspendidas em 200uL de P1
com auxilio de agitador de tubos (Vortex “AP 56” — Phoenix). Em seguida, foram
adicionados 200uL da solugdo P2. O tubo foi agitado por inversdo suave e incubado a
temperatura ambiente durante 5 minutos..Adicionaram-se 200uL de P3 e o tubo foi agitado
por inversao suave logo apds a adi¢do da solucdo até que se formou um precipitado branco. A

suspensdo foi centrifugada a 20.000rpm por 15 minutos a 4°C. Decorrido o tempo, o
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sobrenadante foi transferido para um tubo novo e adicionou-se 400uL de isopropanol 65%
e homogeneizou-se o contetido dos tubos por inversdo. Em seguida, este foi centrifugado a
20.000rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com etanol 70% ( 500uL), misturando-se por inversdo dos tubos.
Centrifugou-se a 20.000g, a 4°C, por 5 minutos.. O precipitado obtido foi seco em Speed-
vac (Centrivap Console Labconco), e ressuspendido em 30 puL de dgua deionizada. Estas
minipreparagdes foram entao tratadas com RNAse I-A a 50pg/uL, ficando incubadas por 1
hora a 37°C, e estocadas a -20°C..

P1: GET (glicose anidra 0,92%, EDTA pHS8,0 10mM, Tris 26mM)

P2: NaOH 200mM e SDS1%.

P3 - KoAc 3M pH 5,5 acertado com 4cido acético glacial.

lll. 5.4- Extragcdo de DNA plasmidial em pequena escala em placas de
96 pocos (Miniprep de placa)

Em placas de 96 pocgos, propria para crescimento de bactérias, adicionou-se ImL de
meio Circle Grow com o antibidtico desejado. O indculo das bactérias foi coletado das
placas de estoque de glicerol ou de uma colonia de bacterias, e depositado em placas de
cultivo (Mega Titer Plate) contendo o meio de cultura com o antibiotico,. Estas foram
seladas com adesivos (“Adhesive Plate Sealer” — AB Gene e “Adhesive Sealing Films for
Microplates” — Simport). Com agulha flambada, um furo foi feito em cima de cada pogo,
para aeracao das bactérias. A placa foi levada a uma incubadora horizontal com agitacao, a
37°C, por um periodo de aproximadamente 20 horas. Em seguida foi centrifugada por 6

minutos a 2.000g (Centrifuga “Universal 30 F”, Rotor “1422” — Hettich Zentrifugen). O
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adesivo foi removido e o sobrenadante descartado, a placa foi invertida sobre papel
absorvente por 5 minutos. Adicionou-se 240uL de GTE em cada poco, utilizando-se
micropipetador multicanal Finnpipette. A placa foi selada com adesivo e levada ao agitador
de tubos por 2 minutos. Foi centrifugada por 6 minutos a 2.000g, e o sobrenadante foi
descartado, a placa foi invertida sobre papel absorvente por 5 minutos. Adicionou-se 80uL
de GTE em cada pogo. A placa foi selada novamente e levada ao agitador de tubos, para
ressuspender o precipitado. Foram adicionados 2,5uL de RNase a 10mg/mL (RNase A —
USB - fonte: pancreas bovino) em cada poco da placa de polipropileno de 96 pogos com
fundo em “U” (Costar). Transferiu-se 60ul. da suspensdo de células para cada pogo
contendo RNase. Em seguida adicionou-se a cada pogo 60uL de uma solucao de NaOH
0,2N 1% SDS em agua deionizada. A placa foi selada com adesivo, invertida 10 vezes para
homogeneizacdo, e deixada a temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionou-se entdo, a
cada pogo, 60uL de uma solugao de KoAc 3M gelada. Novamente a placa foi selada com
adesivos, invertida 10 vezes e deixada a temperatura ambiente por 10 minutos. O adesivo
foi removido, e a placa levada a estufa a 90°C. Apo6s 30 minutos, foi colocada no gelo por
10 minutos. Foi centrifugada por 4 minutos a 2.000g, temperatura ambiente. Todo o
volume de cada pogo (180uL), foi transferido para uma placa de 96 pogos (“MultiScreen
Filter Plate” (cod. MAGVN 22-5) — Millipore), previamente fixada no topo da placa de
polipropileno de 96 pogos com fundo em “V” (Costar), de maneira que os pogos ficassem
alinhados. Centrifugando-se este conjunto, o precipitado ficou retido nas placas Millipore,
enquanto a fase aquosa contendo o DNA foi filtrada para as placas com fundo em “V”.
Adicionou-se, entdo, 110uL de isopropanol gelado a cada pogo contendo o filtrado. A placa

foi selada com adesivo, invertidas por 15 vezes, e centrifugada a 2.000g por 45 minutos a
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temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado, e a placa invertida sobre papel
absorvente. Adicionou-se 200uL de etanol 70% gelado a cada pogo. A placa foi
centrifugada a 2.000g por 10 minutos, a temperatura ambiente, e vertida sobre papel
absorvente para remover-se o sobrenadante. Para secar, a placa foi colocada em estufa a
37°C por 30 minutos. O DNA precipitado no fundo das placas foi ressuspendido em 80uL
de 4gua deionizada. A manipulagdo de bactérias foi realizada em fluxo laminar.

GTE - 23mL de Glicose Anidra 20%; 10mL de EDTA 0,5M pHS,0; 13mL de Tris-

HCI IM pH 7,0; agua deionizada para completar um volume de 500mL.

lll. 5.5 - Extracdo de DNA plasmidial em escala média (Midiprep)

A extragdo de DNA plasmidial em escala media foi feita usando o Qifilter Plasmid

Midi and Maxi Kits (Quiagen Cat#12243) seguindo as especificacdes do fabricante.

lll. 6- Procedimentos gerais de manipulagédo de DNA
Ill. 6.1- Amplificagao de fragmentos por PCR

Para as reagdes de PCR utilizou-se: 300ng de DNA gendmico, dgua destilada,
ultrafiltrada e autoclavada, tampao de PCR 1X, 1,5mM MgCl,, 10mM de dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 10uM de cada iniciador ¢ Taq Polymerase Recombinan”
(Invitrogen Brasil Cat#11615-010). Sempre foi feito um controle negativo contendo todos
os reagentes menos a amostra de DNA, para garantir a auséncia de qualquer tipo de
contaminacdo. Todas as reagdes foram feitas em um termociclador “Gene Amp PCR Sytem

2400 “(Applied Biosystem, Foster City, Califérnia), conforme com o ciclo da figura 7.
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Figura 7- Ciclo de PCR utilizados nas amplificacdes.

lll. 6.2- Purificacao de fragmentos de DNA

A purificacdo de fragmentos de DNA foi feita através de colunas de purificacdo
“GFX™ PCR and GEL BAND PURIFICATION “(Amersham Bioscences Cat# 27-9602-

01).

lll. 6.3- Ligacao de fragmentos de DNA

Os fragmentos originados em reacdes de amplificagdo por PCR com Taq DNA
Polymerase Recombinant (Invitrogen Brazil Cat#11615-010) foram clonados no vetor
pGEM, utilizando-se a enzima de ligacdo e demais reagentes fornecidos pela empresa
Promega. Para a realiza¢dao dos ensaios de ligacdo, foi utilizada a proporcao inserto: vetor
3:1. Quando a eficiéncia de transformagdo ndo se apresentou adequada outras proporgdes

foram testadas (1:1 e 1:3).

lll. 6.4- Determinacdo da seqUéncia de nucleotideos de uma molécula
de DNA

O principio do seqiienciamento automatico de nucleotideos ¢ a incorporagdo de
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nucleotideos marcados com moléculas fluorescentes aos fragmentos de DNA de interesse.
O seqlienciador automatico identifica a seqiiéncia de bases do fragmento de DNA através
do reconhecimento das moléculas de fluorescéncia. Esta incorporagdo de nucleotideos
marcados ¢ feita através de uma rea¢ao de PCR

As amostras de DNA utilizadas em reagdes de seqiienciamento de nucleotideos

foram provenientes de extragdes de DNA plasmidial em pequena ou média escala (itens
11.5.2 e I11.5.3).
Cada reagdo inclui: 100-200ng de DNA, 5uM do respectivo iniciador, 2ul. de BigDye ™
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Ready Kit (Applied Biosystem Part#4336919), e agua
deionizada para completar um volume final de 10uL. O “kit” ¢ composto por uma mistura
pronta de reagentes que contém: dNTPs, dideoxinucleosideos (ddNTPs) com marcadores
fluorescentes, tampao, cloreto de magnésio e a enzima 7aq polimerase.

Os tubos ou placas de seqiienciamento foram levados para o termociclador “PTC
100™ Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Inc.), passando pelo termociclo
que consistiu de: 3 minutos a 96°C, 25 vezes a repeticdo da seguinte sequéncia: 96°C por
10 segundos, 48°C por 20 segundos, 60°C por 4 minutos. O DNA marcado com as
moléculas fluorescentes foi entdo precipitado. Para a precipitacdo, adicionou-se a cada
reacdo 100uL de isopropanol 65% e agitaram-se os tubos ou placas no “vortex”. Os
mesmos foram deixados por 20 minutos em temperatura ambiente, € em seguida
centrifugados a 2.000g por 50 minutos, temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado vertendo-se os tubos ou placas sobre papel absorvente. Em seguida foi realizada
uma lavagen do precipitado com 150uL de etanol 60%, e centrifugacdo a 2000g por 10

minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado vertendo-se os tubos ou
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placas sobre papel absorvente. Os mesmos foram levados a estufa a 37°C por 15 minutos,
para que o etanol secasse completamente. Os DNAs marcados foram ressuspendidos em
10uL de formamida (“Hi-Di Formamide” P/N 4311320 — Perkin Elmer Biosystems),
desnaturados, ficando por 4 minutos a 96°C, e deixados no gelo por 10 minutos. Logo as
amostras foram colocadas para sequenciar no aparelho “3700 Genetic Analyser” ou “3100
Genetic Analyser” - ABI PRISM. Os eletroferogramas das sequéncias foram visualizados
no programa Sequencing Analysis 3.4 (ABI PRISM).

Os clones foram seqiienciados em ambas as dire¢cdes. Todas as seqiiéncias
consensos foram geradas com uma qualidade Phred maior que 20. Os clones foram
montados com o pacote Phred/Phrap/Consed (Gordon et al. 1998; Gordon et al. 2001,

Ewing et al. 1998) com uma taxa de erro final de 1bp a cada 10kb.

lll. 6.5- Hidrdlises de DNA com endonucleases de restricéo

Para os ensaios de hidrolise de DNA foi usada a propor¢ao de 1 unidade de enzima
de restri¢ao para cada micrograma de DNA plasmidial e 10 unidades para cada micrograma
de DNA genomico. As condigdes de reagdo foram determinadas de acordo com as

indicagdoes do fabricante. As endonucleases utilizadas foram: EcoRI e BamHI (New

England Biolabs).

lll. 6.6- Transferéncia alcalina de DNA para membrana e Southern Blot

A passagem de DNA de um gel de agarose para uma membrana foi realizada através

do processo de transferéncia alcalina.
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Ap6s uma eletroforese o gel foi mantido em uma solu¢do de hidrélise por 10
minutos sob agitacdo. Depois foi lavado em dgua ultrafiltrada e imediatamente mantido em
uma solu¢do de desnaturagdo por 30 minutos. Logo, foi colocado no aparelho de
transferéncia com uma membrana de nylon (GeneScreenPlus® Cat# NEF988 Perkin
Elmer). Em cima da membrana foi montada uma coluna de cerca de 10cm, constituida de
papel de filtro e toalha, permitindo a transferéncia por capilaridade da solugdo de
desnaturagdo. A coluna de papel foi compactada usando um bloco de 500gr e o processo de
transferéncia durou 16-18 horas. Ao final a membrana foi mantida na solucdo de
neutralizacdo por 15 minutos e posteriormente deixada secar a temperatura ambiente pelo
tempo necessario.

Hidrolise: HCL (0,25N): preparado na hora ou utilizacdo méaxima de 10 dias.

Desnaturacao: NaOH (0,4N): preparado na hora ou utilizacdo maxima de 10 dias.

Neutralizagao: SSC 2X

As solucdes sdao preparadas no momento de serem utilizadas a partir das solugdes

estoque descritas no item I11.3.1.

lll. 6.7- Marcacgao radiativa de fragmentos de DNA utilizadas como

sondas

As sondas foram preparadas através de amplificagdo por PCR (item II1.6.1) dos
fragmentos escolhidos dos plasmideos correspondentes. Posteriormente foram purificadas
segundo o procedimento do item I11.6.2.

A incorporagdo de (a-"2P) dCTP foi realizada com Random Primers DNA Labelling

Sytem (Invitrogen Cat#18187-013), seguindo as instru¢des do fabricante. Ap6s da marcacao
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foi adicionado DNA de esperma de salmao a sonda, para que ficasse a uma concentragdo de
100pg/mL na solugdo de hibridagdo. Antes de ser adicionada, a sonda foi desnaturada
colocando-se o tubo da reacdo a 94°C por 4 minutos e posteriormente em gelo por 3

minutos.

lll. 6.8- Hibridagcdo molecular, lavagem e exposicao da membrana

A membrana foi incubada em 10mL de solu¢ao de hibridagao a 65°C por 4 horas.
Ap0s esse tempo a solugdo de hibridagdo foi trocada por uma nova e a sonda foi adicionada
continuando com a incubagdo por mais 24 horas.

Solugdo de hibridagao: SDS 1%, NaCL 1M, Dextran (Dextran Sulfate Sodium Salt
from Leuconostoc spp.) 10%.

Foram efetuadas quatro lavagens de 30 minutos nas membranas. De acordo com as
exigéncias e necessidades dos experimentos foram feitas de duas maneiras diferentes:
utilizando uma mesma solu¢do I (condi¢cdes menos adstringentes) ou fazendo as primeiras
duas lavagens com a solu¢do I e as duas seguintes com a solugdo II (condi¢cdes mais
adstringentes).

Solugdo I: SSC 0,5X, SDS 0,1%.

Solugdo II: SSC 0,1X, SDS 0,1%.

Apos as lavagens, as membranas foram acondicionadas em chassis contendo filmes
de raios-X (Kodak), e ficaram mantidas a -70°C pelo tempo necessario para a impressao do
filme. A revelagdo do filme foi feita em tanque de revelacdo em sala escura, utilizando

revelador e fixador Kodak.
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lll. 7- Analises da diversidade das sequéncias

A identidade das seqiiéncias obtidas foi confirmada por BLAST (National Center
for Biotechnology Information, NCBI, Bethesda, Md) (Altschul et al. 1990). As seqiiéncias
consensos foram alinhadas usando o programa CLUSTAL W multiple-alignment (version
1.5) (Thompson et al. 1994) e ajustes manuais foram feitos quando necessario no programa

Bioedit version 7.0.5.3 (Hall, 1999).

lll. 7.1 - Divergéncias das sequéncias

A divergéncia das seqiiéncias previamente alinhadas foi estimada usando o
programa Dnasp version 4.10.9 (Rozas and Rozas, 1999). O programa permite determinar
diversos parametros entre seqiliéncias, entre os quais se encontra a diversidade de
nucleotideos o parametro Pi (m), que representa a media do niimero de nucleotideos
diferentes em cada posi¢ao do alinhamento. O modelo da substituigao utilizado foi o Jukes-

Cantor (Jukes and Cantor 1969) onde todas as substitui¢des tém a mesma taxa.

lll. 7.2 - Analises das rela¢des entre as sequéncias usando métodos
filogenéticos.

O programa PAUP (Swofford, 1993) foi utilizado para analisar filogeneticamente as
seqiiéncias geradas, usando o método de distancia com o modelo Kimura 2-pardmetros. A
sustentagdo para grupos foi avaliada com 1.000 réplicas de boostrap.

A identidade de nucleotideos entre todos os pares de seqiiéncias (pair-wise) foi

calculada com Strecher da EMBOSS (Rice, 2000).
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lll. 7.3.- Analises das relagdes entre as sequéncias usando o
programa NETWORK

Para a andlise em rede, as seqliéncias obtidas foram alinhadas usando DNA
Alignment 1.1.21 software e analisadas usando o programa NETWORK 4.2.0.1 e median-
Jjoining (Bandelt, 1999) com os parametros default. Ambos os programas estdo disponiveis

no site: http:/www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm.

O NETWORK ¢ um programa desenvolvido para reconstruir arvores filogenéticas

parcimoniosas calculando distancias entre seqiiéncias.

O NETWORK aceita seqiiéncias alinhadas em um formato determinado, o mesmo
pode ser gerado manualmente ou usando o programa “Fluxus commercial DNA
alignment”. Este programa, utilizada um algoritmo que alinha as seqiliéncias completas sem
penalizar os gaps, comparando as com uma seqiiéncia referencia escolhida arbitrariamente.
Normalmente a seqiiéncia referéncia ¢ escolhida do mesmo grupo de seqiiéncias a serem

alinhadas.

Foram analisadas 197 seqiiéncias geradas neste estudo provenientes de espécies de
Solanum, 116 seqliéncias provenientes de espécies de Lycopersicon e 140 seqiliéncias,

provenientes de espécies de Nicotiana.

Os numeros de acesso no “GenBank” sdo:, [GenBank: EF620567-EF620763] para
as espécies de Solanum, [GenBank: AJ227998-AJ228137] para as espécies de Nicotiana,
[GenBank: X13777] para Tntl-94, e para as espécies de Lycopersicon [GenBank:

EF602630-EF602746].
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lll. 8- Determinacdo do numero de copias usando Quantificacao

Absoluta por qPCR.

O numero absoluto de copias foi determinado comparando-se as amostras de DNA
de concentragdo determinada com uma curva padrao utilizando a PCR quantitativo (qPCR).
A curva padrao foi feita com dilui¢des seriadas de um plasmideo contendo a fragmento de
interesse.

Os plasmideos utilizados na curva padrao foram obtidos por extracdo de MidiPrep
(ver item III.5.4), confirmando a presenga do fragmento de interesse por seqlienciamento.
As concentragdes foram cuidadosamente determinadas no Fluordmetro segundo o item
I11.4.3 utilizando uma curva padrdo de Lamda DNA Hind III (Biolabs) e posteriormente
confirmadas em gel de agarose. Foram feitas dilui¢des de 10ng/puL do plasmideo a partir da
solugdo estoque e confirmadas por quantificagdo. A partir destas diluicdes foram
preparadas as diluigdes de trabalho 1,0ng/uL. Uma serie de dilui¢des seriadas a partir da
solugdo de trabalho foram realizadas para produzir: 5x107, 51072, 5x107, 5x10™, 5x107,
5x10° ng/uL do plasmideo recombinante.

As espécies do estudo foram escolhidas por terem os tamanhos de seus genomas ja
determinados (Plant DNA C-value database Royal Botanic Kew Gardens): Nicotiana
tabacum (4.459 Mpb), Lycopersicon peruvianum (1.127 Mpb), Solanum tuberosum (1.715
Mpb) cult. Huinkul e cult. Kennebec, S. chacoense (613 Mpb), S. vernei (784 Mpb) e S.
brevidens (740 Mpb). O DNA foi extraido usando DNeasy®Plant Mini kit (Quiagen Cat
#69104) seguindo as especificacdoes do fabricante, com o intuito de obter DNA de alta

qualidade e livre de possiveis contaminantes e inibidores.
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As reagdes de qPCR para as diluicdes padrao e o DNA das amostras foram feitas no
equipamento 7300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando 12,5uL de
SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems P/N4344463), 6,5 uL de agua ultra
filtrada, 0,5uL de cada iniciador e SuL do DNA (Ing/puL) da amostra. Os parametros e
tempo da corrida, utilizados estdo indicados na figura 8. No caso da determinagdo do
nimero de copias do retrotransposon similares a Tntl, a temperatura de hibridacdo dos
iniciadores foi mudada para 57°C.

A concentracdo ideal dos iniciadores foi determinada testando diferentes
concentracdes. Foi utilizada aquela concentragcdo que produziu o maximo sinal fluorescente
com o DNA das amostras e o correspondente controle negativo sem emissdo de sinal (nao

produz dimeros de iniciadores).

: 10 X |
95°C 1 95°C 95 = 95 °C
10 min. | 45 seq). :W
[ 60 °C : 60 °C
: 1 min. | 30 seq.
curva de dissociacao

Figura 8. Ciclo de qPCR utilizado.

Os iniciadores utilizados para determinar o niimero de copias dos retrotransposons
foram Avi e RT, e para determinar o nimero de LTRs: LTR-F e LTR-R (ver item II1.2.2).
O iniciador Avi foi utilizado para caracterizar todas as familias e grupos dos elementos

similares a Tntl em diferentes espécies de Solanaceae (Vernhettes et al. 1998, Araujo et al.
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2001), e por tanto se considerou adequado na determinacdo do nimero de cdpias. Ja o
iniciador PPT foi desenhado tendo em conta seqiiéncias de Retrosol determinadas neste
trabalho, a seqiiéncia de Tntl-94 (GenBank: X13777] e as seqiiéncias de Retrolycl em
Lycopersicon peruvianum [GenBank: EF602710-EF602734]. Um retrotransposon em um
genoma ao longo do tempo gerard uma populacao de seqiiéncias e como a amplifica¢do por
PCR depende do reconhecimento dos iniciadores o resultado da mesma sera uma amostra
da populagao.

A curva padrao foi produzida determinando a linha de tendéncia da regressao entre os
valores de Cr (valor da fluorescéncia acima do threshold) e o logaritmo do numero de
copias. A curva padrdo € uma curva linear descrita pelos parametros [x = my + b], onde m
representa —[1/log] (eficiéncia da PCR), b ¢ o logaritmo da quantidade do produto
amplificado no threshold dividido pelo logaritmo da eficiéncia da PCR. A eficiéncia da

amplifica¢do por PCR (E) foi calculada segundo a formula (Kubista et al. 2006):

E= lo-l/pendente -1

O numero inicial de copias do plasmideo foi calculado considerando-se a massa e o

tamanho do plasmideo, segundo a formula:

massa de uma copia de plasmideo = [3015 bp (PGEMEASY Vector) + pb do

fragmento] [1,096.10-21g/pb]

O numero de copias do DNA das espécies foi calculado a partir do valor obtido de Cr

e utilizando as quantidades de genomas da tabela 4.
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Tabela 4. Numero de genomas por massa de DNA.

1C pg 1ng 5ng
Nt 4,55 220 1100
Lp 1,15 869 4348
Hu 1,75 571 2857
Ke 1,75 571 2857
chc 0,63 1587 793
vrn 0,80 1250 625
bre 0,76 1316 657

Nt: Nicotiana tabacum, Lp: Lycopersicon peruvianum, Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul, Ke:
S.tuberosum cult. Kennebec, chc: S. chacoense, vin: S. vernei, e bre: S.brevidens. 1C: conteudo
gendmico haploide. Ing: nimero de genomas por Ing de massa gendmica. 5Sng: numeros de

genomas em Sng de massa genomica.

Diversos parametros da qPCR s@o importantes para ter confianga nos resultados da
quantificacdo. Um deles ¢ a eficiéncia de amplificagdo (E). A eficiéncia estd influenciada
por varios fatores incluindo o tamanho do produto amplificado, estrutura secundaria do
mesmo e qualidade dos iniciadores. Um valor de E = 1 (100%) corresponde a uma
inclinagdo da curva padrao de -3,3 e uma amplificagdo (A) de 2 (duplica o nimero de
moléculas em cada ciclo de amplificacdo). Consideraremos razoavel utilizar curvas padrao
com uma inclinagdo que varie entre -2,92 e -3,90 gerando uma E=120% ¢ A= 2.2, ¢ E=
80.5% A=1.8 respectivamente. Outro parametro a ser considerado ¢ o numero de pontos
(diluigdes de plasmideos) que vao definir a curva padrdo, recomenda-se um minimo de
cinco pontos ¢ as quantificagdes das amostras devem estar contidas entre eles. Por ultimo

. . ~ 2
considerar o valor do coeficiente de correlagdao (R”).
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[11.8.1- Normalizac@es utilizando um gene de cOpia Unica

Com o objetivo de ter um controle interno da quantidade de DNA utilizado em cada
experimento, o nimero de copias das amostras foi normalizado utilizando um gene de copia
unica: XPB (Xeroderma Pigmentosum B).

Fragmentos do gene XPB das espécies a quantificar foram amplificados e
confirmados por seqiienciamento. O nimero absoluto de coépias de XPB por PCR em
Tempo Real foi determinado através da curva padrao do plasmideo com o incerto de XPB.

Foram quantificadas as mesmas diluicdes das amostras de DNA utilizadas na
determinacdo do numero de copias de retrotransposons similares a Tntl. Os valores
absolutos do numero de codpias de cada gendtipo foram divididos pelos valores
correspondentes do numero de copias de XPB.

Os valores normalizados podem ser utilizados para comparar as quantidades
relativas em diferentes amostras ou experimentos. Uma manera de fazer esa comparagao ¢
designar uma amostra como calibrador e dividir os valores quantificados por ela para obter
as quantidades relativas. Arbitrariamente o nimero de copias normalizado de S.brevidens
foi escolhido como calibrador por ter o0 menor de nimero de copias (Livak e Schmittgen
2001).

Os coefficientes de variagdo (CV) dos valores normalizados foram determinados

utilizando a seguinte féormula:

— 2 2
Ccv da normalizagéo— \/CVamostm + CWI/XPB

Onde o desvio padrao (S):

S= (CV da normalizag:éo) X (Média normalizada)
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A metodologia da PCR em tempo real foi adaptada do manual: Sequence Detection

Systems, Applied Biosystem, Chemistry Guide. 2003.

[11.9- Isolamento do elemento Retrosol

O DNA da espécie Solanum oplocense, foi extraido usando DNeasy®Plant Mini kit
(Quiagen Cat #69104) seguindo as especificagdes do fabricante, com o intuito de obter
DNA de alta qualidade e livre de possiveis contaminantes e inibidores.

Para a reacdo de PCR utilizou-se: 250ng de DNA gendmico; agua destilada
ultrafiltrada e autoclavada, tampao de PCR A 5X e B 5X, enzima Elongase® Enzyme Mix
(Invitrogen Cat#10480-010), 10mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 10uM de
cada iniciador (O116 e GII-R). Sempre foi feito um controle negativo contendo todos os
reagentes menos a amostra de DNA, para garantir a auséncia de qualquer tipo de
contaminagao.

A reagdo foi feita em um termociclador “Gene Amp PCR Sytem 2400 “(Applied

Biosystem, Foster City, Califérnia), conforme o ciclo da figura 9.

: X I
|
MC 1 94-°C |
' 68°C ! 68°C
30 seg. | 30 seq. [
| 55°C 4 min. ! 5 min.
I
I 30 seq. |

Figura 9. Ciclo PCR utilizado para amplificar Retrosol.
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A purificagdo do fragmento de DNA foi feita através de colunas de purificacao
“GFX™ PCR and GEL BAND PURIFICATION “(Amersham Bioscences Cat#27-9602-
01). O fragmento foi clonado no vetor pMOSB/ue Blunt Ended Cloning Kit (Amersham
Biosciences Cat# RPN5110). O DNA plasmidial foi extraido em escala media usando o
Qifilter Plasmid Midi and Maxi Kits (Quiagen Cat#12243) seguindo as especificacdes do
fabricante. Duas hidrolises totais e duplas foram feitas com lug de DNA plasmidial. A
primeira hidrdlise utilizou 40U das endonucleases Hind III e Pst I e a segunda hidrolise
utilizou 40U das enzimas EcoR 1 e Kpn 1. O produto das hidrolises foi clonado no vetor
pMOSBlue Blunt Ended Cloning Kit (Amersham Biosciences Cat#RPN5110).

As seqiiéncias obtidas foram analisadas no programa Phred/Phrap/Consed (Gordon
et al. 1998, Gordon et al. 2001, Ewin ef al. 1998) e a seqiiéncia consenso foi analisada em
banco de dados (Genebank/NCBI). A qualidade do concenso foi melhorada quando
necessario, clonando e sequenciando fragmentos do clone B9. As seqiiéncias parciais das
LTRs foram alinhadas usando o programa CLUSTAL W multiple-alignment (version 1.5)
(Thompson et al. 1994). A analise evolutiva foi conducida usando o programa MEGA

3.1(Kumar et al. 2004) com o parametro Kimura (Kimura, 1980).
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IV - RESULTADOS

IV. 1- Obtencéo e analise de sequiéncias similares a Tnt1.

IV. 1.1- Amplificacdo e seqienciamento de fragmentos similares a

Tntl em espécies de Solanum

A presenga de seqiiéncias similares a Tntl em vinte e cinco gen6tipos de Solanum
(tabela 1) foi analisada através da amplificagdo por PCR (item III.6.1) utilizando os
iniciadores Avi e OL16 (item III.2.). Os iniciadores delimitam a ultima por¢do da RNAseH,
a regido entre o final da poliproteina e o inicio da LTR na posi¢ao 3’ chamado de Linker,
toda a regido U3 de tamanho variavel, a regido R e uma porcdo da regido US (Figura 10).
DNA extraido de Lycopersicon peruvianum (Lp) foi utilizado como controle positivo da

amplificacdo ja que os iniciadores foram desenhados sobre as seqiiéncias de Retrolycl-1.

| LTR =7 = LTR |

Putative ‘TATA® box

) TATAA
V7 fueeed U3 | R| U5 |
=l =
Bvi OMG

Figura 10. Representacio esquematica do fragmento de retrotransposon amplificado.

LTR: long terminal repeat, caixa listrada grande: regido codificadora, caixa listrada pequena:
RNAseH: ribonuclease H, Linker: regido no codificadora com PPT (polypurine tract), U3: unique
3’RNA, R: repeated RNA, US: unique 5’RNA. Setas: posicdo dos iniciadores utilizados.
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Fragmentos do tamanho esperado (500pb) foram obtidos em todos os gendtipos
como pode ser observado na figura 11. As bandas de tamanho esperado foram purificadas e
clonadas em pGEM-T. Trezentos e dezesete clones foram seqiienciados (tabela 5). O

tamanho do fragmento variou de 400-470 pb.

Ke HuCha Mo Tu bre mga opl scr tar opl

M Lp

500ph

M dds inc cmm ha sat mcd che acl Iph ktz spg ver go

e

300ph

Figura 11. Amplificacdo de fragmentos similares a Tntl em 24 genétipos de Solanum usando

os iniciadores Avi e OL16.

Os nomes dos gendtipos correspondem aos codigos utilizados na tabela 1. M: marcador molecular.

IV. 1.2- Analise da diversidade das sequéncias

A analise das seqiiéncias contra o banco de dados do NCBI confirmou que o total
dos clones apresentava similaridade com Tntl. O novo retrotransposon isolado de Solanum
foi denominado de Retrosol. O alinhamento de nove seqiiéncias de Retrosol, escolhidas em
forma randomica, junto com trés seqiiéncias representativas de Tntl (de Nicotiana) e duas
de Retrolycl (Lycopersicon peruvianum) revelou que a similaridade em nucleotideos se
concentra nas regides RNAseH, R e US5. A regido U3 apresenta as maiores diferengas entre

as seqiiéncias (figura 12).
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Tabela 5. Parametros de variabilidade genética das seqiiéncias similares a Tntl dos genétipos

de Solanum

code Domest. total unique sisebp  =JC 1 11 III premature nostop/cod
bre - 25 13 52% 4567y 0057 13 - 5 1 5
emm | 3 31009  423(5) 0,003 1 2 - - -
chc 1 1 1004 428 - [ - - - -
tar 15 9 oal%  422(x14) 0038 1 8 - -
migsa 17 10 58%  439(x19) 0,171 6 3 1 - -
sat i 6 B3%  440(x4) 0069 4 2 - - -
inf 23 [0 43% 4289y 0055 4 6 - 2 -
dds 1 1 100% 435 - 1 - - 1 -
Iph Vo L 1 100% 436 = 1 - - - -
med I}E""EE"E 2 2 1009  428=11) 0078 1 1 - - -
opl 2 2 100% 419+ - - 2 - 1 5
sCT 12 12 100%  463(x11) 0,132 6 5 1 1 l
gou 3 3 100%  430(x8y 0093 2 1 1 -
ha 19 12 63% 4280y 0240 2 7 S 5
inc 21 [L 52% 4204y 001 29 - 3 -
ktz 158 14 77% 443(+8) 0287 7 = 7 = =
oka 16 T 43%  434(=10y 0273 2 3 2 - -
spe 20 9 45% 4337y 0055 5 4 - 3 -
VI 12 4 27%  429(x9) 0072 2 2 - - -
Ke 8 5 100% 426(x14) 0078 2 6 - - -
Hu W 4 4 1005 421 0o2e - 4 - - -
Cha cutivada 23 17 T4% A424i+7y 0064 7 10 - - =
Mo f 29 [7 58%  423(x6) 0057 6 11 - - -
Tu 17 4 82%  428(=10) 0058 8 6 - - -
acl zilvestre 158 T 38%  419(=19) 0,191 3 3 1 - 4
total 317 197 62% &7 95 15 14 10

Codigo: espécies e cultivares (code). Domesticagdo (Domest.): silvestre ou cultivada. Total:
numero total de seqiiéncias obtidas; unique: nuimero total de seqiiéncias diferentes em
porcentagem, size bp: tamanho médio dos fragmentos em pb, nJC: diversidade de nucleotideos
com a correcdo de Jukes e Cantor's (1969); I, II e III: grupos filogenéticos da figura 13.
premature: seqiiéncias com stop codon prematuro e no stop/cod: sdo seqiiéncias sem stop codon

no dominio RNAseH.

50



Resultados

1n & 0 40 50 1] T &0 a0 o0
anan(aoaallacanlloasalloacalaasalaaanaaanoanallonoallaacalasaalacanoaaaloacalanaalacanaoaalaaasloasal
Tntld CAAGGALCAL-TTCGAGCTATGCALAGAACTTGTCGGCATGCACTCALACTAGALGAC --AGTGCTACCTCCTCTAGATGALT GAGACTGEAGGGEEAG,

{nocsnonnlinooa0ooa000 000 nonolEnoanoonoaoo0anG0
T T T e = o e e G S =Rl R R ot CSnonnoonog
AC,-TG. &b, . .vauuns

S AL C et
JACT-TC.A.. ..
JATT-T. .A....

Y L R

Tul® LACT-T. W& . ws

halé .G.A4G....G..T...T. S FLT. .. AGGA, GATG.A. 4. . .T.
ktz?3 .G.AAG....G..T. . Toe..on. a0 ane e on vo b GR.GATGAR. A, .. ...,
Ktzll G.AAG. .. .G TeeeTerennnnnneennnns voTe o AG. .. TCT. .. A GA.GATGAA. A, .vu....
Tu2 T...4AG

rer3 AG

anan(aoaallacanlloasalloacalaasalaaanaaanoanallonoallaacalasaalacanoaaaloacalanaalacanaoaalaaasloasal
Tntld TTGATGATGTCCAT-CTCATTGALGALGTATTAGGCATGTGCCTAATAAGAGTTTTCTTIGETTTGGTAGCCAACCT-TGTTRAL -

TntlB
TntlC
Retlya ..
RetlyB ..
mCd2§
spy2 ... CAG
Tul® v . CAG
halé . .CCATT.T---TG.C.TCA.CAab. ... GCA.GCAA. T.T. .. TTGT. . GCA. ATTGCARTAGCALCAL
ktz23 ..CCATT.T---T..C.TCA.CAL, .GC.GCA. GCAL. T.T. .. TTGT. . GCA. ATTGCALTAGCA. CAL
ktzll . .CAATTATAAGTGTT.TCA.CA. .. GC.GCA--CCA.T. 4. .. TTAT..C.-—————--~ TT. CARCAL
Tu2 o TG, 5 ... CAG
rer3 .CAG
inc21 .CaG
u3
210 e 250 240 50 260 2 250 290 20
e T e S [ [ (O O P T EPU Y I P I A |
Tntld GGTTGGTAGCCAACCTTGTTGAATTAGTTT--GGTTIGETAGCC-AACCTTGTIGAATTTCTTTGE
TntlE -.C..C..8&G.. alEA S e B e B n(Ee A S AR ia G
TntlC AT.Ci.4.AGATTTGG . CGA.T-G.TT. Boalkse
Retlys &....... AT.T.TAk—---AG, AG. A488CTT. ... T. .G~-..~. . TT.CAdd--G,..GG. &, AGTTGOTALGCTACAALGAAGALARACLAGTTTT
Retlyl TT..T..T..TT.TTG. TRAAGTC. .CAdd-—-- GCT.C. 4. 4-. . AT. CALA--GC. CACC ATTTCTT
.ALGAT.TTA----4.Th.. —-T..G-.4-G.TT. aoos
—-T..G-.4-G.TT. o
Th.G-.4-G.TT. aoos
SGoLAC. . T, . ACAT.C-. 4. GCATGG
G..AC...T...ACAT.C-.4.G.ATGG
[EREy=ri ot LG AGAE, L CA.L.CG, TGGA---
Tu2 AT - AGAT.TTG----..Th. .Ch---—---—- T..G-.T-. foaiion CCAGCTTTC
wverd AT... o Th. . Ch T..G-.T- &..T.. C-AGCTTTC
inc21 AT....-. = Th..Ch T..G-.T- &..T.. C-AG--—-C
U3
210 20 250 240 250 260 270 250 290 400
e T e S [ [ (O O P T EPU Y I P I A |
Tntld -TTTGGTAGCCALCTTTGTT Al ———— TEARALGTETGTETARLT TG~ ————- TCALATATTGTAGGCTTTAGAGGGT GAL GCT—~--
o =GG----C.ACAG. .GT..—————. . e m— === ... SE s A in e e Aol e ol iaects
———————————— TC&C..CAT.C.TCA---4C, == -—-—-&.,&4T.TT..—--
Retlyd TGOCAL.TT.A..G....G. AGAGTAGGTG. G----C. 4. ... G.AGA---&4. .G, .. -—-—--- TT.TT-C.TC.A...CA. 4. TTG. 4. 5. -TAG. ——-
Retlyd T...CAACT&A..TC..AGCA-—-——-——- .GATTTC. ACAT. GGTGA---44. GG. . . BAATCTT. TGTT.C. .. . GATG. CACTG. T. &C. TCA. TAG

LGG.. .
LGG.. .
LGG.. .

WCh. . G.AGA---A4...4..-
ZCh..G.AGA---AG...4.
ZCh..G.AGA---RAC. ...

ZTh..—--

Tu2 C.CAARAGT.A..TG...
ver3 C.CARAAGT.A..TG...
inc21 C.CAARAGT.A..TG...

3
4110 0 420 240 450 460 470 51 490
T T T T T T S EY N I [N I
Tntld TTGGC-TATALLAG--GAGAGCTTCA ACTCTCATTTCTACACACCAACA. —-AAGAGAGAAAGAAAGAGTGA
TntlE
TntlC —-GLCAk.

Retlys GTATCTE. . . GTh. .
RetlyE GAGTAGL. . . =TG. .
mcd28  GTACTTG. . LATG. .
Spy2  GCACTTG.. LATG. .
Tul?  GCACTTG. . LATG. .

-.G..TAT.TA. GRAAATAGT-CTGTGA. . . 4. . . T.G..T....
—-—.GG. TAT. TA, GARAATAGT-CTGTGA, « o b W ToGua Tawas
—--.GG. TAT.TA. GAAAATAGT-CTGTGA. . . 4. . . T.G..T....

halé TCACAGAGE.AG-

ktz23 TCACAGAGA.AG-..A...TATTT.
ktzll TCACAGAGAL.AG-..A...TATTT.
Tu2 CCATTTG. . AT. -
verd GCATTTG..CT.-
inc21 GCATTTG..CT.-

- TGTGAGGTT.TC.
AGCTGTGAGETT. TC.
- AGCTGTGAGGTT. TC.
LGE L

u3 R us

51



Resultados

Pagina anterior.

Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias parciais de Retrosol clonadas.

Foram incluidas seqiiéncias representativas de TntlA, B ¢ C; RetrolyclA ¢ B (RetlyA e B); e 6
seqiiéncias de Retrosol (negritas). Regides sublinhadas indicam: RNAseH: ribonuclease H, Linker:
regido no codificadora com PPT (polypurine tract), U3: unique 3’RNA, R: repeated RNA, US:
unique 5’'RNA e TATA.

As seqliéncias redundantes obtidas nos gendtipos ndo foram consideradas nas
analises posteriores porque nao ¢ possivel saber se elas pertencem a copias diferentes do
elemento ou nao (tabela 5). Poucas seqii€ncias apresentaram um stop codon prematuro ou
nenhum stop codon na regiao codificante. Como nenhum dos genétipos em estudo, tem seu
genoma caracterizado, ndo € possivel assegurar que a populacao de seqiiéncias amplificadas
representa a diversidade realmente existente. Entretanto, esta aproximagdo parece
apropriada para estudar a evolucdo da sub-familia deste elemento como foi previamente
usada na caracterizagdo das subfamilias Tntl e Retrolycl (Vernhettes et al. 1998, Aratjo et

al. 2001).

Foi calculada a diversidade das seqiiéncias (nJC) do fragmento completo dentro de
cada gendtipo. Os indices variam de 0,026 até 0,287 e permite classificar os gendtipos em
trés classes (tabela 5). Os genotipos com maior diversidade (nJC maior ou igual a 0,2) sdao
S. hannemanii, S. kurtzianum e S. okadae. A segunda classe inclui S. acaule, S.
megistacrolobum e S. x sucrense, com um indice de diversidade entre 0,1 e 0,2. A terceira
classe agrupa o resto dos gendtipos com wJC menor que 0,1. As batatas cultivadas (S.
tuberosum cultivar Huinkul e Kennebec, e as subsp. andigenum cult. Moradita, Chacarera e

Tuni) foram as que apresentaram seqiiéncias menos diversas.
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IV. 1.2.1- Relacdes filogenéticas das seqiiéncias similares a Tntl

A diversidade do elemento Retrosol em todos os genoétipos foi estudado através de
uma analise filogenética. As 197 seqiliéncias unicas amplificadas junto com representantes
de Tntl A, B, C e Retrolycl A e B foram alinhadas e comparadas utilizando o método de
distancia. Trés grupos foram obtidos com um bootstrap de 98%. (figura 13). O grupo I
possui 87 seqiiéncias incluindo tanto espécies silvestres quanto cultivadas e as 15
seqiliéncias pertencentes a S. brevidens (Tabela 5). A identidade de nucleotideos entre as
seqiiéncias varia entre 80-90 %. O grupo II tem 95 seqiliéncias pertencentes a espécies
silvestres e cultivadas com uma identidade de nucleotideos maior a 90 % entre as
seqiiéncias. O grupo III possui 15 seqiiéncias pertencentes a seis espécies silvestres: S.
acaule, S. hannemanni, S. kurtzianum, S. okadae ¢ S. x sucrense (tabela 5) com uma
variabilidade de nucleotideo entre 60-95 %, entretanto o grupo IIl apresenta uma alta

variabilidade e ndo pode ser considerado como um grupo homogéneo.

O indice de JC calculado para o total de seqiiéncias tinicas de Retrosol foi de 0,087
+ 0,0000571. Considerando os grupos previamente descritos, a variabilidade ¢ menor para
as seqiiéncias do grupo II (0,030 £ 0,0000016) e para o grupo I 0,063 = 0,0000035. O grupo
IIT apresentou o maior valor (0,220 £+ 0,000948) provavelmente representando mais de um

grupo de seqiiéncias relacionadas.

Foi realizada uma analise da diversidade de nucleotideos considerando cada
dominio do fragmento amplificado separadamente. A andlise foi realizada para todas as
seqiiéncias juntas e para cada grupo obtido da figura 13. A regido U3 foi a mais variavel na

analise do total de seqiiéncias (figura 14). Porém quando a diversidade foi analisada em
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cada grupo, o grupo II apresentou a regido U3 menos diversa comparada com o resto dos

grupos.
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Figura 13. Analise filogenética da familia Tnt1 em Solanaceae.

A andlise filogenética foi feita com 197 seqiiéncias amplificadas de diferentes espécies de Solanum.
As espécies estdo indicadas pelo codigo indicado na tabela 2 e diferentes clones estdo indicados
pelos nameros. Foram incluidos representantes de Tntl A, B e C, e Retrolycl A e B. As seqiiéncias
alinhadas abrangem o dominio da RNAseH, o Linker, a U3, R e parte da regido U5. C seguido de

um nimero indica o grupo de clones indicado entre chaves.
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Figura 14. Divergéncia das seqiiéncias ao longo do fragmento amplificado.

Os valores no eixo x correspondem a posi¢do dos nucleotideos no fragmento amplificado. Os
valores no eixo y indicam a diversidade de nucleotideos m, a porcentagem de divergéncia de
nucleotideos relativa ao nimero de bases informativas foi calculado usando uma janela de 10 pb e
uma base como step, pelo programa DnaSp. A posicdo do TATA box e a regido U3 estdo indicados.
A: andlise para o total das seqiiéncias amplificadas (All). B:analise para cada grupo da figura 13
separadamente (I: grupo I; II: grupo II; III: grupo IIL.) (os alinhamentos foram realizados sem

considerar os gaps).
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Os grupos derivados da analise filogenética foram relacionados com as espécies, o
lugar de coleta e a altura sobre o nivel do mar onde os acessos foram coletados. Nenhuma
associacdo em particular foi observada (figura 15 ¢ 16A e B), exceto o aparecimento de

LTRs do grupo III acima de 1500m sobre nivel do mar.
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Figura 15. Esquema representando as localizaces geograficas dos acessos das espécies e o

numero de seqiiéncias dos grupos filogenéticos.

Os numeros indicam nimero de seqiiéncias obtidas. Provincias da Argentina: Salta, Tucuman, La
Rioja, Neuquén, Jujuy, Catamarca, Entre Rios. Cédigos dos gendtipos: Ke-Solanum tuberosum var
Kennebec, Cha-S.t.ssp.andigena  var.Chacarera, Mo-S.t.ssp.andigena  var.Moradita, Tu-
S.t.ssp.andigena var.Tuni, bre-S.brevidens, acl-S.acaule, chc-S.chacoense, cmm-S.commersonii ssp
malmeanum, dds-S.xdoddsii, go-S.gourlayi, ha-S.hannemanii, ifd-S.infundibuliforme, inc-

S.incamayoense,  ktz-S.kurtzianum, Iph-S.leptophyes,  mga-S.megistacrolubom,  mcd-
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S.microdontum, oka-S.okadae, opl-S.oplosence, sat-S.sanctae-rosae, spg-S.spegazzinii, scr-

S.xsucrense, tar-S.tarijense, vrn-S.vernei.
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Figura 16. Distribuicio dos grupos filogenéticos por genétipos e a altura sobre o nivel do mar

do acesso.

A. Distribui¢do do numero de seqiiéncias dos grupos filogenéticos por genétipo. B. Altura sobre o
nivel do mar do acesso utilizado (triangulo) e distribui¢ao em altura da espécie na natureza. Codigos

dos gendtipos: estdo detalhados na figura anterior.

IV. 1.2.2- Anadlises das regifes U3 de Retrosol

Analisando o alinhamento das regides U3 dos grupos I e II de Retrosol, foi
constatada a existéncia de lacunas sem seqiiéncias chamadas gaps ou delegdes. As delecdes

estavam na sua maioria flanqueadas por repeticdes de poucas bases na mesma direcao
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(tabela 6) (figura 17). O tamanho das dele¢des variou entre uma e 79 pb, mas a média foi de
21pb sem levar em consideracdo as delecdes de uma base. O numero de bases nas
duplicagdes também ¢ variavel. Estas dele¢oes flanqueadas por duplicagdes sdo um indicio
da perda de DNA dos elementos por recombinagdo ilegitima. O grupo III ndo foi

considerado por ndo ser um grupo homogéneo.

Tabela 6- Associagio de delecOes e duplicacdes diretas

N° N° pb da Grupos N°de bases repet. N°de seq. com Delecdes
delecao 1 essa delecao flang.por
DRs
1 4 I 2 (CT) 175 [S
2 2 I - 3 N
3 7 [ 2 (CT) 1 S
4 8 I 3 (GGT) 3 S
5 11 1] 3 (AAA) 95 S
6 10 [ 4 (TTGG) 47 S
7 12 I/ 5 (GATTT) 95 S
8 20 1] 2 (TC) 95 S
9 2 1 1 (A) 194 S
10 15 I 6(AAAGAA) 190 S
11 79 I 2 (TC) 1 S
12 2 11 2 (AA) 192 S
13 7 I 1(A) 2 S
14 9 I 1(A) 4 S
15 2 I 1(G) 1 S
16 2 I 2 (AG) 13 S
17 4 I 2 (TC) 1 S
18 2 I - 12 N
19 1 I 2 (AA) 78 S
20 3 11 3 (AAA) 178 S
21 16 I 3 (AAA) 1 S
22 1 11l 1(A) 75 S
23 3 I 1 (T) 1 S
24 2 | 2 (G) 3 S

N°mnumero da delegdao. N° pb da dele¢do: nimero de pares de bases da delecdo. N° de bases nas
repet.: numero de bases nas repetigoes. N° de seq. com essa delegdo: nimero de seqiiéncias com
essa delegdo. Delegoes flang. por DRs: delegdes flanqueadas por duplicagdes repetidas. N: auséncia.

S: presenca. grupos I/Il: grupos filogenéticos da figura 13.
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Figura 17. Alinhamento da regiiio U3 de seqiiéncias de Retrosol.

As seqiiéncias completas foram alinhadas usando Clustal W e a regido da LTR foi extraida e editada
manualmente com Bioedit. Os tracos indicam dele¢des. Caixas cinza: duplica¢des repetidas nos
limites das dele¢des. Bases sublinhadas:bases das duplicagdes repetidas remanescentes. (1-12):

regides U3 de 12 seqiiéncias diferentes de Retrosol. 1-6: grupo I. 7-12: grupo II.

IV. 1.2.3 - Andlise da regido RNAseH com NETWORK

As andlises do NETWORK foram projetadas para investigar as conexodes entre
seqiiéncias relacionadas, permitindo a identificagdo de nds ancestrais persistentes, ligagoes

multiplas e redes, que nao sdo resolvidas ao aplicar um programa filogenético
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convencional. No NETWORK, as seqiiéncias idénticas mais representadas, nomeadas o ou
cOpia mestre, ocupam uma posi¢do central na rede com os numeros mais elevados de
conexodes sugerindo que a seqiiéncia forma parte de um elemento ativo. Esta aproximacao ¢
baseada no principio da parcimonia, que conecta séries de dados com o nimero minimo de

etapas evolutivas. As redes resultam de recombinagdes e/ou homoplasia.

Considerando a familia Tntl nos géneros Solanum, Lycopersicon e Nicotiana como
uma populagdo de seqiiéncias com um antepassado comum, uma analise NETWORK foi
realizada com o intuito de testar a hipdtese da existéncia de uma seqiiéncia comum o ou
mestre na familia Tntl. Os 53 nucleotideos que correspondem a tltima por¢do do dominio
da RNAseH de um total de 453 seqiiéncias similares a Tntl (197 seqiiéncias de Retrosol
relatadas neste estudo, 140 seqiiéncias de Tntl caracterizadas em 7 espécies de Nicotiana e
116 seqiiéncias de Retrolycl de 4 espécies de Lycopersicon) foram usadas na analise.
Primeiramente as seqii€éncias foram alinhadas utilizando o programa DNA Alignment 1.1.21
software (anexo 1) e logo analisadas com o programa NETWORK 4.2.0.1. A rede
resultante (figura 18) revelou que Tntl, Retrolycl e Retrosol ndo compartilharam nenhuma
seqiiéncia de RNAseH, o que foi revelado pela auséncia de nos compartilhados. Espécies

diferentes dentro de cada género podem ou nao compartilhar uma determinada seqiiéncia o.

Nas seqiiéncias de Retrosol, o n6 original o observado (al) representa 25.5% de
todas as seqiiéncias de Retrosol e abrange as espécies: S. hannemanii, S. incamayoense, S.
infundibuliforme, S. microdontum, S. megistacrolobum, S. okadae, S. sanctarosae, S.
spegazzinii, S. tarijense, S. x sucrense, S. x vernei e todos os cultivares de S. tuberosum.
Vale a pena mencionar que 46 das 50 seqiiéncias al pertencem ao grupo II, que foi o grupo

filogenético menos diverso. Além disso, dentro do grupo al foi possivel identificar U3
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idénticas que pertencem a espécies e cultivares diferentes. Um total de 13 seqiiéncias nao
redundante de S. brevidens sdo conectadas com a seqiiéncia o da rede através da mudanca
de um nucleotideo. Nenhumas das seqiiéncias que pertencem ao grupo III aparecem no
conjunto al. As seqliéncias do grupo III estdo situadas em uma posicdo mais afastada da
rede sugerindo um relacionamento mais distante com a seqiiéncia o € provavelmente nao

foram originadas de al.

As seqiiéncias Tntl originaram-se de dois nds a.: a2 com 24% (34 seqiiéncias) e a3
com 12% (17 seqiiéncias) das seqiiéncias (figura 18 B). As seqiiéncias a2 pertencem a:
Nicotiana tabacum, N. debneyi, N. benthamiana, N. plumbaginifolia, N. sylvestris,
abrangendo as trés subfamilias Tntl (A, B e C). a3 reune seqiiéncias de N.tabacum, N.
glauca, N. debneyi, N. benthamiana, N. plumbaginifolia, N. sylvestris, agrupando as
subfamilias Tntl A e C. E interessante ressaltar que Tnt1-94, para o qual foi demonstrada

atividade transpositional, agrupa no n6 o3.

Retrolycl mostrou trés nos o diferentes: a4 com 18.9% (22 seqiiéncias), a5 com
17% (20 seqiiéncias) e a6 com 13% (15 seqiiéncias) das seqiiéncias Retrolycl (figura 18
B). a4 inclui seqliéncias de Lycopersicon pimpinellifolium e de L. esculentum, todas as
seqiiéncias da subfamilia Retrolycl B. a5 tem seqiiéncias pertencentes a L. peruvianum e a
subfamilia Retrolycl A, enquanto a6 possui 14 seqiiéncias que pertencem a L. peruvianum,
e somente uma a L. hirsutum . U3 idénticas de Retrolycl A foram compartilhados por

espécies diferentes no né o4

Outros nds com numeros diferentes de seqiiéncias estdo conectados com os nds al,

a2, a3, a4, a5 e a6 centrais, sugerindo que estes membros poderiam ser ativos e poderiam
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contribuir a expansao de cada elemento dentro do seu género correspondente (figura 18 B).
A rede nao mostrou nenhum excesso de reticulacdes multidimensionais e por conseqiiéncia

existe uma homoplasia insignificante.

1 substivation
1 sequence

1 substitution
1 sequence type

[=]

Figura 18. Median-joining Networks da regido codificante RNAseH.

A rede foi construida usando 453 seqii€ncias da familia Tntl. Os circulos denotam tipos de
seqiiéncias: circulos amarelos sdo seqiiéncias de Retrosol, circulos azuis sdo seqiiéncias de Tntl, e
circulos vermelhos denotam seqiiéncias de Retrolycl (A). O tamanho do circulo € proporcional ao
numero de seqiliéncias que abrange. As linhas denotam substitui¢cdes. Os nods reconstruidos sdo
identificados como circulos pretos; sdo ausentes na série de dados porque nao foram amostrados ou
estdo extintos na populacdo de seqiiéncias. (B) Detalhe da rede de median-joining da regido
RNAseH. Os rétulos nos nds ilustram a nomenclatura usada na seqiiéncia mestre original de cada
género, chamada a: al € a cdpia mestre de Retrosol, a2 e a3 sdo de Tntl e a4, a5 e a6 sdo de

Retrolycl.
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V. 1.2.4 - Distribuicdo do retrotransposon Retrosol

Foi estudado o padrio de distribui¢do do elemento Retrosol por Southern blot
utilizando como sondas a regido codificante (RNAseH) e as regides U3 dos grupos I e II
caracterizados na secgdo IV.1.2.1. O DNA genomico dos 24 gendtipos de Solanum, mais
Lycopersicon peruvianum e Oryza sativa (arroz), foram submetidas a hidrolise enzimatica
pela endonuclease de restricdo EcoRlI e transferidos a uma membrana. As sondas utilizadas
na hibridagdo provieram de amplificagcdes por PCR dos plasmideos com os fragmentos de
interesse, € sua posterior purificagdo. A sonda da regido codificante RNAseH junto com o
Linker foi obtida usando os iniciadores Avi ¢ PTT com um tamanho de 119pb. O padrio de
hibridagdo usando esta sonda foi correlacionado com o de um elemento inteiro, ja que
possui uma porcao da regido codificante. As sondas das regides U3 dos grupos I e II, foram
obtidas usando os iniciadores GI-F e GI-R com um tamanho de fragmento de 177pb e os
iniciadores GII-F e GII-R com um tamanho de 158pb, respectivamente. Os iniciadores dos
grupos I e II sdo especificos para cada grupo. O padrao de hibridagao do grupo III ndo foi
determinado devido a impossibilidade de desenhar iniciadores para o conjunto de
seqiiéncias correspondentes ao grupo como um todo dada sua diversidade. Como ja foi

mencionado o grupo III é heterogéneo.

Analisando as auto-radiografias do padrao de hibridagdo da sonda da regido
codificante (RNAseH) pode ser observado que o elemento Retrosol ¢ especifico de
Solanaceae ja que ndo se observa sinal na graminea arroz. Lycopersicon peruvianum
mostra um sinal de hibridagdo mais intensa que as das espécies do género Solanum
mostrando alta similaridade na regido codificante entre os elementos Retrolycl e Retrosol.

Comparando as espécies de Solanum, o padrao de hibridacdo ¢ heterogéneo, e nehuma
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relacdo foi possivel de estabelecer a respeito do caracter cultivado ou silvestre das espécies,
nem a respeito das diferentes ploidias ou relagdes filogenéticas (tabela 1) (figura 19). A
espécie S. brevidens (ndo produz tubérculos) apresenta poucas copias a respeito da regido

codificante e dos grupos I (dados ndo mostrados) ou II (figura 19).

Oz Lp Ke Cha Mo Tu bre acl che omm dds go ha ifd - Oz Lpinc kz Iph moa med oka opl sat spg scr tar win

Skb

Ak
kb

Mo Tu bre ud&mrmi:hgu@ifd 0= Lpinc Mz Iph mga mcd oka opl sat spg scr tar vin

U3 Grupo Il

Figura 19. Analise por hibridacio molecular do polimorfismo existente entre as espécies a

partir das seqiiéncias da regiio RNAseH e U3 dentro dos genomas das espécies de Solanum.

DNA gendmico foi submetido a hidrolise com a endonuclease de restricio Eco RI. As sondas
utilizadas foram: regido U3 grupo II (158pb), e regido RNAseH (119pb). O tamanho molecular estd
indicado pelas setas e numeros na lateral. Codigos dos gendtipos: Os-Oryza sativa (arroz), Lp-
Lycopersicon  peruvianum, Ke-Solanum tuberosum var Kennebec, Cha-S.t.ssp.andigena
var.Chacarera, Mo-S.t.ssp.andigena var.Moradita, Tu-S.t.ssp.andigena var.Tuni, bre-S.brevidens,
acl-S.acaule, chc-S.chacoense, cmm-S.commersonii ssp malmeanum, dds-S.xdoddsii, go-S.gourlayi,
ha-S.hannemanii, ifd-S.infundibuliforme, inc-S.incamayoense, ktz-S.kurtzianum, lph-S.leptophyes,
mga-S.megistacrolubom, mcd-S.microdontum, oka-S.okadae, opl-S.oplosence, sat-S.sanctae-rosae,

spg-S.spegazzinii, scr-S.xsucrense, tar-S.tarijense, vrn-S.vernei.
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IV.2 — Determinaca do numero de cépias de retrotransposons

similares a Tntl em diversas espécies de Solanaceae.

Uma PCR quantitativa (QPCR) em tempo-real foi realizada com o objetivo de
determinar o nimero absoluto de copias dos retrotransposons da familia Tntl em diferentes
espécies pertencentes a Solanaceae. Do mesmo modo, foi determinado o numero total de
LTRs do retrotransposon Retrosol em espécies de Solanum. As espécies foram escolhidas

por terem os tamanhos de seus genomas determinados (ver item IIL.8).

O numero absoluto de copias foi determinado comparando o valor das amostras de
DNA das espécies com uma curva padrdo. A curva padrao foi definida utilizando dilui¢des
seriadas de um plasmideo contendo a fragmento de interesse. Depois da extracdo de DNA,
tanto das espécies quanto dos plasmideos, foram preparadas diluicdes de estoque de
10ng/uL a partir das quais as diluigdes de trabalho (Ing/puL) foram obtidas. Foram

utilizados SpuL das dilui¢des de trabalho para realizar as quantificagdes.

A curva padrao foi produzida determinando a linha de tendéncia da regressao entre os
valores de Cr (valor da fluorescéncia acima do threshold) e o logaritmo do nimero de
copias. A curva padrdo ¢ uma curva linear descrita pelos parametros x=my + b, onde m
representa —1/log (eficiéncia da PCR), b ¢ o logaritmo da quantidade do produto
amplificado no threshold dividido pelo logaritmo da eficiéncia da PCR. A eficiéncia da

amplificagdo por PCR (E) foi calculada segundo a formula (Kubista et al. 2006):

E= 10-1/pendente -1
O numero inicial de copias do plasmideo de cada dilui¢ao foi calculado tendo em conta

a massa, concentragao e tamanho do plasmideo, segundo a formula:
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Massa de uma copia de plasmideo = [3015 bp (PGEMEASY Vector) + pb do
fragmento] [1,096.10-21g/pb]

Para determinar o nimero de copias do retrotransposon similar a Tntl foram
utilizados os iniciadores Avi-PPT gerando um fragmento de 119pb contendo a porg¢ao final
da RNAseH (53 nucleotideos), e o valor obtido foi considerado copia inteira do elemento
por conter uma por¢ao da regido codificante. Por outro lado, para a quantificagdo das LTRs
de Retrosol foram utilizados os iniciadores LTR-F e LTR-R que amplificam uma porg¢ao de
68 pb da regido U3 tanto do grupo I quanto do grupo II gerados na anélise filogenética (ver
item IV.1.2.1). Ambas as combinag¢des de iniciadores foram testadas em uma reacdo de
PCR utilizando os DNA genomicos e plasmidial gerando bandas unicas do tamanho
esperado visualizadas em gel de agarose com brometo de etideo. Foi escolhido o plasmideo
contendo o clone vrnl amplificado de Solanum vernei para quantificar a RNAseH e as

LTRs.

As dilui¢des da curva padrao (figura 20) e das amostras foram amplificadas usando
as mesmas diluigdes de iniciadores e em idénticas condi¢des de amplificagdo. Por tanto, foi
considerada a eficiéncia da curva padrio como a mesma das amostras em cada

experimento.

Foram realizados quatro experimentos. Os experimentos 1 (Exp. 1) e 2 (Exp. 2)
determinaram o numero de copias dos elementos (iniciadorea Avi-Ol116) e os experimentos
4 (Exp. 4) e 5 (Exp. 5) determinaram o numero de copias das LTRs de Retrosol (iniciadores

LTR-F-LTR-R).

A figura 21 apresenta a curva padrdo do Exp.1, indicando os diferentes parametros.

Os dados completos de todos os experimentos estdo detalhados na tabela 7.
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Delta Rn vs Numero de Ciclos
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Figura 20. Deteccdo do produto amplificado por qPCR das diluicdes de plasmideo contendo o
dominio RNAseH (Expl).

Foram usadas seis dilui¢des (de 5 X 10" até 5 X 10° ng de DNA de plasmideo). A emissdo de
fluorescéncia foi medida em cada ciclo no final da fase. Delta Rn: emissdo de fluorescéncia com

subtracdo da linha de base de PCR.
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Figura 21. Curva padrao das diluicoes de plasmideo contendo o dominio RNAseH.

O niimero de copias esta expresso em escala logaritmica e o Cr representa a fluorescéncia acima do
threshold. A inclinagdo e a intersecdo foram calculadas a partir da equacdo que descreve a curva

padréo.
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Tabela 7. Dados da curva padrao dos diferentes experimentos.

Parametros Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
Inclinacéo -3,65 -3,97 -3,13 -3,06
Intersegéo 49,1 49,4 38,5 38,12
Eficiéncia 87,82% 78,4% 108,3% 112%
Amplificacéo 0,976 1,78 2,08 2,12
R? 0,98 0,99 0,98 0,98

As curvas de dissociacao dos produtos foram geradas para todos os experimentos. A
analise da curva de dissociagad permite identificar a amplificagdo de um produto tinico ou
produtos multiplos, e/ou dimeros de iniciadores. As curvas de dissociacdo do Exp.1 das
amostras sugere que fumo (Nt) e tomate (Lp) amplificaram produtos multiplos por
apresentar curvas largas; e as espécies restantes amplificaram produtos tUnicos por
apresentar curvas estreitas (figura 22A). A curva de dissociagdo da curva padrao do Exp.1
mostrou curvas estreitas (figura 22B). O Exp. 2 mostrou resultados similares ao Exp.1. No
caso dos Exp. 3 e 4 (LTRs) os resultados das curvas de dissociacdo sugerem produtos

unicos (dados nao apresentados).
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Figura 22 A e B. Curva de Dissociaciio das dilui¢oes das amostras (A) e (B) do plasmideo.

Derivada: derivada negativa da emissdo de fluorescéncia do Expl. Nt: Nicotiana tabacum, Lp:
Lycopersicon peruvianum, Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul, Ke: S. tuberosum cult. Kennebec,

che: S. chacoense, vrn: S. vernei, bre: S. brevidens.
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Os produtos da qPCR da RNAseH foram migrados em gel de agarose e
posteriormente visualizados com brometo de etideo. Esse procedimento permitiu verificar a
existéncia de uma banda unica e do tamanho esperado (119pb) para todas as amostras

(figura 23).

Figura 23. Gel de agarose dos produtos da PCR em tempo real amplificando o dominio

RNAseH.

M: marcador molecular. Nt-Nicotiana tabacum, Lp-Lycopersicon peruvianum, Hu-Solanum
tuberosum cult. Huinkul, Ke-S.tuberosum cult. Kennebec, chc-S. chacoense, vin-S. vernei, bre-S.

brevidens.

Com o objetivo de conhecer a especificidade dos iniciadores Avi-PTT na
amplificacdo de retrotransposons similares a Tntl, os produtos da PCR em tempo real
foram clonados e posteriormente seqiienciados. Obteve-se um total de 62 clones
distribuidos da seguinte forma: Nicotiana tabacu, 9; Lycopersicon peruvianum,10; Solanum
tuberosum cult. Huinkul, 10; S. fuberosum cult. Kennebec, 8; S. chacoense, 8; S. vernei, 9;
e S. brevidens, 8. A andlise das seqiiéncias contra o banco de dados do NCBI confirmou
que o total de clones apresentava similaridade com Tntl confirmando a especifidade da

amplificagdo.

As seqiiéncias obtidas da qPCR foram analisadas com o intuito de explicar as curvas
de dissociagdos de fumo (Nt) e tomate (Lp). Segundo Rire e colaboradoes (1996) a forma

da curva de dissociagdo ¢ funcdo do tamanho, conteido e seqiiéncia do produto
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amplificado. As seqiiéncias ndo apresentaram diferengas significativas em tamanho ou
conteudo de GC (figura 24), portanto os multiplos produtos poderiam ser resultado de
fragmentos diferentes, com o mesmo conteudo GC, mas com distribui¢do distinta deste
conteudo.
50 41 _I_
40 -
30 -
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10 ~

Nt Lp Hu Ke chc vrn bre

Figura 24. Porcentagem de GC das seqiiéncias obtidas na qPCR.

Cédigo dos genoétipos: Nt-Nicotiana tabacum, Lp-Lycopersicon peruvianum, Hu-Solanum

tuberosum cult. Huinkul, Ke-S.z. cult. Kennebec, chc-S. chacoense, vin-S. vernei, bre-S. brevidens.

O numero absoluto de copias das espécies da RNAseH e das LTRs, foi determinado
utilizando SpuL da solugdo de trabalho (Ing/puL). O nimero de copias por genoma surge a
partir da relagdo do valor anterior com o nimero de genomas haploides contidos nesse
volume quantificado. O valor da solugdo de trabalho de Hu foi corregido em seguida a

quantificagdo do DNA no fluorometro.

Os resultados dos Exp. 1 e 2, do numero de cdpias absoluto dos elementos similares
a Tntl, estdo representados na figura 25. Os valores de cada experimento sdo diferentes
comparando as mesmas amostras, embora a tendéncia ¢ mantida. Fumo (Nt) apresenta um
nimero muito alto de copias, em tomate o valor € menor e nas espécies de Solanum poucas

copias sdo determinadas. O desvio padrdo ¢ alto nas amostras de fumo (Nt) e tomate (Lp)
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mais vale ressaltar que a determinagdo do niimero absoluto de copias se basea na curva
padrao onde um dos eixos (numero de copias) estd em escala logaritmica o que geraria
desvios padrdo altos quando convertidos em copias. Os dados do nimero de copias por

genoma hapldide estdo descritos na tabela 8.

A, 50
40 1
a0+

20

ern milhdes

10 4

Lp Hu Ke chc wrn bre

erm mil

Lp Hu ke che wrn bre

Figura 25. Numero de copias de retrotransposon similares a Tntl nos diferentes gendtipos.

Cinza: Experimento 1. Pontilhado: Experimento 2. A: com todos os gen6tipos. B: sem Nt. Nt:
Nicotiana tabacum, Lp: Lycopersicon peruvianum, Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul,
tuberosum cult. Kennebec, chc: S. chacoense, vin: S. vernei, bre: S. brevidens.
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Os resultados da determinag¢do do nimero de copias das LTRs dos Exp. 3 e 4 estdo

apresentados na figura 26 e na tabela 9.

Tabela 8. Numero de copias dos experimentos 1 e 2 por genoma hapléide (1C).

Genotipos Exp. 1 Exp. 2 Tamanho (pg) 1C (5ul)
NT 41.000 8.129 4,55 1.100
Lp 166 77 1,15 4.347
Hu 26 23 1,75 1.657
Ke 28 4 1,75 2.571
chc 17 6 0,63 6.508
vrn 25 6 0,8 5.625
bre 4 2 0,76 5.460

Exp.: Experimento. Nt: Nicotiana tabacum, Lp: Lycopersicon peruvianum, Hu: Solanum tuberosum
cult. Huinkul, tuberosum cult. Kennebec, chc: S. chacoense, vin: S. vernei, bre: S. brevidens.
Tamanho (pg): contetido gendmico haploide em picogramas. 1C (Sul): nimero de genomas
hapléides em 5pl, quantificados na reagdo de PCR em tempo real.
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Figura 26. Numero de copias das LTRs de Retrosol.

Experimento 3.:cinza. Experimento 4:pontilhado. Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul, tuberosum

cult. Kennebec, chc: S. chacoense, vin: S. vernei, bre: S. brevidens.
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Tabela 9. Numero de copias dos experimentos das LTRs de Retrosol.

Genobtipos Exp. 3 Exp. 4 Tamanho (pg) 1C (5uL)
Hu 34 19 1,75 1.657
Ke 34 16 1,75 2571
chc 14 7 0,63 6.508
vrn 8 4 0,8 5.625
bre 2 1 0,76 5.460

Exp.: experimento. Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul, tuberosum cult. Kennebec, chc: S.
chacoense, vin: S. vernei, bre: S. brevidens. Tamanho (pg): contetido gendmico hapldéide em
picogramas. 1C (5ul): nimero de genomas hapldides em 5ul, quantificados na reagdo de PCR em

tempo real.

IV. 2.1- Clonagem de XPB para normalizar a determinacéo do numero
de copias por gPCR.

Com o objetivo de ter um controle interno da quantidade de DNA utilizado em cada
experimento, o nimero de copias das amostras foi normalizado utilizando um gene de copia
unica: Xeroderma Pigmentosum B (XPB). Para isso foram desenhados os iniciadores XPB-
F e XPB-R a partir do alinhamento de duas seqiiéncias de ESTs (do inglés Expressed
sequence tag): uma de Solanum tuberosum (CN216239 DNA excision repair protein
ERCC3-like partial ) obtida do J. Craig Venter Institute, e outra de Lycopersicon
peruvianum (SGN-U345011) obtida do SOL Genomics Network. Ambos os fragmentos
alinham no segundo exon do gene XPB de Arabidopsis thaliana. Os iniciadores

determinam um fragmento de 92 pb.

Com o objetivo de confirmar a identidade dos fragmentos amplificados com os
iniciadores XPB-F e XPB-R, foi realizada uma PCR com as espécies: Lycopersicon
peruvianum, Solanum tuberosum cult. Huinkul, S. z. cult. Kennebec, S. chacoense, S. vernei

e S. brevidens. Os fragmentos amplificados foram clonados e dois clones de cada gendtipo
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foram seqiienciados. A identidade das seqiiéncias obtidas foi confirmada por BLAST. Nao
foi possivel obter a seqiiéncia referente a XPB em Nicotiana tabacum utilizando estes
iniciadores ¢ como conseqiiéncia, os dados do numero de copias de fumo ndo foram

normalizados.

A confirmacdo do gene XPB como gene de copia tnica nos genotipos analisados foi
realizada através de uma hibridagdo molecular utilizando como sonda o fragmento de XPB
amplificado (92pb) (figura 27). Todos os genotipos apresentaram uma banda exceto vrn
(Solanum vernei) que apresenta duas bandas com menor intensidade, sugerindo alelos
diferentes de um gene de cdpia unica ou sitios internos de restricdo dada a menor
intensidade. As condi¢gdes de lavagens foram mudadas para obter sinal em Lycopersicon

peruvianum ¢ Nicotiana tabacum.

As mesmas dilui¢des das amostras nos Exp. 1, 2, 3 e 4 foram quantificadas para
XPB utilizando curvas padrao com o plasmideo Kel contendo o fragmento de XPB de
Solanum tuberosum cult. Kennebec. Os parametros de cada curva padrao de XPB de cada

experimento estdo expostos na tabela 10 e os valores absolutos quantificados na figura 28.
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Figura 27. Anélise por hibridacio molecular do nimero de cépias de XPB (92pb) dentro dos

genomas de espécies pertencentes a Solanaceae.

A: condigdes menos estringentes de lavagens que B. O DNA gendmico das espécies foi digerido
com a enzima EcoRl. Nt: Nicotiana tabacum, Lp: Lycopersicon peruvianum, Hu: Solanum
tuberosum cult. Huinkul, tuberosum cult. Kennebec, chc: S. chacoense, vin: S. vernei, bre: S.

brevidens. Os nimeros indicam tamanho molecular.

Tabela 10. Parametros da curva padrio dos diferentes experimentos com XPB.

Parametros Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
Inclinagcéo -3,46 -3,32 -3,5 -3,18
Intersecéo 42,1 41,6 42,1 39,9
Eficiéncia 94,2% 99,7% 93,1% 106%
Amplificacéo 1,94 1,99 1,93 2,06
R? 0,99 0,99 0,98 0,97
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Figura 28. Nimero de copias de XPB.

Lp: Lycopersicun peruvianum. Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul, tuberosum cult. Kennebec,

che: S. chacoense, vn: S. vernei, bre: S. brevidens.

O valor de numero de copias absoluto (RNAseH e LTRs) obtido em cada
experimento foi dividido pelo correspondente valor de numero de copias de XPB para
determinar o valor normalizado. A fim de comparar os valores obtidos na quantificacao de
ambos o0s experimentos com o fragmento da RNAseH (Exp.l e 2) e também com os
fragmentos das LTRs (Exp. 3 e 4), os dados foram relativizados. Foi utilizado o valor de S.
brevidens como calibrador j& que nos experimentos apresentou o menor valor. A média dos
valores normalizados das amostras foi dividida pela média do calibrador para obter os

valores relativos (Livak et al. 2001) (tabela 11).
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Tabela 11. Valores normalizados e relativos do nimero de copias (RNAseH) de elementos
similares a Tntl e LTRs de Retrosol.

N° cépias Exp. 1 N° cépia Exp. 2 N° LTR Exp. 3 N° LTR Exp. 4
Genotipos Norm.? Rel. Norm.? Rel. Norm.? Rel. Norm.? Rel.”
Lp 38+95 63x03 22+9 72204
Hu 2+04 3+0,1 2+0,3 7+0,1 4+03 10+£0,1 603 10x0,6
Ke 3x1 5+03 0605 2zx0,8 5+05 13+x01 8zx08 13x01
chc 3£0,1 5+£0,1 2+0,2 7+0,1 4+04 10+x0,1 606 10x0,1
vrn 4+0,8 70,2 15+04 5+£03 2001 5%x001 2%+0,01 5%0,01

bre 0o6+0,7 1+04 03+01 1+02 04+002 1+006 06+02 1+0,3

a. Os valores normalizados foram determinados dividindo a média do numero de cépias
pela média do valor de XPB (Norm.).

b. Os valores normalizados foram divididos pelo valor do calibrador (Solanum brevidens)
(Rel.). Como ¢ uma divisdo por uma constante arbitraria o cv do resultado é o mesmo

cv da normalizagao.

Os valores normalizados e relativos das batatas cultivadas, Hu e Ke, devem ser
considerados como o dobro ja que os genomas sdo tetraploides. Os valores relativos do
numero de coOpias ndo sdo consistentes entre os experimentos embora sempre tomate
apresente o numero maior de copias e Solanum brevidens o menor. Ja os resultados
relativos do numero de LTRs sdo consistente nos dois experimentos. As batatas cultivadas

apresentam o maior numero de LTRs e Solanum brevidens o menor.

IV. 2.2 — Distribuicdo do niumero de copias por hibridagdo molecular

A distribui¢ao do numero de copias por hibridagdo molecular foi avaliada utilizando

como sonda os iniciadores Avi-PTT (RNAseH) a fim de comparar o perfil de hibridagao
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com a determinacao por qPCR. O resultado est4 representado na auto-radiografia da figura

30.

FooR | BarmH|
Nt Lp Hu Kechc vin bre Nt Lp Hu Kechc vin bre

."-,

23kb =»

9kb

4.3kb

2kb

Figura 30. Analise por hibridacio molecular do nimero de cépias da regidio RNAseH (119pb)

dentro dos genomas de espécies pertencentes a Solanaceae.

O DNA genomico das espécies foi digerido com as enzimas EcoRI e BamHI. Nt: Nicotiana
tabacum, Lp: Lycopersicon peruvianum, Hu: Solanum tuberosum cult. Huinkul, tuberosum cult.
Kennebec, che: S. chacoense, vin: S. vernei, bre: S. brevidens. Os nimeros indicam tamanhos

moleculares.

Fumo (Nt) apresenta maior sinal de hibrida¢do. Tomate (Lp) apresenta maior sinal
na digestdo com BamHII que com EcoR I possivelmente por conter menor quantidade de
DNA genomico. As batatas cultivadas, Hu e Ke, apresentam varias bandas e Solanum
vernei (vrn) apresenta poucas bandas e fracas por causa do pouco contetido de DNA no
poco. O unico resultado claramente coincidente com a determinacao do fragmento Avi-PPT
por qPCR, ¢ que o maior numero de cdpias de fumo coincide com a maior sinal de

hibridagao.
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IV. 3. Isolamento e caracterizac&o do elemento completo similar a

Tntl de Solanum oplocence, Retrosoll.

Com o intuito de isolar o elemento Retrosol, a espécie Solanum oplocense foi
escolhida por apresentar o maior sinal de hibridagdo com a sonda contendo a regido
codificante, sugerindo ser uma das espécies com maior numero de copias (figura 19). Os
iniciadores selecionados foram GIIF e Ol16 que permitiram a amplificacdo quase completa
do elemento, desde a regido U3 da LTR 5’ até a regido U5 da LTR 3’ (figura 6). O
iniciador Ol16 foi desenhado sobre o elemento Tnt1-94 e o iniciador GIIF foi desenhado
tendo em vista as seqiiéncias caracterizadas na analise filogenética pertencentes ao grupo II
(ver item IV.1.2.1). Este grupo foi escolhido por apresentar a maior propor¢dao de

seqiiéncias no n6 al da analise do NETWORK.

A amplificagdo por PCR gerou bandas de diversos tamanhos. A banda que
apresentou o tamanho esperado para um elemento inteiro (~6 kb) foi isolada, e um clone foi
seqlienciado. A analise das seqiiéncias das extremidades mostrou similaridade com
seqiiéncias de Retrosol determinadas no item IV-I. A extremidade 5’ apresentou uma
identidade de 95% com a por¢do da LTR (por¢ao U3-R-U5) do clone scr 10 (Genbank:
EF62079) e a extremidade 3’ uma identidade de 98% com o clone total (RNAseH-Linker
com PPT-U3-R-por¢ao U5) inf 4 (Genbank: EF620640). Foi concluido que o clone ¢ a
versdo completa do elemento Retrosol.

Através da restricdo, subclonagem e posterior seqiienciamento dos fragmentos, foi

possivel obter a seqiiéncia completa de Retrosoll.
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Retrosoll tem 4.945 pb e pertence ao grupo filogenético II mas sua RNAseH nao
faz parte do n6 al. A poliproteina de Retrosoll apresentou uma identidade de 85% em 86%
de cobertura com Tnt1-94 (GenBank: X13777), e uma identidade de 90% com 61% de
cobertura com Retrolycl-1 (Genbank: AF228701). A LTRs de Retrosoll nao apresentaram
identidade significativa com Tntl1-94 e/ou Retrolycl-1. A identidade das duas LTRs de

Retrosoll é de 94%.

Os retrotransposons com LTRs (longas terminagdes repetidas) apresentam LTRs em
idéntica orientacdes, localizadas nas suas extremidades 5 e 3’. Uma das caracteristicas
intrinsecas das LTRs ¢ que ambas sdo idénticas no momento da insercao do elemento. Com
o tempo as LTR vao acumulando mutagdes e o numero de substitui¢des entre ambas pode
servir para datar o momento da inser¢ao (SanMiguel ef al. 1998).

Com o objetivo de determinar o momento da inser¢do de Retrosoll no genoma, as
duas LTRs parciais (285 pb) foram alinhadas (figura 31) e a taxa de substituicdo calculada
como distancia. O valor da distancia foi transformado em tempo de insercdo (T) como
descrito por San Miguel et al. (1996). O T se calcula através da formula: T= d/2S, onde d é
a taxa de substitui¢do entre as duas LTRs e S ¢ a média das substitui¢des sindonimas, que
neste caso foi utilizado o valor 1,95x10™® (Ammiraju J. et al. 2007). O valor d obtido entre
as duas LTRs foi de 0,062 e por tanto a inser¢do de Retrosoll aconteceu 1,6 Mya (do
inglés, millions of years) no genoma de Solanum oplocense. Levando em consideragdo que
a separagdo entre Nicotiana e Lycopersicon ocorreu a 14 Mya (Wikstrom et al. 2001) a
insercao de Retrosoll aconteceu apos a separagdo dos géneros.

A estrutura geral da LTR é composta de trés regides: U3, R e U5. A regido U3

compreende desde o sitio de inicio da LTR até o sitio de inicio da transcri¢ao (SIT) que se
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localiza 25-30 pb depois do TATA box (figura 31) (Perlman and Boeke, 2004). Ambas
LTRs contem uma seqiiéncia promotora para a RNA polimerase I, porem sé atua como
promotor forte na LTRS’. A seqiiéncia da LTR3’ poderia atuar como promotor débil para
os genes adjacentes ao sitio de inser¢do (White et al. 1994). A regido R esta compreendida
entre o SIT e o final da transcri¢do (Poly A) e se encontra em ambas as extremidades do
transcrito. A regido R permite a cadeia (-) curta de cDNA se deslocar da LTRS’ para a
LTR3’ durante a transcricdo reversa. A regidao U5 abrange desde o PolyA até o final da
LTR.

Logo depois da LTRS’ encontra-se o PBS (do inglés, primer binding site) que € o
sitio de unido ao iniciador que utilizam os retrotransposons para o inicio da sintese da
primeira fita de cDNA (-). O PBS ¢ uma seqiiéncia complementar ao tRNA metionina.
Retrosoll apresenta a seqiiéncia de PBS mais comum em plantas: TGGTATCAGAGC. A
LTR3’ estd precedida por uma zona rica em purinas o PPT (do inglés, poly purine track) de
9-17 pb, que atua como sitio do inicio da sintese da segunda fita de cDNA (+).

As LTRs sdo importantes para a integragdo do elemento ja que a enzima integrase
reconhece seus extremos. Ambas LTR apresentam repetigdes curtas invertidas (IR, inverted
repeat) nos extremos. O consenso descrito para os retrotransposon com LTR ¢ de 5° —
“TG..CA” -3°, mais o numero de nucleotideos variam entre os retrotransposons. No caso de

Retrosoll ndo puderam determinar-se as IR porque a seqii€éncia nao esta completa.
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LTR 3" casiTTTGGAAGATATTGGATATACATATGTAGATTTTTTCALAGSTTGGTARACTGCAA

LTRE S ... ... i iinnnnrnnnnnnn T G...T..
U3
LTR 3" AGAAGARRRARATGTTTTTCTTCTGTAGCATAGTTGGARALLATATAGCACTTGTTATCTA
LTR5" --:ccecun.. ot e eee ittt taaaaatt e aanaaanaas
LTR 3" TaaiiGGGARGAGTCTTCTTCARACTCAAAATGCACCARALY ;
LTR5 ......... F
TATA U3
LTR 3' GTGAGGCATCACAGGGGALATTAGTCTGTGAGLALLAAATAGAGLGTGTGAGCGATL
LTRE srrreeennrnnnn L Fui i i s s s v s a s s n s nns

Figura 31. Alinhamento das LTRs de Retrosoll.

Pontos: nucleotideos idénticos. Letras seguidas de pontos: nucleotideos diferentes. As regides da
LTRs estdo sublinhadas com o nome embaixo. U3: unique 3’RNA, R: repeated RNA, U5: unique
5’RNA, TATA: Tata box. SIT: sitio de inicio da transcricio na LTRS5’. Poly A: sitio da
poliadenilacdo na LTR3’.

A regido codificante apresenta todas as atividades enzimaticas necessarias para o
ciclo de vida autonomo do retrotransposon. A transcricdo ¢ policistronica com posterior
sintese em forma de poli-proteina, que € posteriormente processada em diferentes peptideos
funcionais mediante atividade protease codificada pelo proprio elemento. Como ja foi
mencionado o dominio gag codifica a proteina estrutural do capsideo viral (VLP do inglés,
virus like particle). Esta regido esta pouco conservada em nivel de seqiiéncia nos distintos
retrotransposons, embora diversos dominios ricos em Cisteina-Histidina sdo conservados
em retrotransposons e retrovirus. Estes dominios denominados dedos de zinco (do inglés,
zinc finger) estdo relacionados com a unido ao RNA ou DNA e a asiténcia no
empacotamento das VLPs, e provavelmente em outros processos (Hansen and Heslop-
Harrison, 2004). No caso de Retrosoll o motivo GAG nao estd perfeitamente conservado

(figura 32).
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A regido pol codifica diferentes atividades enzimaticas e estd situado na
continuacdo do gene gag, podendo ser codificado pelo mesmo quadro de leitura (ORF,
open reading frame) do gene gag o por uma ORF propria. O gene pol codifica para as

atividades enzimaticas como a protease (PR), integrase (INT), transcriptase reversa (RT) e

RNAse H.
Copla C|/HHEH|IC|GEEGH|II E K DI|C
Tntl C|IY N|C|N O P GIH|F E R D|C
Retrosoll |[C|Y WI|C|E O P G QO F E R D|C

Figura 32. Alinhamento do dominio Cisteina-Histidina referente ao dominio GAG em Tntl,
Cépia e Retrosoll.

O motivo inclui o dedo de zinco com os aminoacidos C-C-H-C. Tnt1-94: InterPro: IPR001878;
Znf CCHC. Cépia elemento de Drosophila melanogaster, GeneBank: X02599; InterPro:
IPR0O01878; Znf CCHC. Retrosoll: Anexo 2.

A protease codificada pelo proprio elemento provoca o auto-processamento da
poliproteina dando lugar aos péptidos funcionais. As proteases dos retrotransposons e
retrovirus sao do tipo aspartato e contém um motivo altamente conservado que atua como
centro ativo. No caso de Retrosoll o A se localiza na posigao 296.

A integrase ¢ necessaria para a inser¢ao do cDNA do retrotransposon no genoma.
Na regido central da proteina encontra-se o dominio catalitico com a seqiiéncia DD-35-E,
perfeitamente conservado em INT de retrovirus e retrotransposon (Suoniemi ef al. 1998) e
também em Retrosol 1 (figura 33).

A RT transforma as moléculas de RNA em DNA de dupla cadeia. Para lograr este
objetivo consta da atividade DNA-polimerase dependente de RNA [copia o RNA gendémico
a cDNA (-)], a atividade DNA-polimerasa dependente de DNA [sintetiza a segunda cadeia

de cDNA(+)] e atividade Ribonucleasa H (elimina o molde de RNA do hibrido DNA-
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RNA). O dominio RT ¢ o mais conservado ao nivel de aminoacidos dentro dos
retrotransposons (Doolittle ef al. 1989). Xiong e Eickbush (1990) alinharam 87 seqiiéncias
de RT pertencentes a retroelementos de plantas, animais, protozoarios e bacterias, €
determinaram 7 dominios conservados. A figura 34 mostra o alinhamento desses 7

dominios na seqiiéncia de Retrosoll, Tnt1-94 e o elemento Copia.

Copia DVCGPITPVTL «...... DFQDFVAKSEAHFNLEVYYLY IDNGREYLSNEMROF CVEKGISYHLTVPHTPQLNGVSERMIE
Tntl DASRELWVYILETEDOWF OVF OKFHALVERETGEKLERLRSDNGGEYTRREFEEYCSSHGIRHEKTVE GTP QHN GV AERMIE.
Fetsll DASQELEVYILETEDOVE CVFOKFHALVERETGRELERLO TN GGEY T3 REFEEYTSHNHG IKHEE IVP - TP QHNGY AER T H

Figura 33. Alinhamento da regifio conservada da integrase (INT) de Tntl, Cépia e Retrosoll.
O motivo conservado DD-35-E est4 sinalizado em cinza. Tnt1-94: GenBank: X13777; InterPro:

IPR0O01584; Integrase cat-core. Copia elemento de Drosophila melanogaster, GeneBank: X02599;
IinterPro: IPR00158. Retsl1: Retrosoll, Anexo 2.

A atividade da RNAseH situa-se na regido C-terminal da mesma proteina RT e ¢
capaz de degradar o RNA de um hibrido de RNA-DNA. In vitro possui atividade endo e
exonucleasa 3’ e 5°. Durante o processo de transcrigdo a RNAseH elimina o molde de RNA
(para permitir a sintese da segunda cadeia de DNA) e os iniciadores de RNA uma vez
acabado o processo.

A poliproteina de Retrosol 1 ¢ constituida por 1.328 aminoécidos e apresenta varios
codons de parada ao longo da regido codificante sugerindo que Retrosoll seja uma copia
que ndo apresenta proficiente para a transposi¢do. A seqiiéncia completa de Retrosoll e da
poliproteina estdo no anexo 2, junto com a localizacdo das LTRs, PBS, PPT regido

codificadora e dominios cataliticos da poliproteina.
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Figura 34. Alinhamento dos dominios conservados da transcriptase reversa (RT) de Tnt1-94,

Retrosoll e Copia.
As seqiiéncias mostram os sete dominios (1-7) de Xiong e Eickbush (1990). Tnt1-94: GenBank:

X13777. Copia: GeneBank: X02599. Retsl1: Retrosoll, Anexo 2.
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V - DISCUSSAO

Os elementos de transposi¢do sdo os mais diversos e abundantes componentes do
genoma dos organismos eucariontes. As primeiras analises extensivas foram realizadas nos
genomas de importantes lavouras mundiais como milho, trigo e cevada, com o objetivo de
compreender as modalidades de expansdo dos TEs. Estes estudos revelaram que as
insergdes de retrotransposons com LTRs acontecem com maior freqiiéncia em regides entre
genes do que dentro de exons ou introns. Estas inser¢des contribuiram significantemente
para o aumento do tamanho dos genomas. Muito da expansdo devido a atividade dos
retrotransposons parece ter ocorrido recentemente quando considera-se o tempo evolutivo
(isto €, nos ultimos cinco milhdes de anos). A redugdo de tamanho dos genomas devido a
recombinacdo homologa desigual entre as LTRs dos retrotransposons contrabalangou
parcialmente a expansdo em algumas espécies, conduzindo ao aparecimento de SOLO-

LTRs (Morgante 2006).

O retrotransposon Tntl foi caracterizado inicialmente em Nicotiana tabacum e logo
detectado por hibridagdo molecular em outros genomas de Solanaceae (Grandbastien ef al.
1989). Dez anos mais tarde um novo elemento similar a Tntl, Retrolycl, foi caracterizado
em Lycopersicon peruvianum (Costa et al. 1999). O presente estudo relata a caracterizagao
de um membro novo da familia, Retrosol, presente em diversos genotipos silvestres e
cultivados de Solanum. Os conjuntos destes estudos sugerem uma associacao precoce entre
a familia Tntl e a evolugdo de Solanaceae.

Além de sua importancia funcional para garantir a transcri¢dao do elemento, a LTR ¢
uma das regides de mais rapida diferenciacdo dentro de um retrotransposon. As LTRs

contém regides funcionais importantes tais como os promotores de transcrigdo génica,

87



Discusséo

enhancers, sitio de inicio da transcricdo, sinais de poliadenilagdo do RNA mensageiro
nascente, ¢ elas ainda fazem parte do processo da integragdo da nova copia. No
retrotransposon BARE-1 de cevada, as LTRs apresentam variabilidade em todas suas
regides e por esta razdo sdo consideradas heterogéneas (Vicient et al. 2005), embora na
familia Tntl a variabilidade estd localizada especificamente na regido U3 da LTR
(Grandbastien et al. 2005). Os trés grupos do retrotransposon Tntl, assim como os grupos
A e B de Retrolycl, diferenciam-se principalmente pela regido U3 (Araujo et al. 2001,
Vernhettes ef al. 1998). As seqliéncias de Retrosol aqui identificadas apresentaram o
mesmo padrao, mostrando um acumulo de INDELSs (do inglés, insertions or deletions) e de
SNPs (do inglés, single nucleotide polymorphisms) localizados especificamente na U3.
Assim, a variabilidade da regido U3 na familia Tntl parece ser um fendmeno geral na
evolucao deste elemento dentro das espécies de Solanaceae.

A acentuada variagdo no tamanho do genoma de plantas tém sido explicada
basicamente por dois processos: (a) eventos de poliploidizagdao e/ou (b) amplificagdo dos
TEs residentes. Em 1997, Bennetzen e Kellogg propuseram que na auséncia de algum
mecanismo para contrabalancear estes processos, os genomas das plantas tenderiam a ficar
obesos. Dois processos tém sido propostos como responsaveis pela reducao no contetdo de
DNA: recombinagdao homologa desigual (do inglés, unequal homologous recombination) e
recombinacao ilegitima (do inglés, illegitimate recombination) (Devos et al. 2002, Ma et al.
2004, Bennetzen et al. 2005). Este ultimo, recombinagdo ilegitima, foi sugerido como o
responsavel pela remocdo da maior parte dos TEs em arroz e arabidopsis, embora este
fendmeno requeira muitas geracdes ao longo de milhdes de anos para ser efetivo. O
mecanismo molecular da recombinagdo ilegitima ndo ¢ conhecido mas parece estar

associado com o reparo de quebras do DNA (Gorbunova and Levy, 1999). No entanto,
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ainda ndo estd demonstrado que as diferengas entre os tamanhos de genomas sejam
efetivamente o resultado de diferentes taxas entre o aumento do genoma e a eficiéncia na
remogdo por recombinagdo ilegitima (Bennetzen et al. 2005). No caso da analise das
regides U3 de Retrosol foi observado que 91% das dele¢des ou gaps estdo associadas com
repetigdes diretas, cicatrizes tipicas da remoc¢do de DNA por recombinagdo ilegitima. Estas
observagdes poderiam sugerir que a variagdo na regido U3 das copias de Retrosol nos
genomas de Solanum estd associada com a remoc¢do de DNA por recombinagdo ilegitima
mais também, a geracdo de delegdes poderia ser uma estratégia para gerar variabilidade nas
regides promotoras e escapar do silenciamento por parte do hospedeiro.

Trés grupos de seqiiéncias foram derivados ao ser aplicado o método filogenético
nas seqiiéncias amplificadas de Retrosol nas espécies de Solanum. Os grupos I e II sdo
consistentes porque sdo representados por grupos de seqiiéncias poucos varidveis na regiao
U3. Ao contrario, o grupo IIl ¢ composto por seqiiéncias heterogéneas, provavelmente
representando mais de um conjunto de elementos. Nao € possivel correlacionar uma versao
particular de U3 as varidveis aqui tratadas como gendtipo, espécie silvestre ou cultivada, ou
ainda distribuicdo geografica (tabelas 1, 2 e figura 15 e 16). No entanto, nota-se que o
aparecimento do grupo III de seqiiéncias ocorre apenas nas variedades coletadas acima e
1500 m. Seria necessario um conjunto amostral maior para que fosse testado este padrao.
Independente deste comentério os resultados sugerem que a diferenciacdo de Retrosol em
trés grupos ocorreu antes da especiagao de Solanum.

Com a inten¢do de avaliar as relagdes entre os elementos da familia Tntl em
Solanum, Lycopersicon e Nicotiana uma analise populacional foi aplicada. O objetivo foi
testar a hipdtese da existéncia de uma copia mestre/fundador em cada subfamilia. O

resultado obtido pelo uso do NETWORK foi analisado assumindo os trés modelos da
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expansao propostos por Cordaux et al. (2004) para a subfamilia de elementos 4/u nos seres
humanos e primatas: “modelo do gene mestre/fundador”, modelo intermédiario e modelo
transposon (figura 35). Segundo o “modelo do gene mestre/fundador”, um tnico elemento
pertencente ao grupo o gera todos os demais membros da subfamilia, conduzindo a um
relacionamento em forma de estrela (stzar-like) com todas as copias inativas derivadas do
elemento o. O modelo contrastante do transposon postula que todos os membros do
elemento podem ser ativos e produzir copias novas, tendo por resultado a auséncia de uma
estrutura radial a partir de um n6 central a. O modelo intermédiario sugere que diversos
membros sejam ativos e contribuam com a expansdo do elemento. Os relacionamentos
esperados neste ultimo modelo sdo em parte na forma de estrela, mas igualmente com
proporgoes diferentes de elementos potencialmente ativos que ndao s3o conectados

diretamente com o elemento central descrito como a (figura 35).

modela do gene mestre modela intermédia modelo tranzposon
o [+ 3 o
Z a S P
———

e, T e, T S

Figura 35. Esquema dos trés modelos de expansiio propostos para o elemento Alu.
Os elementos ativos estdo representados com caixas e circulos em cinza e os inativos em branco.
Seta vertical a esquerda da figura indica a passagem do tempo. O tamanho das setas e dos circulos ¢é

arbitrario. Adaptado de Cordaux et al. 2004.

A rede obtida com o alinhamento e andlise da seqiiéncia da RNAseH da familia

Tntl comporta modelos diferentes de expansdao segundo o género. Esta observagdo da
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existéncia de diferentes modelos de expansao sugere que cada elemento (Tntl, Retrolycl e
Retrosol) tem uma historia particular em sua associagdo com o genoma vegetal. Em
particular, temos que os tipos de seqiiéncia de RNAseH, representados em cada nd na rede
sdo distintos para cada género. Retrosol e Tntl mostram uma topologia em forma de estrela
com um nd central a majoritario que corresponde ao tipo mais freqiiente de seqiiéncia,
embora Tntl apresente mais de um né o.. Outros nds conectados ndo diretamente com o nd
central o sdo igualmente encontrados, indicando que a seqiiéncia imediatamente abaixo €
igualmente capaz de se amplificar sugirindo mais de uma forma ativa do elemento no
genoma. O no original o de Retrosol encontra-se representado em 16 dos 25 gendtipos
analisados, levando em consideracdo que para a maioria dos outros 9 genotipos somente
algumas seqiiéncias foram clonadas. Em resumo, o modelo da expansao de Tntl nas
espécies de Nicotiana e Retrosol em espécies de Solanum comporta o modelo intermédio.
Ao contrario, o elemento Retrolycl apresenta um modelo com auséncia de uma estrutura de
irradiagdo com um no central e com mais de dois nds a, sugerindo que muitos membros da
familia sejam capazes de produzirem novas copias. Entretanto, estes resultados ndo podem
ser considerados conclusivos a respeito da evolucdo de Retrolycl ja que as seqiiéncias
usadas neste estudo foram obtidas somente para 4 das 9 espécies de Lycopersicon.

O n6 al em Retrosol ¢ constituido por 92% das seqiiéncias do grupo II,
representando 50% da amostra total do grupo II, e como ja foi mencionado, o grupo II
apresenta as regides U3 menos variaveis (figura 14). Além disso, quando se compararam as
regides U3 das seqiiéncias do grupo II pertencentes ao nd al, foram encontradas
seqiiéncias com regides U3 iguais em espécies diferentes. Por exemplo, o clone inc15 de S.

incamayoense possui a regido U3 idéntica ao o clone spg31 de S. spegazzinii, ambos os
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clones com a por¢ao da RNAseH do n6 a1. Estas observagds sugeririam que as seqiiéncias
com RNAseH e regides U3 idénticas sdo ativas desde antes da divergéncia das espécies que
as contém e que esta atividade foi recente o suficiente de modo que as cdpias do elemento
nao tenham acumulado mutagdes na regido promotora U3. Como hipdtese adicional sugere-
se que estas coOpias tenham preservando a capacidade de transposicao representando copias
ativas. De modo mais amplo e em funcao do relatado acima propomos que os elementos
contendo a U3 do grupo II tém um papel preponderante na expansdo de Retrosol como a
linhagem transposicionalmente ativa.

O dominio codificante da RNAseH ¢ conservado nas copias de Retrosol nas
diferentes espécies de hospedeiros do mesmo género, enquanto a regido U3 diversificou
rapidamente de acordo com um conceito de evolugdo modular (Lerat et al. 1999). A
conservagdo do moédulo de RNAseH em nivel genérico esta possivelmente relacionado com
sua funcdo bioldgica ja que a enzima tem que interagir com outras moléculas. O dominio
RNAseH esta envolvido na degradacdo do molde original da molécula de RNA, na geragao
de uma trilha de poli-purinas, e na remogao final dos iniciadores de RNA das fitas de DNA
recém sintetizadas (Malik and Eickbush, 2001). Estas fungdes sdo necessarias para a
atividade transposicional do elemento. Por outro lado, o0 modulo U3 evoluiu rapidamente de
acordo com sua fun¢do de regido promotora. As seqiiéncias novas dos promotores podem
permitir a expressdo do elemento em circunstancias ambientais diversas, aumentando o
potencial de sobrevivéncia do elemento no hospedeiro e/ou a probabilidade de superar os
esforgos de silenciamento transcricional. Por sua vez, o hospedeiro poderia ganhar uma
vantagem em gerar diversidade no seu genoma pela inser¢do de copias novas do

retrotransposon, aumentando sua propria adaptacao ao ambiente. Segundo Kidwell e Lish
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(2000) a evolugado e adaptacao conjunta do retrotransposon e seu genoma hospedeiro, deve
cumprir um papel particularmente importante na sobrevivéncia a longo prazo dos
retrotransposons.

A determinacdo do numero de copias por PCR quantitativo usando o dominio
RNAseH de retrotransposons similares a Tntl caracterizou que as copias variam em ordens
de grandeza entre as espécies nos diferentes géneros. Nicotiana tabacum possui 0 maior
numero de copias, Lycopersicon peruvianum apresentou um numero intermédiario de
copias e as espécies de Solanum um baixo numero de copias. A determinagdo do valor
absoluto do numero de copias deve ser considerada relativa em particular por duas causas, a
primeira ¢ que a amplificacdo depende de diversos parametros varidveis para sua
determinagdo, como por exemplo a eficiéncia de amplificagdo que pode ser diferente entre
experimentos e também entre genomas. E segundo, o ntimero de copias determinadas
corresponde a uma amostra da populagdo de retrotransposons. As poucas copias de
Retrosol sugerem uma baixa atividade mesmo dentro dos gendtipos cultivados, em quanto
Tntl possuindo um alto numero de copias aparenta ter uma alta expansdo em fumo.
Novamente Retrolycl aparece com sendo um elemento de atividade intermediaria em
tomate.

Considerando a média do numero de copias, aproximadamente de 1 a 4% do
genoma de Nicotiana tabacum (4.459 Mb) esta ocupado por copias de Tntl, no caso do
Lycopersicon peruvianum (1.127 Mb) 0,03% do genoma esta ocupado por Retrolycl e nas
espécies de Solanum perto de 0,003% dos genomas sdao copias de Retrosol. Vale ressaltar
que S. brevidens (740 Mb) possui a menor quantidade de copias de Retrosol (0,0008% do
genoma). Uma pergunta que surge da observacdo acima ¢ se haveria um limite de tamanho

de genoma para que ocorra a amplificacdo de retrotransposons ou, contariamente, a partir
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de um determinado tamanho de genoma se faz necessaria a amplificacdo destes elementos
talvez para guardar a estrutura cromossomica organizada.

Os resultados da quantificagdo das LTRs de Retrosol revelaram que a relagdo
LTR:RNAseH variou entre 1:1 a 2:1 entre as espécies de Solanum, considerando que cada
elemento teria duas LTRs por regido codificante (RNAseH). Estes resultados sugerem que
a maioria das poucas copias de Retrosol estariam completas. Soleimani e colaboradores
(2005) utilizando a mesma técnica de PCR quantitativo determinaram ao contrario que o
elemento BARE-1 em varios cultivares de cevada apresenta uma maior propor¢dao de
SOLO-LTRs que elementos inteiros € que em torno de 9% do genoma vegetal estaria
formado por o retrotransposons BARE-1.

Quais sdo as causas da diferente abundancia de Tntl, Retrolycl e Retrosol em
Solanaceae? Wright e Finnegan (2001) propuseram que a hipdtese de DNA parasita seria o
modelo dominante para explicar o controle do nimero de cdpias. Esta hipotese postula que
os elementos persistem nas populagdes de hospedeiros em fungdo da sua habilidade de
autoreplicar-se embora isto implicaria em potencial aumento na geracao de insergdes com
efeitos deletéreos para o hospedeiro. Se considerarmos os TEs como parasitas, a taxa de
multiplicacdo ¢ um processo fundamental na sua sobrevivéncia e evolucdo. A reprodugao
sexual dos hospedeiros ofereceria aos TEs a capacidade de colonizar todos os organismos
da populacao do hospedeiro. Em contraste, se o hospedeiro tem reproducao assexual, e na
auséncia de transmisao horizontal, a invasdo de novos genomas pelos TEs na populagdo do
hospedeiro seria nula. A multiplicacdo do nimero de copias dentro do genoma € a mesma
em organismos com reprodugdo sexual ou assexual. Mas a propagacdo de TEs entre
genomas através do cruzamentos sO aconteceria em organismos com reproducgdo sexual.

Vale ressaltar, que este modelo ndo leva em consideracdo a possibilidade que novas
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insercdes gerem beneficios Os autores citados concordam que ainda faltam estudos para
entender os efeitos dos diferentes modos de reproducao dos hospedeiros e sua relacdo com
a evolucdo dos TEs. As batatas, ao contario de fumo e tomate, possuem reprodugao
assexual por meio de tubérculos. Segundo a hipotese onde os TEs figuram como parasitas
do genoma, este modo de reproducdo poderia ter influenciado a taxa de dispersdo do
retrotransposon Retrosol dentro da populagdo e gerar um ntimero baixo de cépias. Mas duas
questdes merecem ser consideradas, primeiro que Solanum brevidens ¢ a espécie com
menor numero de cdpias e ndo produz tubérculos, e segundo que uma uUnica familia de
retrotransposon foi considerada, a Tntl.

A Solanaceae ¢ uma das maiores familias das plantas com flores, abrangendo 96
géneros. Tem uma distribui¢cdo mundial, porém o centro de dispersdo esté situado na regiao
da linha do equador e como conseqiiéncia as espécies muito provavelmente ndo sofreram
disturbios durante as glaciagdes permitindo o acimulo de variacdes genéticas adaptativas.
Wikstrom e colaboradores sugerem que a Solanaceae se originou faz 41Myr no periodo
Terciario da época Eoceno.

Com o objetivo de analisar a evolucao da familia Tntl, as espécies de trés géneros
foram consideradas: Solanum, Lycopersicon e Nicotiana. O Solanum ¢ um dos maiores
géneros em numero de espécies das Angiospermas e inclui todas as espécies silvestres e
cultivadas que produzem tubérculos que se originaram numa extensao de area entre Bolivia
e Peru. Lycopersicon inclui o tomate e seus parentes silvestres, cuja origem encontra-se
confinada principalmente no Chile, Peru e Equador. O género Nicotiana abrange o fumo
cultivado e as espécies silvestres encontrados principalmente na América do Sul e na
Australia. Estes trés géneros originaram-se na América do Sul, mas a distribui¢do atual da

espécie reflete diversos fendmenos de dispersao (D'arcy 1991).

95



Discusséo

Os elementos similares a Tntl poderiam ser um determinante no processo de
especiacdo em Solanaceae? Como proposto por Grandbastien (2005) a composicao das
populagodes atuais do elemento resultam de uma adaptagdo da populacdo ancestral de Tntl
aos diferentes estimulos aos que foram submetidos pelos hospedeiros. Esta adaptagdo esta
relacionada com padraos de expressdo apropiados, mecanismos eficientes de replicagdo e
integragdo, e inser¢do em locais gendmicos que nao resultem em efeitos deletérios. As
copias ancestrais de Tntl que exibiram essas respostas de adptacdo foram amplificadas
seletivamente durante ou apos a radiagdo da Solanaceae. Por outro lado, as copias inativas
ndo transcritas teriam sido perdidas rapidamente. As copias de Retrosol, ndo apresentam
uma correlagdo entre a espécie do hospedeiro, a regido U3 e a versio da RNAseH,
sugerindo que estes elementos nao foram determinantes para a diversificagdo das espécies
de Solanum. Resultados similares foram relatados para Tntl (Vernhettes et al. 1998) e
Retrolycl (Araujo et al. 2001).

O uso de um modelo de populagdo baseado na aproximagao em rede (NETWORK)
para avaliar a natureza da associacdo de seqiiéncias similares a Tntl em Solanaceae suporta
a existéncia de um elemento ancestral. Este resultado refuta a hipotese anterior da
ocorréncia de transferéncia horizontal recente do elemento na familia. A natureza modular
de tais retrotransposons ¢ demonstrada claramente ao encontrar que a proteina funcional,
representada aqui por RNAseH, esta caracterizada como seqiiéncias de diversificagdo lenta,
enquanto a regido regulatoria U3 estd sob uma for¢a evolutiva menos restritiva. As
populagdes atuais de Tntl, Retrolycl e Retrosol sdo os resultados mais provaveis de sua
transmissao vertical em Solanaceae. A base molecular que dirige a diferenciagcdo da regiao

U3 como uma seqiiéncia em franca diferenciagdo pode ser o resultado de uma estratégia
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para fugir do controle negativo do hospedeiro ou uma tentativa de se adequar rapidamente
ao genoma, hipoteses estas que permanecem a ser demonstradas.

Como conclusdo, os dados apresentados sugerem uma correlagao entre o hospedeiro
(género botanico) e a subfamilias Tntl, Retrolycl e Retrosol. Esta correlagdo estaria dada
principalmente na diversidade das régides U3, porcao conservada da RNAseH nos géneros,
e no numero de copias nos hospedeiros. Mas ainda falta uma maior compreensdao da
evolugdo conjunta entre Tntl/Solanaceae (retrotransposon/hospedeiro) para entender como
a familia Tntl colonizou e se manteve nos genomas e as possiveis vantagens adaptativas

geradas em Solanaceae.
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VI - CONCLUSOES

1.

O género Solanum apresenta retrotransposons da familia Tntl constituido por trés
grupos de seqiiénciais que se diferenciam na regido U3 da LTR.

Analisando a regido codificante da RNAseH modelos de expansdao foram propostos
para cada género a saber, Solanum, Lycopersicon e Nicotiana.

A familia de retrotransposons Tntl amplificou-se diferencialmente entre as espécies
apresentando menor numero copias em Solanum.

Uma copia completa denominada Retrosoll foi isolada de Solanum oplocense e
confirma similaridade estrutural e em nivel de seqiiéncia com os membros da
familia Tntl. A familia de retrotransposons Tntl se diferencia em nivel genérico

através da variabilidade de sua regido U3 e da regido RNAseH codificante.

98



Resumo

VIl - RESUMO

Tntl foi o primeiro retrotransposon ativo identificado em fumo ap6s sua inser¢cao no gene
estrutural da nitrato redutase. Dez anos mais tarde, um novo membro foi caracterizado em
Lycopersicon: Retrolycl. Neste estudo analisamos seqiiéncias similares a Tntl em 20
espécies silvestres de Solanum e cinco cultivares de Solanum tuberosum. As seqiiéncias
completas foram amplificadas a partir de DNA genomico utilizando uma estratégia baseada
em PCR. Os fragmentos purificados foram clonados e seqiienciados, e a analise filogenética
revelou trés grupos que diferem na sua regido U3 [Genbank: EF620567-EF620763]. Estes
fragmentos clonados foram chamados de Retrosol.

Utilizando uma abordagem de “network™ com um total de 453 seqiiéncias ndo redundantes
e isoladas de espécies de: Solanum (197), Nicotiana (140) e (116) Lycopersicon, foi
demonstrado que a familia Tntl pode ser tratada como uma populacdo para tentar resolver
ramificagdes filogenéticas multiforcadas. A rede resultante da RNAseH revelou que as
seqiiéncias agrupam de acordo com o género de Solanaceae, sustentando uma forte
associacdo com o genoma hospedeiro, e que a variagdo das seqiiéncias na regido U3
associada, caracteriza o padrao evolutivo modular dentro da familia Tntl. Dentro de cada
género, e independentemente das espécies, quase 20% das seqiliéncias Tntl analisadas sdo
idénticas, o que indica que foram provenientes de uma copia ativa. As relagdes de
“network” permitiram a identificagdo da “seqiiéncia mestre ou fundadora” e forneceu
provas de que dentro de cada género essas seqii€ncias mestre sdo associadas com regides
U3 distintas.

O numero de copias de seqiiéncias similares a Tntl foi determinado utilizando PCR
quantitativo em tempo-real. Comparando-se o numero de copias, foi revelado que em fumo
as copias de Tntl sdo abundantes e representam cerca de 2% do genoma, enquanto em
tomate as copias de Retrolycl sdo menos abundantes. As espécies de Solanum mostraram
um numero baixo de copias de Retrosol e uma relagcio LTR: dominio interno de
aproximadamente 2:1, sugerindo que a maioria das copias sdo completas.

Utilizando uma estratégia baseada em PCR, uma seqiiéncia completa de Retrosol de quase
5 kb foi clonada. Esta copia possui todas as caracteristicas tipicas de um retrotransposon
tipo Tyl-copia e apresenta baixa identidade de nucleotideos na regido U3 quando

comparada, aos outros membros da familia.
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Os resultados aqui apresentados corroboram a hipotese de que a familia Tntl estava
presente logo no inicio da evolugdo de Solanaceae. A evidéncia sugere também que a
regido da RNAseH ficou fixada ao nivel de género no hospedeiro, e que dentro de cada

género a propagacao foi assegurado pela diversificagdo da regiao U3.

100



Abstract

VIl — Abstract

Tntl was the first active plant retrotransposon identified in tobacco after nitrate reductase
gene disruption. Ten years later a new member was characterized in Lycopersicon:
Retrolycl. In this study, we performed an analysis of Tntl-like sequences of 20 wild
species of Solanum and five cultivars of Solanum tuberosum. Sequences were amplified
from total genomic DNA using a PCR-based approach. Purified fragments were cloned and
sequenced, and clustering analysis revealed three groups that differ in their U3 region
[GenBank: EF620567-EF620763]. These cloned fragments were named Retrosol.

Using a network approach with a total of 453 non-redundant sequences isolated from
Solanum (197), Nicotiana (140) and Lycopersicon (116) species, it was demonstrated that
the Tntl family can be treated as a population to resolve previous phylogenetic
multifurcations. The resulting RNAseH network revealed that sequences group according
to the Solanaceae genus, supporting a strong association with the host genome, whereas
tracing the U3 region sequence association characterizes the modular evolutionary pattern
within the Tntl family. Within each genus, and irrespective of species, nearly 20% of Tntl
sequences analyzed are identical, indicative of being part of an active copy. The network
approach enabled the identification of putative "master" sequences and provided evidence
that within a genus these master sequences are associated with distinct U3 regions.

Copy number of Tntl-like sequences was determined using quantitative real-time PCR.
Comparing copy number among the species revealed that Tntl elements are abundant in
tobacco, representing around 2% of the genome while Retrolycl elements in tomato are
less abundant. Solanum species show low copy number of Retrosol elements and an
LTR:internal domain ratio of about 2:1, indicating that most copies are complete.

A complete sequence of Retrosol, which is nearly 5 kb long was cloned using a PCR
approach. It has all the features typical of a TyI-copia like retrotransposon and show low
nucleotide identity in the U3 region when compared with the other members of the family.
The results presented here support the hypothesis that the Tntl family was present early in
the evolution of Solanaceae. The evidence also suggests that the RNAseH region of Tntl
became fixed at the host genus level whereas, within each genus, propagation was ensured

by the diversification of the U3 region.
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ANEXO 1



Alinhamento das por¢cdes da RNAseH analisadas com o programa
NETWORK.

Os numeros representam a matriz gerada no alinhamento pelo programa DNA Alignment
1.1.21 software. Ref.: seqliéncia referente; foi utilizada uma seqiiéncia pertencente ao nd
central al de Retrosol. Pontos indicam nucleotideos iguais e lineas falta de nucleotideos ou
dele¢oes. N.tom: Nicotiana N.tab: N. tabacum, N. gla: N. glauca; N.deb: N. debneyi, N.
bem: N. benthamiana, N. plu: N. plumbaginifolia, N. syl: N. sylvestris, Lp: Lycopersicon
peruvianum; Lpp: L. pimpinellifolium; Lh: L. hirsutum; Le: L. esculentum. , Ke-Solanum
tuberosum var Kennebec, Cha-S.t.ssp.andigena var.Chacarera, Mo-S.t.ssp.andigena
var.Moradita, Tu-S.t.ssp.andigena  var.Tuni, bre-S.brevidens, acl-S.acaule, chc-
S.chacoense, cmm-S.commersonii ssp malmeanum, dds-S.xdoddsii, go-S.gourlayi, ha-
S.hannemanii, 1fd-S.infundibuliforme, inc-S.incamayoense, ktz-S.kurtzianum, Iph-
S.leptophyes,  mga-S.megistacrolubom,  mcd-S.microdontum,  oka-S.okadae, opl-
S.oplosence, sat-S.sanctae-rosae, spg-S.spegazzinii, scr-S.xsucrense, tar-S.tarijense, vin-
S.vernei. As chaves agrupam as seqiiéncias de cada elemento: Tntl, Retrosol (grupos I, IT e

I11), e Retrolycl.

123456789111111111122222222233333333344444444445555
012345678901234567801235678901234567890123

Ref CAAGAGACAAGTTCGAGCTATGCAAAGACTTGCGGCATGCACTCAAGCTAG

NtOm20 oo oo AT G eoeoeo e e e A....T.TA.GA 1‘\\
Ntom19 - .. Tececeeonao.. | Ao Ao... 1
NEOM18 - oo F I T A....T.TA.GA 1
NEOML7 - o Ao e e e e e AA. o [T A... 1
NEOM16 - oo eee . ) Ao AC.. 1
Ntoml5 - oo AT G e o e e e e e T...1
Ntomld - ..o .. AT . Ao A... 1
Ntom13 - oo ) A A... 1
Ntom12 oo T AT B o o e e e e e e 1 >>_
NEOMLIL - oo e e e e e e e e Too... A.._AA.._.T.TG.GA 1
NEOMLO oo oo e e e Ao CATC.CATTCA. .AGCCA 1 Tntl
3 o111 T.TA.GA 1
NtOm8 - oo T e e e e e T....A....T.TA.GA 1
NEOM7 o A e e e e e AA. . [T A... 1

LAV 00 )11 A 1

Ntom5 - oo AT e . Ao A... 1
Ntom4d oo .. F N P T S 1
Ntom3 . A . T e e e Geww-. A... 1
Ntom2 - o F A....T.TALGA 1



Ntoml ... ... ... ...... AT .G iiea e A....T.TA.GA
NEtab20 ... GA. e e T....A
NEablO .. GA. e A
NEabl8 . . GA. L im e A
N o= 1 € T....A
Ntabl6 ............. P Comeeeee e e Aoo..... A
i o= o 1 L Y € A
Ntabl4 ....GA...... e e e e e A
Ntabl3 ... . GA. e e A
Ntabl2 ....... j T et C....A_...... A
i o7 o 1 5 O A
Ntabl0 ............. T et C....AL...... A
Ntab9 B A
Ntab8 B A
Ntab7 B A
Ntab6 B T....A
Ntab5 B T....A
Ntab4 ... .. .. ... ...... AT G e e
Ntab3 B A
Ntab2 ............. T et C....AL...... A
Vi o7 o 1 € A
Ngla20 ... .GA. . . e e e e e maaaaa AT
Nglal9 ... . GA. e a e e T....A
Nglal8 ............. T e e Aoo..... A
N IF- O 2 € AT
o IF- 0 T AT
Nglal5 ...A...... Al A . T..T..A....G..A
Nglald ... .. ... ....... AT . G. oo i e TG
Nglal3 ... .GA. . e e aaaaaaan L [ AL
Nglal2 ... A . . T..A .. A ... T..T-.... T.G..A..
Nglall ...A...... Al A T..T-.A....G..A..
NglalO ... A . . T.. A .. A o T..T-.... T.G..A..
Ngla9 -..GA....... T o e e e e e a e AT
Ngla8 ............. TeeoGooooo.. Teeenon. C....A....... A
Ngla7 AT AL A T..T..... T.G..A
Ngla6 ............. T et C....A....... A
Nglab ............. j T o T... AL, A
Nglad ... .. ... ....... AT.G.o e o CT.e..Goo. ..
Ngla3 G.A. .. ...... T e e aaas C.o...A....... A
Ngla2 ... .. ........ T e e aaas C....A..T....A..
Nglal ... . GA. e e e e e e a e AT.
Ndeb20 ... .GA.......... A e A
Ndebl19 .............. AAT.G..T...A........ TG
Ndebl8 ... .GA. ... ........ AG . e A
Ndebl7 ... GA. e e e e e T....A
Ndebl6 ... .GA. ... Ao A
Ndebl5 ... .GA. . T..T..... T....A
Ndebld ... . G C....A....... A
Ndebl3 ... GA. e e T....A
Ndebl2 ... ... ... ....... T.Geoe et L T
Ndebll ... .GA.......... T e e A
Ndebl0 ... . GA. e [T GA
Ndeb9 T T....A
Ndeb8 --.GA. ... T et T....A
Ndeb7 --.GAL ... T e e e e A
Ndeb6 B A
Ndeb5 SR ¢ T et C.o...AL...... A

PR PRPRRRPRRPRRRRERRRRRERRPRRRRPRRPRRRERRRRERPRRRRPRRRERPRRRRERPRRRERRERRRRERRERRRRRERRRERR

Tntl



Ndeb4 ....GA......... 1 C A.... 1
Ndeb3 ... .GA. . i i eaaaa Ao, T....A.... 1
Ndeb2 .. .. GA. . e e e e T....A.... 1
Ndebl . ... GA. . .. e e e e eaaaaa [ A.... 1
Nben20 ....GA........... A e AL A ... A.... 1
NbEeN1O ... . GA. . e e e e e e e e e e aaaaaaa A.... 1
Nbenl8 ... .GA. . .. e e e e e e T....A.... 1
1 7= o 1t 8 7 A.... 1
Nbenl6 ....GA.. . i i eeeaaann O G..... A.... 1
Nbenls ... .GA. . e e e e ee e T....A.... 1
Nbenld ... . GA. . e e e e e T....A.... 1
1 7= o 10 15 7 A.... 1
Nbenl2 ... . GA. e e e e e e e e e e a i aa—aa A.... 1
Nbenll ....G........... 8 T....A.... 1
NbenlO ....GA. . ... i e e eeeeaas AL, T....A.... 1
Nben9 7 A.... 1
Nben8 7 1
Nben7 R C...A.... 1
Nben6 7 A.... 1
Nben5 e 1 A e A.... 1
Nben4 ..GAL .. 8 I A.... 1
Nben3 B A....A.... 1
Nben2 GAL ... J I O A..GA 1
Nbenl ....G........ 8 C....A...... A.... 1
Nplu20 ..... j 8 C....A_.T....A.... 1
NPBULO . GA. e e e A.... 1
Nplul8 ....GA........ A e e A.... 1
Nplul7 ........ L P Crm e A.... 1
Nplule ............. T....G....... Toeo... C....A...... A.... 1
NPIULS . LGA. e e aaaaaaa T....A.... 1
Npluld ... .. ........ T....G....... Toeo... C....A...... A.... 1
Nplul3 ....G........ 8 CATACACTCA. .CTAGA 1
NPBULZ . GA. e e e m e a e Al . 1
Nplull ... ... ..... j R ¢ TR Toeen.. C....A...... A.... 1
NplulO ............. T....Gooena. Toeen.. C....A...... A.... 1
Nplu9 7 N A.... 1
Nplu8 ... ... .. .... T....Gooena. Toeen.. C....A...... A.... 1
Nplu7 7 A.... 1
Nplu6 T A.... 1
Nplu5 T A.... 1
NplUud . GA. e e e aaaaaaaa A.... 1
Nplu3 B 17 A.... 1
Nplu2 T A.... 1
NPBUL L GA e e A.... 1
NSYB20 .. GA. i e e A.... 1
NsyIl19 ... .GA........ e e e e e e e m e e A.... 1
NSYB18 . GA. e e e A.... 1
NSYB17 o GA. e eaaa s T....A.... 1
Nsyll6 ... .......... 8 C....A...... A.... 1
NSYB1S . GA. e e eeaaaaaaa T....A.... 1
NSYB14 o GA. e e aaaaaaa T....A.... 1
NSYB13 . GA. e e aaaaaaa T....A.... 1
Nsyll2 .. ... A e AL 1
NSYBLd . GA. i e e e AT..- 1
Nsyl10 ... A .. ... ... .... AA. ... . A.... 1
Nsyl9 7 A.... 1
Nsyl8 N TCA..CTAGA 1

Tntl



Nsyl7
Nsyl6
Nsyl5
Nsyl4
Nsyl3
Nsyl2
Nsyl1l
acl3
acl7
acl21
brel
bre2
bre3
breb
bre9
brel0
brel3
brel9
bre20
bre26
bre27
bre30
bre31l
Cha2
Chal0
Chall
Chal4
Chal8
Cha22
Cha23
chc25
cmm27
dds27
go25
go27
ha3
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inf9
inf21
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ktz5
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ktz10
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e -GA L e A -
e -GA L e A -
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............. T A
A e m e eeaaaa AL
.................................. Al
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.................................................. T
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.................................................. T
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.................................................. T
.................................................. T
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............................. A
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.................................................. T
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................ A AL
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-Gl T Ao
G T Al
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............. T T T A
AL (CR AL AL
..... e
..................... e - N
..................... e - N
................................. Ao
..................... A - N
................................. Al
..................... A - N
..... A A e m e
............. T T AL
....... A A
............................................... AL
A e AL
c A e AL

PR PRPRRRRPRRRRERRPRRRRERRPRRRERRPRRRRERRPRRRERRPRRRRERRRRERPRRRERRRRRERPRRRERRRRERRERRRR

J

>, Tntl

GI
Retrosol




A e m e eeaaaa Ao 1

A e e e e e Ao 1

A e A1
................ o
............................................. G..... 1
............................. e |
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tar20
tar23
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Ke33
Tu8
Tu9
Tul4d
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verl
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ha2
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hal4
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scrll
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ktzll
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ktz19
ktz22
Lpl
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Sequéncia de Retrosoll.

Localizacdo (bp) Descricéao Cor
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4645-4945 LTR3” -
>Retrosoll

caaatctcacaatgtcaaaaggttggcagatttggaagatattggatatacatatgtagat
tttttcaaaggttggtaaactgcaaagaagaaaaaaatgtttttcttctgtagcatagttg
gaaaaatatagcacttgttatctataaaagggagagtcttcttcaaactcaaaatgcacca
aaaacaaaggagaaaaaagaagagtgaggcatcacaggggaaattagtctgtgagaaaaaa
atagagagtgtgagcgatattgtagtgaggtggaaaaataaaaaaaaggttatttctttty
aagtgtgtagtggtcttttgagttttactcagacctacaagtgtaaaaatccttactatag
tgatatcagtttctcctctecgggecgtggtttttcccttattcaagagggtttccacgcaa
aatcttggcgtcattattgctctttttattcttgttgattaaccacattgttgtgttccge
ttttattatttttattaccgcaaatattatttttgttgcgggtttattcctaataatfiGEl
BICAGABEACatgttctgctcatttacaaaaatatttttgcagcttatcgtactatactca
gtgaaaaaaaatgtctggagtaatgtatgaggtaacaaaattcaaatagcggtttctgaac
gtggcagagaaggatgagagacttgctcatccaacagggtttgcacaaggcactaggcgge
aaatccaaaagcccgaaaccatgaaacttggggattgggaagaaatggttgaaaaggcttc
tagtgcaatcaggttgcacttaacaaatgatgtggttaataacatcatcgatgaagagagt
gcatgtggcatttggacaaagttagaaaatctatacatgtccaaaacgctgacaaataaat
tgtacctaaaaaattagttatatgccctacatatgggtgaaggtacacattttttgtccca
tttaaatgtgcttaatagactaatcacacagctagcaaacctcggagtaaagatcgaggag
gaagataaagacatagtgctcctaaactcgttgccatcttcctacgatgagttggcaacaa
ccatcttacatggtaaggacactattgagttgaaggatgtcacatcagcccttctgcttaa
tgaaaagatgagaaaaaagcctgaaaatcacggacaggctctcatcacagaaagtagaggce
agaagttaccaaaggagttcaagcaactatggtagatccggagctcgtggaaagtctaagg
tccgatcaaaatcaaaggccaaaaattgctacaattgcgaacaaccaggtcagttcaaaag
agattgtccgaatctaaaaagaagcaaaggagaaagcagtggccagaagaatgttgacaac
acagctgccatggtgcaaaataatgacagtgttgttctcctcataaacgaggaagaggaat
gcatgcacttggaaggtgtagagttggaatgggtggtcgacacaacaacatcttaccatge
cacaccagtaagagatgtcttttgcagatatgtagcaggtgattttggcaatgtgaaaaty
ggtaacacaagttactcaaagattgtggggatcagagatgtttgcataaagtcaaatgtcy
gatgcatattagttttgaaaaatgtgcgccacgtacctgatttgcggatgaacttgatctt
gggagttgctttggaccgagatggataagagaactactttgcaaataaaaaatggagactc
accaaaggggcattgatgatttcaaaaggagttgctcgtggcacgttgtacaggacaaatg
cagaaatatgccaaggtgaattcaatgcggctcacgaagagatttctacagatttgtggea
tagaagaatgggtcatatgagcgagaaaggattgcaaattctttccaaaaaatcactcatc
tcttttgccaaaggtacaacgataaaaccttgtaactatgtttatttggtaagcaacatag
aatctcatttctgacatcatctgaaagaaagttgaatatacttgatttggtatattctgat
gtctttggtccaatggagatagaatcgatgggaggtaataaatactttgttacctttatty




atgatgcttcacaaaaattgcgggtttatatcttgaaaaccaaagatcaggtgtttcaagt
atttcaaaagtttcatgctctggtagaaagagagacgggtcggaagctaaaacgtctccaa
actgacaatggaggtgagtacacttcaagagaatttgaagagtactattcaaatcatggaa
tcaaacatgaaaagatagttcctggaatcccacaacacaatggtgtagctgagagaatgaa
tcacaccattgttgagaatgtgagaagcatgctcagaatggctaaattacctaagtcattc
tggggtgaagcagttcggacagcatgttatcttatcaatcatagtccatcagttccgttgg
agtttgacattccggagagagtttggatcaacaaggagatatcttactcgcacctaaaggt
gttcggttgcaaagcttttgcacatgtaccgaaggagcagagaaccaagctagatgataat
tcagttccctgcatattcatcggatatggagatgaagaattcaggtacagattgtgggatc
ctgtaaagaagaaggtcatcaaaagcagagatgtaatcttccgagaaagtgaagttggaac
tgccgatgctctatccgagaaggccaaggaaaagaatggtatagtccctaatcttattaca
attaattctaaccatcccataagtgcagaatgtacgatcgatgaagttgctgaacaggaag
agcaacctaatgagattgttgagcaggaggagcaacttggtgataataccgagcaagtgga
gtacccggaagaagaagaacaatctcaacctatgaggagattagaaagacagggtagagtc
atccaagtacccttcctcaaagtatgtcctcatcaatgatgaaggggagccagaaagtctt
aaagaaatgttgtctcatccagaaaagaaccaatggatgaaagccatacaagaagagatgg
aatctctacaaaaaaatggcacatacaagctagttaaacttccaaaaggcaaaagaccgct
aaagtgcaagtggatctttaaactcaagaaagatggaaatggcaagttggtcaggtacaaa
gctcgattggttgtaaaaggcttcgaacaaaagaaaggtattgattttgatgaaatttttt
cacctgttgtcaaaatgacttttattcgaactattttgagcctagcagctagcctagatct
tgaagtggagcaattggacgtgaaaactacatttcttcacggagatttggaagaaaagatt
tatatggagcaactagagggatttgaagtatttggaaagaaacacatggtgtgcaaattga
ataagagtctttatgggttgaaacaggcaccaaggcaatgatacaaaaagtttgactcttt
catgaaaaatcaaacgtacacaaagacctattctgatccatgtgtatacttcaaaagattt
tctgacaacaattttattattttattgttgtatgtggatgacattttaattgtaggacaag
acaaaggtttgattgcaaggttgaagggggatttgtccaagtcatttgacataagggactt
gggaccggcacaacaaattctagggatgaaaattgtttgagaacgaacaaaaataaagttg
tggctatctcaagagaagtacattgaacgtgtactagaacgcttcaacatgaagagtatta
aacctgttagcacgcctcttgcgagtcatctgaagttgagcaaacaaatatgtcctacaac
aaaaaaggagaaagagggaatgaccaaagttccttattcttcagcagtggggagtttgatg
tatacaatggtgtgtacaagacctgatattgctcatgcagttggtgttgttagcagattcc
ttgaatatcctggaaaagagcactgggagtcaattaagtggatacttaggtacctaagagg
taccacaagagattgtttgtgttttgaaggatctgatccaatcttgaaaggctatacagat
gctgatatggtagctgacctcgataacagaaaattcactactggatatttgtttacatttt
tagggggagctatatcatggtagtcaaagttgcagaagtgtgttgccctctctacaacgga
ggcagagtatattgcagctactaaagctggcaaagagatagtatggctgtaacgatttctt
caggaacttggattgcatcagaaagagtatgtcgtctattgtgacagtcaaagtgcaatag
tcttgagcaagaacacgatgtatcatgcaaggacgaagcatatcgacgtgagatatcactg
gattcgtgaaaagatggaggatggaatctatgcatgtcatgaagatccctactagtgaaaa
cccttcggatatgctgaccaaggtggtatcaagagacaagttcgagctatgtaaagaactt
gtcgacatgcactaaagctagaaacttagagctacctctttcaagtgaatgggtctGGAGG
GGAGAttttggggtccatccacatttgccaaatctcacaatgtcaaaaggttggcagattt
ggaagatattggatatacatgtgcagattttttcaaaggttggtaagctgtaaagaagaaa
aaattgtttttcttctgtagcatagttggaaaaatactgcacttgttatctataaaaggga
aagtcttcttcattctcaaaatgaaccaaaaacaaaggagagaaaagaagagtgaggcatc
acagaggaaattagtctgtgaggaaaaaatagagagtgtgagcgatattgtagtgaggtgg
gaaa



Poliproteina

Localizacdo (aa) Descricéao Cor
229-246 Dedo de zinco =

296 Dominio catalitico Protease -
472-641 Dominio catalitico Integrase -

MSGVMYEVTKFXXSGF*TWQRRMRDLL 1QQGLHKALGGKSKXPETMKLGDWEEMVEKASSA
IRLHLTNDVVNNI IDEESACGIWTKLENLYMSKTLTNKLYLKN*LYALHMGEGTHFLSHLN
VLNRLITQLANLGVKIEEEDKDIVLLNSLPSSYDELATTILHGKDTIELKDVTSALLLNEK
MRKKPENHGQAL I TESRGRSYQRSSSNYGRSGARGKSKVRSKSK
BNLKRSKGESSGQKNVDNTAAMVQNNDSVVLL INEEEECMHLEGVELEWVVDTTTSYHATP
VRDVFCRYVAGDFGNVKMGNTSYSKIVGIRDVCIKSNVGCILVLKNVRHVPDLRMNLILGV
ALDRDG*ENYFANKKWRLTKGALMISKGVARGTLYRTNAE1CQGEFNAAHEEISTDLWHRR
MGHMSEKGLQILSKKSL I SFAKGTT IKPCNXCLFGKQHRISFLTSSERKLNILDLVYSDVF
GPMEIESMGGNKYFVTFIDDASQKLRVY I LKTKDQVFQVFQKFHALVERETGRKLKRLQTD
NGGEYTSREFEEYYSNHG IKHEK VPG IPQHNGVAERMNHT IVENVRSMLRMAKLPKSFWG
EAVRTACYLINHSPSVPLEFDIPERVWINKE 1SYSHLKVFVSQAFAHVPKEQRTKLDDNSV
PCIFIGYGDEEFRYRLWDPVKKKV IKSRDV IFRESEVGTADALSEKAKEKNGIVPNLITIN
SNHP ISAECT IDEVAEQEEQPNE IVEQEEQLGDNTEQVEYPXXEEEQSQPMRRLERXRVES
SKYPSSKYVL INDEGEPESLKEMLSHPEKNQWMKA1QEEMESLQKNGTYKLVKLPKGKRPL
KCKWIFKLKKDGNGKLVRYKARLVVKGFEQKKGIDFDEIFSPVVKMTFIRT ILSLAASLDL
EVEQLDVKTTFLHGDLEEK1YMEQLEGFEVFGKKHMVCKLNKSLYGLKQAPRQ*YKKFDSF
MKNQTYTKTYSDPCVYFKRFSDNNF 1 ILLLYVDDILIVGQDKGL IARLKGDLSKSFDIRDL
GPAQQILGMKITV*ERTKIKLWLSQEKY IERVLERFNMKS IKPVSTPLASHLKLSKQICPTT
KKEKEGMTKVPYSSAVGSLMYTMVCTRPD I AHAVGVVSRFLEYPGKEHWES IKWILRYLRG
TTRDCLCFEGSDP I LKGYTDADMVADLDNRKFTTGYLFTFLGGAISW*SKLQKCVALSTTE
AEY IAATKAGKE IVWL*RFLQELGLHQKEYVVYCDSQSAIVLSKNTMYHARTKHIDVRYHW
IREKMEDESMHVMK IPTSENPSDMLTKVVSRDKFELCKELVDMH*S*

*: codon de parada (do inglé€s, stop codon)

Cddigo de letras usadas para designar residuos de amino acidos: D=aspartato; E=acido glutdmico;
H=histidina; S=serina; C=cisteina; K=lisina; G=glicina; A=alanina; L=leucina; V=valina;
I=isoleucina; P=prolina; F=fenilalanina; T=treonina; Y=tirosina; N=asparagina, Q=glutamina;

R=arginina; W=triptofano; M=metionina.
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Abstract

Background: Tntl was the first active plant retrotransposon identified in tobacco after nitrate
reductase gene disruption. The Tntl superfamily comprises elements from Nicotiana (Tntl and
Ttol) and Lycopersicon (Retrolycl and Tlcl) species. The study presented here was conducted to
characterise Tntl-related sequences in 20 wild species of Solanum and five cultivars of Solanum
tuberosum.

Results: Tntl-related sequences were amplified from total genomic DNA using a PCR-based
approach. Purified fragments were cloned and sequenced, and clustering analysis revealed three
groups that differ in their U3 region. Using a network approach with a total of 453 non-redundant
sequences isolated from Solanum (197), Nicotiana (140) and Lycopersicon (116) species, it is
demonstrated that the Tntl superfamily can be treated as a population to resolve previous
phylogenetic multifurcations. The resulting RNAseH network revealed that sequences group
according to the Solanaceae genus, supporting a strong association with the host genome, whereas
tracing the U3 region sequence association characterises the modular evolutionary pattern within
the Tntl superfamily. Within each genus, and irrespective of species, nearly 20% of Tntl sequences
analysed are identical, indicative of being part of an active copy. The network approach enabled the
identification of putative "master" sequences and provided evidence that within a genus these
master sequences are associated with distinct U3 regions.

Conclusion: The results presented here support the hypothesis that the Tntl superfamily was
present early in the evolution of Solanaceae. The evidence also suggests that the RNAseH region
of Tntl became fixed at the host genus level whereas, within each genus, propagation was ensured
by the diversification of the U3 region. Different selection pressures seemed to have acted on the
U3 and RNAseH modules of ancestral Tntl elements, probably due to the distinct functions of
these regions in the retrotransposon life cycle, resulting in both co evolution and adaptation of the
element population with its host.
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Background

Retrotransposons are mobile genetic elements that trans-
pose via an RNA intermediate. They are abundant and
widespread components of eukaryotic genomes [1]. There
are two major types of retrotransposons: long terminal
repeat (LTR) retrotransposons and non-LTR retrotrans-
posons such as LINEs (long interspersed nuclear ele-
ments) and SINEs (short interspersed nuclear elements)
[2,3]. LTR retrotransposons are abundant in plant
genomes and can constitute a very large fraction of the
host genome [4,5].

LTR retrotransposons are flanked by LTRs in direct orien-
tation. LTRs are subdivided into U3 (unique 3'RNA), R
(repeated RNA) and U5 (unique 5'RNA) regions. Regula-
tory signals such as promoter, terminator regions and
polyadenylation sites are found in the LTRs [2]. Besides
the functional importance of these sequences, several
studies have reported that the LTRs are the most-rapidly
evolving regions of retrotransposons [6,7].

LTR retrotransposons encode a number of proteins
derived from the gag and pol genes, which are usually tran-
scribed as two main mRNAs. The proteins in pol are syn-
thesised as a polyprotein that is cleaved by an internal
protease activity releasing the internal protein activities
endonuclease/integrase, reverse transcriptase and ribonu-
clease H (RNAseH). The gag gene encodes a protein
involved in maturation and packaging of the RNA form of
the retrotransposon. The life cycle of an element involves
transcription by cellular RNA polymerase II, reverse tran-
scription, packaging into virus-like particles, and integra-
tion of the cDNA copy back into the genome |2].

The retrotransposon Tnt1, first characterised in tobacco, is
one of the few plant retrotransposons for which transpo-
sitional activity has been demonstrated [8]. Tntl-like
sequences have been detected in several Solanaceae and in
Nicotiana at least three major groups can be differentiated
based on U3 regulatory region sequence divergence giving
rise to Tnt1A, B and C subfamilies [9-12]. Retrolyc1 ele-
ments detected in tomato share extensive nucleotide sim-
ilarities to Tnt1 elements except in the U3 region [13,14].
Distinct from Tntl, Retrolycl sequences comprise two
subfamilies, RetrolyclA and B, also distinguished at the
regulatory U3 region [14].

The retrotransposon life cycle results in genome amplifi-
cation and for this reason their activity is tightly control-
led by the host. Besides rounds of amplification, host
genome size can be scaled down by homologous recom-
bination events within an element or between elements,
usually leading to an increase in the copy number of
SOLO-LTR sequences [15]. The work presented here aims
to address the question of 'how' Tntl-related sequences

http://www.biomedcentral.com/1471-2148/7/34

differentiated in three Solanaceae genera (Nicotiana, Lyco-
persicon and Solanum) and if there is any evidence for the
occurrence of lateral gene transfer. These questions were
addressed in a total of 453 non-redundant sequences
using a population model approach based on recent stud-
ies of the amplification of Alu sequences among human
and chimpanzee lineages [16,17].

The results presented here demonstrate the existence of
Tntl superfamily related lineages in all species studied.
Sequences analyses corroborate the hypothesis that the
Tntl-superfamily has evolved through differentiation of
the U3 region as previously suggested [12]. RNAseH clus-
tering studies revealed the existence of a major represent-
ative RNAseH sequence (o sequence) suggesting the
presence of active copies. However, the highly diverse U3
region presents inter- and intra-specific diversification,
which supports the hypothesis of a rapidly evolving
sequence that can be interpreted as a strategy either to
evade negative control by the host or to quickly adapt to
the new evolving host genome thus contributing to host
fitness.

Results

Tntl-like sequences within different Solanum species

The presence of Tntl-like sequences within 25 wild and
cultivated Solanum genotypes (Table 1) was assayed by
PCR using primers designed on the Tntl sequence
anchored in the terminal part of the ribonuclease H
(RNAseH) domain (Avi), and on the U5 region (Ol16)
spanning part of RNAseH, Linker, U3, R and a portion of
U5 region (Figure 1). Fragments of the expected size (500
bp) were detected in all genotypes analysed (Table 2).
Sequence analysis using the NCBI Blast tool [35] con-
firmed that all 317 cloned fragments exhibited similarity
to the Tnt1 superfamily and were therefore named "Retro-
sol" to designate them as retrotransposons from Solanum.
Alignment of nine Retrosol sequences, chosen randomly
from seven distinct species, to Tntl and Retrolyc1 retro-
transposon sequences revealed that the similarity spans
the RNAseH, R and U5 regions but not U3 (Figure 2).

Intra-genotype redundancy was eliminated and only
unique sequences within species were considered for fur-
ther sequence studies (Table 2). As these species do not
have well-characterised genomes, it cannot be determined
whether the amplified Retrosol fragments represent an
unbiased random sample of sequence diversity. However,
for a survey of the evolution of this element family, this
approach seems appropriate as it was also used previously
in the characterisation of the Tnt1 and Retrolyc1 families.
A few sequences had a premature stop codon and others
no stop codon at all in the RNAseH domain (Table 2).
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Table I: List of Solanum species used in this study
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accession section subsection Seria Species Code Ploidy
Bal20002 Petota Estolonifera S. brevidens Bre 2x
Bal80009 Potatoe Commersoniana S. commersonii subp.malmeanum Cmm 2x
Bal01280 Yungasensia S. chacoense Chce 2x
Bal03017 S. tarijense Tar 2x
BalOl113 Megistracroloba S. megistacrolobum Mga 2x
Bal74326 S. sanctae-rosae Sat 2x
Bal0l156 Cuneolata S. infundibuliforme Ifd 2x
Bal86017 Tuberosa S. x doddsii Dds 2x
Bal87066 S. leptophyes Lph 2x
Bal90081 S. microdontum Mcd 2x
BalOl121 S. oplocense Opl 4x
Bal86053 S. X sucrense Scr 4x
Bal01007 S. gourlayi Gou 2x
Bal83042 S. hannemanii Ha 2x
Bal73042 S. incamayoense Inc 2x
Bal90044 S. kurtzianum Ktz 2x
Bal74282 S. okadae Oka 2x
Bal03013 S. spegazzinii Spg 2x
Bal74330 S. vernei Vrn 2x
S. tuberosum
cultivar Kennebec Ke 4x
cul.Huinkul Hu 4x
S. tuberosum subp. andigenum

cul.Chacarera 109 Cha 4x

cul . Moradita 64 Mo 4x

cul.Tuni 207 Tu 4x
Bal0l 109 Acaulia S. acaule Acl 4x

Accession means collection, year and locality. x in species name, means hybrid.

The nucleotide divergence index (nJC), with Jukes and
Castor's correction, was calculated for the full-length frag-
ment sequence within each genotype. Numbers range
from 0.026 to 0.287, and allow the genotypes to be classi-
fied within three sets (Table 2). The most diverse displays
nJC values > 0.2 and encompassed S. hannemanii, S. kurtz-
ianum and S. okadae species. The second, involving S.
acaule, S. megistacrolubom and S. xsucrense, presented val-
ues between 0.1 and 0.2; while the third, involving all
remaining species had an nJC index of < 0.1. It is worth
pointing out that cultivated potatoes (S.tuberosum cultivar
Huinkul, Kennebec, and subsp. andigenum cul. Moradita,
Chacarera and Tuni) were in the least diverse group.

Phylogenetic Relationships of Solanaceae Tntl-related
sequences

To visualise the relationship between all Solanaceae Tnt1-
related sequences, a phylogenetic analysis was performed
using all full-length fragments amplified. Retrosol
sequences were aligned, together with representatives of
TntlA B and C, and RetrolyclA and B subfamily
sequences. Three groups were obtained supported by a
bootstrap of 98% or higher (Figure 3). Group I contains
87 sequences, including both wild and cultivated species
and all 15 sequences amplified from S. brevidens (Table 2).

Nucleotide identity between sequences varies from 80-
90%. Group II has 95 sequences from wild and cultivated
species (Table 2) and nucleotide identity is higher than
90% between sequences. Group IIl has 15 sequences
belonging to 6 wild species: S. acaule, S. hannemanii, S.
kurtzianum, S. okadae and S. xsucrense (Table 2) with vari-
able nucleotide identity ranging from 60-95%. The Tntl
C sequence clusters to Group III while Tntl A, B and
Retrolycl A and B form a bridge between Groups I and II
and the other sequences.

The JC index calculated for all unique Retrosol sequences
was 0.087 + 0.0000571. Considering Retrosol phyloge-
netic groups separately, the nucleotide variability is lower
for sequences of Group II (0.030 + 0.0000016), and for
Group 1 (0.063 + 0.0000035). Group III has the highest
value (0.220 + 0.0009489), probably representing more
than one group of related sequences. Nucleotide diversity
is not uniformly distributed amongst the amplified frag-
ments. When a comparative sliding window for nucle-
otide diversity is applied on all aligned sequences or
within each group, as shown in Figure 4, higher substitu-
tion rates are seen to be in the U3 region. However, when
nucleotide diversity distribution was analysed within each
group, Group Il showed a less diverse U3 region com-
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Table 2: Genetic variability parameters of Tntl-like sequences of Solanum wild and cultivated genotypes

code Domest. total unique size bp nJC | | 11 premature no stop/cod
bre wild 25 13 52% 456(x 7) 0,057 13 - - | 5
cmm 3 3 100%  423(x 5) 0,093 | 2 - - -
chc | | 100% 428 - | - - - -
tar 15 9 60% 422(x 14) 0,038 | 8 - | -
mga 17 10 58% 439(+ 19) 0,171 6 3 | - -
sat 7 6 85% 440( 4) 0,069 4 2 - - -
inf 23 10 43% 428(+ 9) 0,053 4 6 - 2 -
dds | | 100% 435 - | - - | -
Iph | | 100% 436 - | - - - -
mcd 2 2 100%  428(x 1) 0,078 | | - - -
opl 2 2 100%  419(x2) - - 2 - | -
scr 12 12 100%  463(x I 1) 0,132 6 5 | | |
gou 3 3 100%  430(% 8) 0,093 2 | - | -
ha 19 12 63% 428(+ 9) 0,249 2 7 3 - -
inc 21 Il 52% 421(t 4) 0,041 2 9 - 3 -
ktz 18 14 77% 443(+ 8) 0,287 7 - 7 - -
oka 16 7 43% 434(z 10) 0,273 2 3 2 - -
spg 20 9 45% 433(x7) 0,055 5 4 - 3 -
vrn 12 4 27% 429(+ 9) 0,072 2 2 - - -
Ke cult. 8 8 100%  426(% 14) 0,078 2 6 - - -
Hu 4 4 100% 421 0,026 - 4 - - -
Cha 23 17 74% 424(t 7) 0,064 7 10 - - -
Mo 29 17 58% 423( 6) 0,057 6 I - - -
Tu 17 14 82% 428(+ 10) 0,058 8 6 - - -
acl wild 18 7 38% 419(= 19) 0,191 3 3 | - 4
total 317 197 62% 87 95 15 14 10

Note. Code refers to the codes use in table | for each species and cultivars. Domestication (Domest.) status: wild or cultivated (cult.) genotypes.
Total: indicates total number of sequences obtained; unique genotypes: total number of different sequences and percentage; size: average fragment
size in bp (size variation); JC indicates nucleotide diversity with Jukes and Castor's (1969) correction; |, Il and Il refers to the sequence identity
group obtained from the tree presented in figure 3 and numbers in these columns indicates numbers of sequences; premature: refers to number of
sequences with premature stop codon and no stop/cod: refers to number of sequences with no stop codon in the RNAseH domain.

pared to the other groups, while Group III sequences
exhibited the highest diversity in the U3 region. The data
support the hypothesis that Solanum species harbour at
least three versions of U3 regulatory regions, although
based on previous Tnt1 superfamily U3 divergence studies
[12], Group III could represent more than one version.

NETWORK analysis of Tntl superfamily ribonuclease H
Network approaches have been designed to investigate
relationships between closely related sequences, allowing
identification of persistent ancestral nodes, multifurca-
tions and reticulations, which are not resolved when
applying a conventional phylogenetic package [19]. In the
network approach, the most-represented identical
sequences — named o, or master copy - occupy a central
position in the net with high numbers of branches sug-
gesting that the sequence represents part of an active ele-
ment. This approach is based on the parsimony principle,
which connects data sets with the minimum number of
evolutionary steps. Reticulations on the net could result
from recombination and/or homoplasy [18,19].

Considering the Tnt1 superfamily of retrotransposons in
the genera Solanum, Lycopersicon and Nicotiana as a popu-
lation of sequences with a common ancestor, a Network
study was carried out with the aim of testing the hypothe-
sis that a common o master sequence exists in Tnt1-super-
family. The 53 nucleotides corresponding to the last
portion of the RNAseH coding domain from a total of 453
Tntl like-sequences (197 Retrosol sequences reported in
this study, 140 Tnt1 sequences characterised from 7 Nico-
tiana species and 116 Retrolycl sequences from 4 species
of Lycopersicon) were used for network analysis. The result-
ing network (Figure 5a) revealed that Tnt1, Retrolycl and
Retrosol did not share any RNAseH sequence as revealed
by the absence of shared nodes, although different species
within each genus did share a master sequence.

In Retrosol sequences, the unique o node observed (o1)
represents 25.5% of all Retrosol sequences and encom-
passes S. hannemanii, S. incamayoense, S. infundibuliforme,
S. microdontum, S. megistacrolobum, S. okadae, S. sanctaro-
sae, S. spegazzinii, S. tarijense, S. x sucrense, S. vernei and all
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Schematic representation of the amplified retrotransposon fragment. LTR: long terminal repeat. RNAseH: ribonu-
clease H; Linker: noncoding region with PPT (polypurine track); U3: unique 3' RNA region; R: repeat RNA; and U5: unique
5'RNA region. Thick arrows indicate the position of the primers used in the amplifications.

S. tuberosum cultivars. It is worth mentioning that 46 of
the 50 a1 sequences belong to Group II, which is the least
diverse phylogenetic group. Moreover, within a1 group it
was possible to identify identical U3 regions belonging to
different species and cultivars. A total of 13 non-redun-
dant S. brevidens sequences are connected with the o
sequence in the net through a nucleotide change. None of
the sequences belonging to group III appear in the ol
cluster; group III sequences are located at a more distant
position in the net, suggesting a more distant relationship
with the core sequence and probably do not originated
from the a1 node.

Tntl sequences originated from two o nodes: o2 with
24% (34 sequences) and o3 with 12 % (17 sequences) of
Tntl sequences (Figure 5b). 02 sequences belonged to:
Nicotiana tabacum, N. debneyi, N. benthamiana, N. plumbag-
inifolia and N. sylvestris, embracing the three Tntl sub-
families (A, B and C). a3 clustered sequences from Nico-
tiana tabacum, N. glauca, N. debneyi, N. benthamiana, N.
plumbaginifolia and N. sylvestris, grouping Tnt1 subfamilies
A and C. It is interesting to note that Tnt1-94, for which
transpositional activity has been demonstrated [8],
grouped in the a3 node.

Retrolycl showed three different o. nodes: a4 with 18.9%
(22 sequences), a5 with 17% (20 sequences) and a6 with
13% (15 sequences) of Retrolycl sequences (Figure 5b).
o4 include sequences from Lycopersicon pimpinellifolium
and L. esculentum - all from the Retrolyc1 B subfamily. o5
has sequences that belong to L. peruvianum and to the
Retrolycl A subfamily, while a6 has 14 sequences that

belonged to L. peruvianum and only one from L. hirsutum
- all from Retrolycl A. Identical U3 sequences were
shared by different species in the a4 node.

Other data nodes with different numbers of sequences are
connected with the central al, 02, a3, 04, o5 and 06
nodes, suggesting that these members could be active and
could contribute to the expansion of each element inside
its corresponding genus (Figure 5b). The network did not
show any excess of multidimensional reticulations so the
influence of homoplasy can be considered as negligible
[19].

Discussion

Genome expansion and contraction resulting from
rounds of amplification/deletion of transposable ele-
ments is becoming accepted as a major component influ-
encing the diversification of eukaryote genomes, as
suggested by studies in particular plant and animal species
[15,19]. Genome sequencing project also shed light on
the ancient associations of known transposable element
families with plant genomes. For example, in the work
described by Rossi et al. (2004) [20], a phylogenetic study
on Mutator-like elements (MULE) identified in sugarcane
revealed the existence of 4 MULE lineages in Angiosperms
prior to the divergence of Monocots and Eudicots.

The retrotransposon Tntl was initially characterised in
Nicotiana tabacum and then detected by probe hybridisa-
tion in other Solanaceae genomes [8]. Ten years later, a
new Tntl-like element, Retrolycl, was characterised in
Lycopersicon peruvianum [13]. In this study we report a new
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Figure 2

Sequence alignment of the partial amplified fragments. Representatives from TntlA, B and C; RetrolyclA and B; and
six sequences from Retrosol were included (names in bold). Underlined regions denote: RNAseH (ribonuclease), Linker, U3
(unique 3'RNA region), TATA, R (repeat RNA) and U5 (unique 5' RNA).
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Phylogenetic analysis of Tntl Solanaceae superfamily. Phylogenetic analysis was performed with 197 sequences ampli-
fied from different species of Solanum (species are indicated by a code cited in Table | and different clones are indicated by
numbers), and representative sequences from Tntl A, B and C, and Retrolyc| A and B. The aligned nucleotide sequences span
the last fragment of the RNAseH domain, the linker, U3, R and part of the U5 region.
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Sequence divergence distribution along the amplified fragments. The values on the x-axis correspond to the nucle-
otide position of the fragment amplified. The values on the y-axis are the nucleotide diversity () measure, the percentage of
divergent nucleotides relative to the number of informative bases, calculated using a sliding window of 10 bp and a step of | bp,
by the DnaSp program [31]. The position of the TATA box and U3 are indicated. Data are shown for all sequences amplified

and for pair-wise comparisons within groups without gaps.

uz
Position bp

family member, Retrosol, present in several wild and cul-  In addition to its functional importance, the LTR is one of
tivated Solanum genotypes from South America. These  the most rapidly evolving retrotransposon regions. LTRs
results suggest an early association of the Tntl super-  contain important functional regions such as terminal
family in the evolution of this plant family (Solanaceae). segments, promoter and enhancer elements, RNA process-
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Figure 5

Median-joining networks of the RNAseH coding region. The network was constructed using 443 Tntl superfamily
sequences. Circles denote sequence types: yellow circles denote sequences types from Retrosol, blue circles denote sequences
from Tntl, and red circles denote sequences from Retrolycl. (A) The size of the circle is proportional to the number of
sequences, with one sequence type indicated in the bottom-left corner. Lines denote substitutions; with one-step distance indi-
cated in the bottom-left corner. Reconstructed nodes are identified as black circles; they are absent in the dataset because they
were not sampled or lost. (B) Zoom of the median-joining networks of the RNAseH coding region. The size of the circles is
proportional to the number of sequences, with one sequence type indicated in the bottom-left corner. Lines denote substitu-
tions and numbers on the lines indicate the substitution position on the sequence. One-step distance is indicated in the bot-
tom-left corner. The labels in the nodes illustrate the nomenclature used to refer to the original master sequence of each
genus, called o type: ol is the master copy from Retrosol, 02 and 03 are from Tntl and 04, o5 and o6 are from Retrolycl.

ing signals, and it is recognised for the integration process.
In the BARE-1 retrotransposon of barley, the whole LTR is
heterogeneous [7], while in Tnt1 superfamily the variabil-
ity is targeted specifically to the U3 region of the LTR [12].
The three subfamilies of Tnt1 retrotransposons, as well as
Retrolycl subfamilies, are also differentiated mainly by
the U3 region. Retrosol sequences present the same struc-
ture, showing an accumulation of INDELs and SNPs tar-
geted specifically to the U3. Thus, the hyper variability of
the U3 region in the Tntl-superfamily seems to be a gen-
eral phenomenon of this element's evolution within
Solanaceae species.

Three clades emerged when applying phylogenetic meth-
ods to analyse amplified Retrosol sequences from Solanum
sequences. Groups I and II are consistent because they
represent cohesive versions of U3. In contrast, Group III
encompasses the most diverse sequences, probably due
more than one U3 version being represented. No correla-
tion is observed between a particular U3 version and gen-
otype, wild or cultivated species, or geographical
distribution (Tables 1, 2). These results suggest that the
amplification and differentiation of Retrosol occurred
prior to Solanum speciation.

A population model was applied in this work to evaluate

the relationships among Tntl-derived elements in Sola-
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num, Lycopersicon and Nicotiana with the aim of testing the
existence of a unique master copy. To analyse the Network
results, the three models of expansion proposed by
Cordaux et al (2004) [19] for Alu subfamily in humans
and primates were considered: the single 'master gene'
model, the intermediate model and the transposon
model. According to the 'master gene' model, a single o-
type element generates all other subfamily members, lead-
ing to a star-like relationship with all inactive copies
derived from the o element. The contrasting transposon
model postulates that all element members can be active
in producing new copies, resulting in the lack of a radia-
tion structure from the o central node. The intermediate
model suggests that several members are active and con-
tribute to expansion. Relationships in this latter model are
expected to be partly star-like, but also with different pro-
portions of elements that are not connected directly with
the central element depicted as the "o "-sequence.

The RNAseH network supports different models of expan-
sion depending on the element. In addition, RNAseH
sequence types, represented by nodes in the net, are dis-
tinctive for each genus. Retrosol and Tnt1 show a star-like
topology, with the central o node corresponding to the
most frequent sequence type, although Tntl presented
more than one o node. Other nodes not directly con-
nected with the central oo node are also found, indicating
that the sequence type immediately downstream is also
capable of amplification. The unique Retrosol o node is
represented in 16 out of the 25 genotypes analysed, taking
into account that for most of the other 9 genotypes only a
few sequences were cloned. In summary, the model of
expansion of Tntl in Nicotiana sp. and Retrosol in Sola-
num sp. best suits the intermediate model. In contrast,
Retrolycl present a model with the absence of a radiating
structure from a central node and with more than two o
nodes, suggesting that many family members are capable
of producing new ones. However, these results cannot be
used to make conclusions regarding Retrolycl evolution
as the sequences used in this study were obtained from
only a few species of Lycopersicon.

The ol in Retrosol encompasses 92% of Group II
sequences, representing 50% of the total Group I sample.
As mentioned above, Group II presents the least variable
U3 region (Figure 4), and several Group II sequences
amplified from different genotypes have identical U3
regions. Thus, sequences with identical RNAseH and U3
regions transposed prior to the divergence of the host spe-
cies. This activity is recent enough that element copies
should not have accumulated mutations or deletions in
the U3 variable region. All these lines of evidence point
out the protagonist role of Group II in Retrosol expansion
as the transpositionally active lineage.

http://www.biomedcentral.com/1471-2148/7/34

RNAseH is conserved in Retrosol elements across host
species from the same genus, while the U3 region has
evolved rapidly, in agreement with the concept of modu-
lar evolution. The conservation of the RNAseH module at
the genus level is related to its biological function, in
which the enzyme has to interact with other molecules.
RNAseH is involved in degradation of the original RNA
template, generation of a polypurine track, and final
removal of RNA primers from the newly synthesised
minus and plus DNA strands [21]. These functions are
necessary for the transpositional activity of the element.
On the other hand, the U3 module evolved rapidly in
accordance with its promoter function. New promoter
sequences may permit the expression of the element in
diverse environmental conditions, increasing the survival
potential of the element in the host and/or the probability
of overcoming host transcriptional silencing efforts. In
addition, the host may gain an advantage in generating
genome diversity by insertion of new retrotransposon
copies, increasing its own environmental fitness. Co-evo-
lution and co-adaptation of retrotransposon with its host
genome is expected to play a particularly important role in
the long-term survival of these genetic elements [22].

The Solanaceae is one of the largest flowering plant fami-
lies, embracing 96 genera. It has a world-wide distribution
but the greatest concentration of genera and species is
found in South and Central America. About three-quarters
of these genera and around half of the total number of
species are found there; strongly suggesting that the family
itself originated in the part of the ancient land mass that
later became South America [23]. In order to analyse the
evolution of the Tnt1 superfamily, species from three gen-
era were considered: Solanum, Lycopersicon and Nicotiana.
Solanum is one of the largest genera in Angiosperms and
accounts for all wild and cultivated tuber-bearing species
originating in the high Andes of southern Peru and north-
ern Bolivia. Lycopersicon includes the tomato and its wild
relatives, which are confined mainly to Chile, Peru and
Ecuador. Nicotiana encompasses cultivated tobacco and
wild species found mainly in South America and Aus-
tralia. These three genera originated in South America but
the present species distribution reflects several dispersal
phenomena [24]. Could Tntl1-related elements be a deter-
minant in the speciation of the Solanaceae?

As proposed by Grandbastien et al [12], the composition
of present element populations results from the adaptive
response of the ancestral Tntl population to different
hosts. This adaptive element response refers to appropri-
ate expression patterns, efficient mechanisms of replica-
tion and integration, and insertion into non-deleterious
genomic sites. Ancestral copies exhibiting such adaptive
responses were selectively amplified during or after the
radiation of Solanaceae. On the other hand, non-tran-
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scribed copies would have been rapidly inactivated and
lost. In Retrosol elements, no correlation is found
between host species, U3 region or RNAseH sequence
type, suggesting that diversification of Solanum species
was not a determinant of this retrotransposon population.
Similar results have been reported for Tntl [10] and
Retrolyc1 [14].

Conclusion

The use of a population model based on the network
approach to evaluate the nature of the association of Tnt1-
related sequences in Solanaceae supports the existence of
an ancestral element rather than the occurrence of recent
lateral gene transfer. The modular nature of such retro-
transposons is clearly demonstrated by the finding that
protein functions, represented here by RNAseH, are char-
acterised as slowly evolving sequences, while the U3 regu-
latory region is under a less restrictive evolutionary force.
Current populations of Tnt1, Retrolycl and Retrosol most
likely result from their vertical transmission in
Solanaceae. The molecular basis that drives U3 differenti-
ation, and whether the rapidly evolving sequence is the
result of a strategy to evade host negative control or an
attempt to quickly adapt to the new evolving genome and
contribute to host fitness, remains to be demonstrated.

Methods

Plant Material and DNA extraction

Solanum seeds and mini-tubercles were kindly provided
by the Germplasm collection of INTA-Balcarce (Argen-
tina). Details of species and cultivars collected from loca-
tions in Argentina and Bolivia are presented in Table 1.
These localities are included in the geographical distribu-
tion of the species. Solanum brevidens was included in the
study as the only species not producing tubers.

Fresh leaf material of commercial cultivars Kennebec and
Huinkul were obtained from in vitro clones (INTA-Caste-
lar-Argentina), while local Argentinian cultivars Chacar-
era 109, Moradita 64 and Tuni 207 were obtained from
minitubers. The other Solanum wild species were germi-
nated from seeds. All material was maintained and proc-
essed at Departamento de Botanica-IBUSP (Brazil).

Seeds were surface-sterilised with 10% (v/v) commercial
bleach for 15 min, followed by three rinses with sterile
water. Treatment with giberellic acid was performed for
24 hrs under dark conditions to break dormancy. Plants
were grown in vitro in Murashige and Skoog (MS) basal
medium supplemented with 20% sucrose under an 18 h
photoperiod, and 22°C day/18°C night temperature
regime, in a Percival growth chamber. After three months,
leaves were harvested for DNA extraction. Minitubers
were grown in soil under the same conditions. Total DNA

http://www.biomedcentral.com/1471-2148/7/34

was extracted as previously described [25] with an average
yield of 600ng/mg of fresh tissue.

PCR amplification, cloning and sequencing

PCR amplifications were performed under standardised
conditions using 300 ng of genomic DNA in a final vol-
ume of 100 pL. The reaction mix contained 0.23 uM of
each primer (Avi; 5'GCTGACCAAGGTGGTAC3'; Ol16;
5'TTCCCACCTCACTACAATATCGC3'), 10 mM dNTPs,
1.5 mM MgCl2, and 5 U of Taqg DNA polymerase (Invitro-
gen Brazil). Samples were amplified for 35 cycles with the
following cycling conditions: denaturing at 94 °C for 45s,
annealing at 50°C for 45s, and extension at 72°C for 1
min. An initial denaturing step at 94°C for 5 min and a
final extension step for 10 min were also performed.

PCR-amplified fragments were resolved by electrophore-
sis on agarose gels. Following purification (QIAquick Gel
Extraction Kit-QIAGEN), fragments were cloned into the
vector pGEM-T-easy (Promega) following the manufac-
turer's recommendations.

A total of 317 clones were sequenced in both directions
using Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems) on an
ABI 3700 sequencer (Applied Biosystems). All consensus
sequences were generated with a quality Phred > 20.
Clone sequences were assembled with the Phred/Phrap/
Consed package with a final error rate of < 1 bp/10 kb [26-
28].

Sequence alignment and analysis

The identity of the sequences obtained was confirmed by
a BLAST search [29] [available at the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Bethesda, Md.]. Con-
sensus sequences were aligned using the CLUSTAL W mul-
tiple-alignment program (version 1.5) [30] and manual
adjustments of the alignments were performed when nec-
essary.

Sequence divergence was analysed using the DnaSp pro-
gram [31]. The PAUP program [32] was used to perform
phylogenetic analysis based on the distance method with
a nucleotide Kimura 2-parameters model. Support for
groups was evaluated with 1000 bootstrap replicates.
Nucleotide identity between all pairwise sequences was
calculated with Strecher from EMBOSS [33].

For Network clustering, sequences were aligned using
DNA Alignment 1.1.21 software and relationships were
analysed using NETWORK 4.1 [34] both software availa-
ble at fluxus-engineering.com [36].

The Tntl sequences were deposited with the GenBank
nucleotide sequence database under the following acces-
sion numbers: [GenBank: A]227998-A]228017] for Nico-
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tiana tabacum tabl-tab20, [GenBank: AJ228018-
AJ228037] for N. sylvestris syll-syl20, [GenBank:

AJ228038-AJ228057] for N. plumbaginifolia plumbl-
plumb20, [GenBank: A]228058-A]228077] for N. bentha-
miana ben1-ben20, [GenBank: A]228078-A]228097] for
N. debneyi deb1-deb20, [GenBank: A]228098-AJ228117]
for N. glauca glaul-glau20, [GenBank: AJ228118-
AJ228137] for N. tomentosiformis tom1-tom20, and for
Tnt1-94, [GenBank: X13777]. Retrolycl sequences from
Lycopersicon peruvianum, L. hirsutum, L. pimpinellifolium
and L. esculentum were obtained from Araujo et al. 2001
[14], and from this study.
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