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RESUMO

Impactos da localizagdo gen6mica no comportamento evolutivo das sequéncias repetitivas
in tandem em milho e espécies relativas

A evolugao dos motivos de DNAs satélites é conduzido por meio dos mecanismos da
evolugdo em concerto. A evolu¢do em concerto conduz a homogeneizagao dos motivos em nivel
de arranjos, onde estes tendem a ser mais semelhantes entre os motivos mais proximos de si do
que em posices mais distantes no genoma. F observado que esta evolugio sobre o DNA satélite
possui diferencas no seu comportamento entre os motivos presentes em familias de espécies
diferentes e possui poucos relatos sobre esta caracteristica evolutiva entre familias de um mesmo
genoma. Para aprofundar nos estudos evolutivos de familias de DNA satélite presente no mesmo
genoma, o objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento evolutivo de duas familias
denominadas de CentC e K180 presente no milho e que estao localizadas em dois contextos
genomicos diferentes, o centromero e o knob. Para isso, iniciou-se este trabalho com a busca dos
motivos destas familias de DNAs satélites no genoma montado da linhagem modelo B73 de milho.
Posteriormente, foram coletados, organizados e alinhados para obten¢ao dos valores de diversidade
nucleotidica, constru¢ao da MLTree e observagao da organizagio dos motivos de acordo com a
sua posicao no genoma. A partir dessas analises, foram comparados os resultados entre as duas
familias de DNA satélite e foi possivel visualizar que os motivos localizado na regiao centromérica
(CentC) sao mais conservados em relacao aos motivos da regiao do knob (K180) evidenciando
que, o contexto genoémico pode influenciar o comportamento evolutivo dos DNAs satélites em
milho. Também foi observado que a familia CentC possui trés grupos de motivos que possuem
diversidades nucleotidicas distintas (altamente conservado de 0% a 1%, moderadamente
conservado de 4% a 8% e mais polimérficos de 13% a 17%) e que, possivelmente, pode estar
associado com as funcdes do centrémero e com associagao das proteinas centroméricas. No
contexto genomico do knob, foi localizado uma nova sub-familia derivada da K180 que aumenta
esta grande diversidade que existe neste DNA satélite. Esta sub-familia foi denominada de K180_B
e esta presente nos knobs de diversas espécies do género Zea e na espécie Tripsacum dactyloides e
ausente nas espécies de Coix aguatica e Coix lacryma-jobi.

Palavras-chave: Evolucdo em concerto, DNA satélite, Centromero, Knob, Milho



ABSTRACT

Impacts of genomic localization on the evolutionary behavior of repetitive sequences in
tandem in maize and relative species

The satellite DNA evolution is led through the mechanisms of Concerted Evolution.
Concerted evolution leads to the homogenization of motifs at the level of arrays. It is observed
that concerted evolution has differences in its behavior between the motifs present in families of
different species and has few reports on this evolutionary characteristic between families of the
same genome. In order to increase the knowledge of the evolutionary studies of satellite DNA
families present in the same genome, the goals of this work was to study the evolutionary behavior
of two families named CentC and K180 present in maize and located in two different genomic
contexts, the centromere and the knob, respectively. This work started with the search for the
motifs of these satellite DNA families in the assembled genome of the lineage model of maize B73.
Subsequently, the motifs were collected, organized and aligned to obtain the nucleotide diversity
values, construction of the ML Tree and observation of the motifs organization according to their
position in the genome. From these analyzes, the results between these two satellite DNA families
were compared and it was possible to see that the motifs located in the centromeric region (CentC)
are more conserved in relation to the motifs in the knob region (K180) showing that the genomic
context may influence the evolutionary behavior of satellites DNAs in maize. It was also observed
that the CentC family has three groups of motifs that have distinct nucleotide diversity (highly
conserved from 0% to 1,%, moderately conserved from 4% to 8% and more polymorphic from
13% to 17%) and that, possibly, may be associated with the functions centromere and with the
association of centromeric proteins. Moreover, a new subfamily derived from K180 has been found
that increases the great diversity that exists in this satellite DNA. This sub-family was called
K180_B and is present in knobs of several species of the genus Zez and in the species Tripsacum
dactyloides and absent in the species of Coix aguatica and Coix lacryma-jobi.

Keywords: Concerted Evolution, Satellite DNA, Centromere, Knob, Maize
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1. INTRODUCAO

DNAs satélites sdo sequéncias altamente repetitivas in tandem que estdo localizadas
em grandes blocos no genoma, principalmente nas heterocromatinas das regides teloméricas,
centromeéricas e aquelas adjacentes a RON. As bases nucleotidicas destas sequéncias possuem
alta taxa de mutacdo e fixacao, controladas por mecanismos evolutivos especificos conhecidos
como Molecular Drive (Evolucdo em Concerto).

A Evolucdo em Concerto conduz a taxa de mutagdo e fixacdo de familias de DNA
satélite em uma homogeneizacdo em nivel de arranjos. Exemplos podem ser verificados no
DNA satélite centromérico de diversas espécies de plantas e animais. Em arroz ¢ verificado que
0S motivos presentes no cromossomo 1 possuem uma alta homogeneizacdo, indicando uma
semelhanca entre si do que quando comparados com 0s motivos presentes no cromossomo 8,
por exemplo. Em Drosophila foi verificado que motivos presentes na regido de heterocromatina
possuem uma taxa de homogeneizacao diferente dos poucos motivos que estdo na regido de
eucromatina.

Ainda em Drosophila foi observado que a taxa de mutagcdo e a homogeneizagdo dos
motivos é diferente entre as diversas familias de DNAs satélites (STRACHAN; WEBB;
DOVER, 1985; DOVER, 1982). Também ¢é observado que as familias de DNAs satélites
localizadas somente em um cromossomo possui taxas de homogeneizacao distintas de familias
gue estdo presentes em todos os cromossomos de Drosophila (STRACHAN; WEBB; DOVER,
1985).

Em batatas, esta diferengca do comportamento evolutivo dos motivos foi observado nas
familias de DNAs satélites subtelomérica (TORRES et al., 2012). A familia mais proxima dos
telébmeros possui maiores taxas de polimorfismos em relacdo as familias mais distante desta
regido. Assim, possivelmente, a acdo de rearranjos que ocorrem préximo aos teldmeros podem
estar associado com a maior taxa de evolucdo destas sequéncias subteloméricas (TORRES et
al., 2012).

Esses trabalhos evidenciam que cada familia de DNA satélite possui diferentes
comportamentos na evolugdo em concerto em relagdo a sua posi¢do no genoma. Entretanto,
nenhum trabalho buscou realizar uma analise sobre as diferencas na evolucdo em familias de
DNAs satélites que estdo localizados em posicéo e contextos gendmicos diferentes em milho.

O milho possui em seu genoma pelo menos quatro grandes familias de DNAs satélites:

CentC, Cent4, TR-1 e K180, sendo que os dois primeiros estdo localizados na regido
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centromérica e os demais em regides de heterocromatinas denominadas de knobs. Os knobs e
a regido centromérica estdo localizados em diferentes contextos genémicos e com distintas
fungdes. Os knobs s&o heterocromatinas constitutivas, localizada em uma regido rica em gene,
sem uma funcdo bem definida e com o tempo de replicacio do DNA tardia, enquanto
centrdmero esté localizado em uma regido com pouco genes, associado com a fungdo de unido
da cromatide irma, segregacdo dos cromossomos (MA et al., 2007) e possui forte ligacdo com
diversas proteinas centroméricas (MCKINLEY; CHEESEMAN, 2016). Além disso, 0 nimero
e as posicOes dos knobs heterocromaticos sdo muito variaveis no complemento cromossémico
de milho, enquanto os centrdmeros estdo presentes em todos 0s cromossomos em todas as
linhagens estudadas.

Tais caracteristicas presentes no milho fazem deste organismo ser um bom modelo de
estudo para a verificacdo da homogeneizacdo dos motivos de DNAs satélites presentes em

diferentes contextos gendmicos.

Objetivo
O objetivo deste trabalho é analisar o comportamento da dindmica evolutiva dos
motivos de DNASs satélites presentes no knob e no centrdmero por meio das familias mais

abundantes das respectivas regides (K180 e CentC).

Objetivo especificos:

1) Comparar padrbes de diversidade nucleotidica e homogeneiza¢do dos motivos
dentro de ambas familias para verificar se existem padrfes de evolugdo em concerto no nivel
de arranjos;

2) Comparar padrdes de diversidade nucleotidica e homogeneizagédo dos motivos entre
a familia K180 e CentC com o objetivo de entender, se diferentes contextos gendmicos afetam
0 padrao de diversidade das sequéncias de DNA satélites e;

3) Analisar o comportamento organizacional dos motivos em cada familia
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O genoma dos organismos eucarioticos esta organizado em estruturas denominadas de
cromossomos. Os cromossomos sdo constituidos por uma molécula de DNA Unica, compactada na
forma de cromatina em uma agdo conjunta, principalmente, com proteinas histénicas. Esta estrutura
denominada cromossomo esta compartimentalizada, de acordo com a natureza e o tipo de sequéncia de
DNA presente em uma determinada regido do genoma (SCHMIDT et al., 1998).

O genoma é constituido em sua grande parte por sequéncias repetitivas que podem ser
classificadas em: sequéncias repetitivas dispersas e sequéncias repetitivas in tandem. Dentro das
sequéncias repetitivas dispersas pode-se destacar os elementos de transposicdo. Os elementos de
transposicdo podem ser divididos em dois grandes grupos: Transposons e Retrotransposons. Os
Transposons sdo constituidos pelas familias de elementos primeiramente descritas por Barbara
McClintock (1950) e sdo encontrados no genoma em alto numero de clpias, assim como 0s
Retrotransposons que constituem a maior classe de sequéncias de DNA, sendo 0s maiores responsaveis
pelo tamanho do genoma devido ao seu mecanismo de transposi¢do via RNA intermediario, que
multiplicam as suas cépias por meio da Transcriptase Reversa (SCHMIDT et al. , 1998).

Embora algumas classes de genes como os Ribossomais, Histonas, algumas proteinas de
reserva, globulinas e outros, sejam considerados repetitivos in tandem, esta classe de DNAS repetitivos
é principalmente caracterizada pelos DNAs satélites. Os DNASs satélites sdo sequéncias nucleotidicas
ndo codantes caracterizadas pelas repeticGes de suas cOpias in tandem (HEMLEBEN et al ., 2007,
GARRIDO-RAMOS, 2017) e podem ser sub classificados em Satélites, Mini-satélites, Micro-satélites.
Os micro-satélites sdo organizados por motivos entre 1 e 20 nucleotideos que podem se repetir por 10 a
100 nameros de vezes. Os mini-satélites sdo caracterizados por motivos entre 30 a 90 nucleotideos com
repeti¢Oes de 500 a 50000 pb (HEMLEBEN et al., 2007). Estas duas classes de DNA satélites tém como
caracteristica comum estarem dispersas ao longo do genoma. O DNA satélite é, principalmente,
encontrado nas regides de heterocromatina constitutiva e séo formados por motivos de 120 a 740 pb
(HEMLEBEN et al., 2007, MEHROTRA e GOYAL, 2014).

Por estarem principalmente localizados nas heterocromatinas constitutivas néo apresentam
uma caracteristica de dispersdo pelo genoma, tal como as duas primeiras classes, mas podem estar
localizados em diferentes cromossomos de acordo com a distribuicdo desta estrutura da cromatina
(MEHROTRA e GOYAL, 2014). Embora as heterocromatinas constitutivas possam estar em diferentes
regides do genoma, trés delas sdo bastante conhecidas e caracterizadas, tais como a heterocromatina
telomérica, a heterocromatina ao redor da RON e a heterocromatina centromérica (SCHMIDT et al.,
1998).
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Os DNA satélites foram descobertos por meio do uso de gradiente de densidade por Cloreto
de Césio (CsCl). Neste tipo de separagdo, uma particula de determinada densidade encolhera durante a
centrifugacdo até atingir uma posi¢do onde a densidade da solucdo ao redor é exatamente igual a
densidade da particula. Os primeiros estudos de gradiente de densidades observaram bandas
caracteristicas para cada espécie e obtiveram um comportamento bimodal em camundongos e
porquinhos-da-india, ou seja, com a presenca de duas bandas bem evidentes (KIT, 1961). Observava-se
uma banda maior, também chamada de principal e adjacente a ela e observado uma banda menor, que
poderia estar abaixo ou acima de acordo com sua constitui¢ao de nucleotideos. Esta banda menor devido
a seu comportamento no gradiente de densidade em relagdo a banda principal, foi denominada de
satélite. Kit (1961) observou que os valores médios de densidade sdo variaveis de acordo com as
espécies, porém as densidades ndo possuem diferengas de valores entre os diversos tecidos dentro de
uma mesma espécie. Estes resultados evidenciam que existem diferengas estruturais destes DNASs entre
as espécies de camundongos, porquinho-da-india, jacarés e macacos; porém ha uma alta similaridade
dos satélites localizados em tecidos de uma mesma espeécie.

Entretanto, mesmo sabendo que existiam uma parte do DNA que se diferenciavam no
gradiente de densidade, ainda ndo se sabia que esta regido era repetitiva. A descoberta das sequéncias
repetitivas em DNAs satélites foi descoberta por meio de estudos de cinética de reassociagcdo do DNA
(BRITTEN e KOHNE, 1968). Estes estudos promovem a desnaturacdo e a reassocia¢ao (renaturacao)
de todo 0 DNA de um determinado organismo com o respectivo calculo do tempo destes processos. Em
camundongos foi observado que 10% do DNA foi renaturado extremamente rapido e que esta
caracteristica esta associada com as sequéncias de DNA altamente repetitivas (BRITTEN e WARING,
1965; BRITTEN e KOHNE, 1968), por causa da maior quantidade deste DNA disponivel para a
renaturacdo do DNA.

Posteriormente, novos métodos mais simples e eficientes para a descoberta, isolamento e
quantificagdo de familias de DNAs satélites foram sendo descobertos e substituindo a centrifugacéo por
cloreto de césio, como o tratamento com endonucleases de restricdo do DNA gendmico, dot-blot,
hibridizagéo por Southern blot, Polymerase Chain Reaction (PCR) e hibridizacéo in situ (GARRIDO
RAMOS, 2017). A unido destas técnicas foi importante para descobrir a localizac&o e a organizagao dos
motivos das familias de DNA satélite no genoma.

Por exemplo, foi descoberta a principal familia de DNA satélite centromérico em humanos
gue é denominada de alfa-satélite. A organizacdo destas sequéncias é baseada em motivos de 171 pb
arranjados em uma organizacdo denominada de High Order Repeats (HOR - WILLARD et al., 1987;
RUDD et al., 2004 e SUJIIWATTANARAT, 2015). Esta familia foi bastante estudada e possui muitas
informacdes sobre a sua constituigdo, organizacao e fungdo, sendo base de estudo para outras espécies.
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Os camundongos possuem duas familias de DNA satélites presentes na regido
pericentromérica denominados de Minor Satellite e Major Satellite (JOSEPH et al., 1989). A
organizagdo destas familias € distinta no centrdmero, enquanto a Major Satellite esta presente nos
centrdmeros de todos 0s cromossomos e sobre toda a heterocromatina; a Minor Satellite esta presente
em menos da metade dos cromossomos e em regides de heterocromatina mais descondensada (JOSEPH
etal., 1989).

Em cavalos, foi observado que apenas os motivos da familia 37Cen de DNA satélite estéo
associados com a regido funcional centromérica. Aproximadamente, 97% destas sequéncias constituem
a interacdo com a histona centromérica CENP-A e estdo dispostas em uma organizacdo head-to-tail
(CERUTTI et al., 2016). As outras familias de DNA satélites estdo localizadas em regides
pericentroméricas e ndo possui uma funcgéo centromérica (CERUTTI et al., 2016).

Em espécies de plantas como: arroz, banana, milho, Medicago trucuntala, tabaco também
foram descritas e estudadas familias de DNA satélite (MEHROTRA e GOYAL, 2014).

Em M. trucuntala as sequéncias MtR3 constituem a regido centromérica, enguanto, que as
sequéncias MtR1 e MtR2 sdo encontradas adjacentes a MtR3, na regido pericentromérica (KULIKOVA
et al., 2004). No género de Arabidopsis, também, é observado diferentes familias de DNA Satélite
localizadas no centromero: pAL, pAa, pAgel, pAge2 (KAWABE; NASUDA, 2005; LYSAK et al.,
2006). Cada uma dessas familias possui comportamentos distintos em cada espécie de género, por
exemplo, em Arabidopsis thaliana estd presente somente a familia pAL e localizada em todos os
cromossomos (MARTINEZ-ZAPATER et al., 1986; The Arabidopsis Genome 2000), em Arabidopsis
arenosa somente a pAa estd presente e, também, localizada em todos os cromossomos (KAWABE;
NASUDA, 2005). Entretanto, em Arabidopsis lyrata cada cromossomo possui uma familia destes DNA
Satélites localizados no centrdbmero (BERR et al., 2006), exceto a familia pAL. A familia pAa esta
localizada nos cromossomos 1, 3, 4 e 7; enquanto a pAgel nos cromossomos 2, 5, 6 e 8 e a pAge2
somente no cromossomo 6.

Atualmente, com as novas ferramentas de bioinformatica associada com as técnicas de
hibridizagdo in situ, foram encontradas novas caracteristicas sobre a localizacdo e a organizagdo de
familias de DNA satélites em um mesmo genoma (RUIZ et al., 2016). Em gafanhotos foram encontradas
mais de 60 familias de DNAs satélites em diferentes regiGes do cromossomo (RUIZ et al., 2016).

Em Lathyrus sativus, uma espécie vegetal da familia da fabaceae, encontraram 11 familias de
DNA satélite (VONDRAK etal., 2019). Entre estas familias, somente duas estdo organizadas em longos
arranjos tipicos de DNA satélites, enquanto as outras 9 familias possuem pequenos arranjos de motivos.

O uso destas mesmas ferramentas em Vicia faba localizaram 23 novas familias de DNA
satélite. Com a caracterizagdo de todas essas familias por FISH, ROBLEDILLO et al. (2018)

especificaram regiGes de cromossomos e loci de heterocromatina que possuem alta quantidade de
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motivos e consideraram estas regides como possiveis hotspots para a acumulagdo desta classe de DNA

repetitivo.

2.1. Origem
A origem dos DNAs satélites no interior do genoma ainda ndo esta bem estabelecida.
Diferentes estudos levantam diversas origens possiveis desta classe de DNA, entre elas estdo:
amplificacdo de varias sequéncias gendmicas originadas de 1) partes de DNA repetitivos dispersos; 2)
sequéncias de copias simples de introns; 3) expansdo de pequenos arranjos presentes nos espacadores
do DNA ribossomal; 4) reparo da replicacdo de DNA e 5) regido hipervariavel de LTR (VONDRAK et

al., 2019). Destacam-se as trés primeiras teorias citadas acima.

2.1.1. Elementos de transposicdo

Diversos estudos levantaram a hip6tese de que determinados organismos originaram uma
familia de DNA satélite por meio dos elementos de transposi¢do. A Lathyrus sativus é um exemplo
destes organismos, onde foram encontradas 9 familias de DNAs satélites derivados de pequenos arranjos
de elementos de retrotransposicdo LTR (VONDRAK et al., 2019).

Vondrak et al. (2019) definiram 2 diferentes cendrios entre esta associa¢do de DNAs satélites
com elementos de retrotransposi¢do: 1) um longo arranjo de DNA satélite originou-se por expansao de
sequéncias in tandem que, originalmente, estavam presentes dentro do elemento Ogre; 2) os grandes
arranjos de DNA satélites sdo ancestrais € ndo relacionados com elementos Ogre, porém seus
fragmentos foram capturados por alguns elementos de transposi¢do e a seguir foram dispersos no
genoma.

Em outras espécies de plantas, também, foram visualizadas a associacdo de sequéncias
repetitivas in tandem com elementos de retrotransposi¢do. Em um screening para maper a presenca de
motivos repetitivos em regiBes internas de retrotransposons de plantas, foi observado que a grande
maioria destes motivos estdo localizados na linhagem TAT da familia TY 3/gypsy (MACAS et al., 2009).
Cerca de 42% das sequéncias de DNAs satélites deste screening estdo presentes em TAT, enquanto
somente 9,5% nas outras linhagens de gypsy e 7,5% em TY1/copia (MACAS et al., 2009). Os motivos
in tandem estdo localizados na regido de 3 UTR. Esta regido possui alta variabilidade em suas
sequéncias e no tamanho dos motivos em cada espécie analisada, evidenciando a sua caracteristica
espécie-especifica que € semelhante aos DNAs satélites (MACAS et al., 2009).

No género Solanum também foi observada a associacdo entre DNAs satélites e elementos de
retrotransposicdo do tipo LTR. Entre os 6 centrdmeros com a presenca de DNAs satélites, 4 desses
compartilham semelhancas (GONG et al., 2012) Essas similaridades estdo associadas aos

retrotransposons do tipo LTR, ndo autbnomo e sequéncias de solo-LTR (GONG et al., 2012). A regido
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semelhante a estes elementos de transposicdo corresponde a um segmento truncado no gene GAG
(GONG et al., 2012). Desde modo, Gong et al. (2012) concluiram que os DNAs satélites tiveram a sua
origem por meio de sequéncias LTR ou incluiram-se em uma regido perto deste elemento.

Alguns autores afirmam que os elementos de transposicdo sdo responsaveis pela origem e
também pela expansdo dos DNASs satélites no genoma (McGURK e BARBASH, 2018; VONDRAK et
al., 2019). A expanséo ocorreu preferencialmente nas heterocromatinas e nas constricdes secundarias
(VONDRAK et al., 2019). A expansdo se deve, possivelmente, pela preferéncia de alguns locais do
genoma a insercdo dos elementos de transposicdo. Entre estas regiGes, estd o target site duplications
(TSD), uma regido do genoma que possui um sitio de nucleotideos especificos, onde sdo inseridos dois
elementos (McGURK e BARBASH, 2018). TSD é o principal mecanismo pelo qual dimeros de
elementos de transposi¢do surgem e criam uma grande quantidade dos mesmos. Essa abundancia de
dimeros possui 0 potencial de fornecer material de origem para futura criagdo de arranjos de DNAs
satélites (McGURK e BARBASH, 2018).

2.1.2.  DNAribossomal

Teorias semelhantes ao verificado com elementos de transposicdo foram observados nas
sequéncias ribossomais em diversas espécies.

Sequéncias de DNAs satélites de tomateiro sdo semelhantes as sequéncias espagadoras
intergénicas do DNA ribossomal (IGS). Essa semelhanca sugere uma hipotese de que os DNAs satélites
foram originados dos genes ribossomais. Outros resultados a partir de estudos genémicos e de FISH
complementam esta hipétese. Nas analises com FISH do rDNA de 45S e IGS foram encontrados 4 sinais
evidentes no genoma de tomate; enquanto o FISH utilizando-se somente a sonda do rDNA de 45S
permitiu a visualizacdo de apenas 1 grande sinal (JO et al., 2009). Possivelmente, os outros 3 sinais que
foram observados no primeiro experimento sejam correspondentes ao IGS que teria dado origem aos
motivos de DNAs satélites (JO et al., 2009).

Foi observado, também, em leguminosas como Vicia faba, Vigna radiata e Phaseolus vulgaris
uma grande amplificacdo de motivos de DNAs satélites com homologia as sequéncias IGS do DNA
ribossomal (FALQUET et al., 1997). Em particular, Vicia sativa possui de 83% a 84% de similaridade
entre o clone de DNA satélite denominado de S12 com os subrepeats de IGS, confirmando a alta
similaridade entre estas sequéncias (MACAS, NAVRATILOVA e MESZAROS, 2003). Macas,
Navratilova e Meszaros (2003) compararam sequéncias disponiveis em banco de dados de DNAs
satélites com os subrepeats IGS entre diversas espécies de plantas e observaram que 0s motivos sao
sempre mais similares aos subrepeats dentro de uma mesma espécie em relacdo as mesmas sequéncias
comparada entre espécies distintas. Este resultado foi semelhante ao observado na comparacédo de

sequéncias de elementos de transposi¢do e motivos de DNAS satélites.



18

Ainda em Vicia sativa foi descrito algumas variantes de DNA satélite que mostraram pequenas
sequéncias divergentes do consenso, revelando que essas subfamilias sdo amplificadas somente no
conjunto do DNA satélite S12 e ndo sdo encontradas na regido IGS dos genes ribossomais (MACAS,
NAVRATILOVA e MESZAROS, 2003). E para complementar, as sequéncias que estdo localizadas no
DNA ribossomal estdo presentes em todos os arranjos de S12, demonstrando que as variantes evoluiram
depois de uma possivel propagacdo dos motivos de S12 no genoma de V. sativa (MACAS,
NAVRATILOVA e MESZAROS, 2003).

2.1.3.  Regides de introns

Além das sequéncias de elementos de transposicdo e espacadores intergénicos de genes
ribossomais, outras regides do genoma também foram vistas como a possivel origem de DNAs satélites,
como as sequéncias de introns em espécies de primatas do novo mundo.

O macaco-prego-das-Guianas (Sapajus apella) e outros primatas do hovo mundo contém uma
familia de DNA satélite conhecida de CapA (1500 pb). Valeri et al. (2018) mostraram que CapA é um
abundante DNA satélite presente nestas espécies de primatas, porém nos genomas de diversos
mamiferos do clado Eutheria — incluindo os seres humanos — o motivo desta familia esta presente
somente como uma copia Unica localizada no interior de um grande intron de um gene associado a
sintese de oxido nitrico (VALERI et al., 2018)

A partir deste resultado, os autores criaram a hip6tese de que essa sequéncia génica originou
a CapA e propagou-a em um processo de transferéncia deste segmento para regides de heterocromatina
de um genoma ancestral dos primatas do novo mundo e, posteriormente, a ocorréncia de uma expansao

por crossing-over desigual (VALERI et al., 2018).

2.2. Funcdes
Ainda ndo existem estudos que abordam funcbes de DNAs satélites que é exercido diretamente
por estes motivos. As fungBes que serdo citadas abordardo efeitos indiretos destas sequéncias dentro do

funcionamento do genoma e dos cromossomaos.

2.2.1. Centromérica
Os DNAs satélites constituem a regido centromérica de diversas espécies contendo uma alta

correlacdo com as fungbes do centrdmero. Os centrOmeros sdo regides heterocromaticas que formam
uma constricdo primaria localizada nos cromossomos de organismos eucariotos com fungdo bem
definida, sendo responsaveis pela ligagdo dos cromossomos as fibras do fuso. Esta etapa é essencial para
a dindmica da divisdo celular, pois as fibras irdo se ligar em uma série de proteinas que se depositam

sobre a heterocromatina centromérica, denominada de cinetdcoro. Esta complexa regido centromérica
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ainda é responsavel por manter as cromatides irmas unidas apds a duplicacdo do DNA, caracteristica
fundamental para a segregacdo normal dos cromossomos durante as divisdes meidtica e mitéticas (MA
etal., 2007).

A cromatina da regido centromérica é diferencialmente destacada das outras regides do
cromossomo devido a presenca da histona variante H3, conhecida como CENP-A em humanos ou
CENH3 em vegetais (HENIKOFF, AHMAD e MALIK, 2001; McKINLEY e CHESSEMAN, 2016;
COMAI, MAHESHWARI, MARIMUTHU, 2017). Esta histona é responsavel em interagir com as
sequéncias de DNA que constitui a regido centromérica. Em muitos organismos, como descrito acima,
estas sequéncias de DNA sdo caracterizadas pelos DNAs satélites (COMAI, MAHESHWARI,
MARIMUTHU, 2017). Existem evidéncias que a CENH3 se liga no DNA baseado em um sinal
epigenético ainda ndo conhecido, possivelmente do proprio CENH3 e que a alta concentracdo em uma
regido de CENH3 é suficiente para a fungdo do cinetécoro (COMAI, MAHESHWARI, MARIMUTHU,
2017).

A comparacdo entre a CENH3 de Drosophila (Cid) com a de outras espécies do género
demonstram que a regido da cauda N-terminal e o loop 1, uma regido dentro do dominio core da Cid,
possuem mudangas adaptativas durante a evolugdo (HENIKOFF, AHMAD e MALIK, 2001). Loop 1 é
a regido do core que possui ligagéo direta entre a histona H3 e 0 DNA, sugerindo, entdo, que a histona
centromérica é uma sequéncia dependente de uma regido especifica do DNA (HENIKOFF, AHMAD e
MALIK, 2001).

2.2.2. Formacdo da heterocromatina
Heitz em 1928 identificou a heterocromatina como um material do ndcleo que possui um

padrdo de coloracdo diferenciado durante o ciclo celular (PASSARGE, 1978). Atualmente, foi
acrescentado no conceito de heterocromatina, caracteristicas epigenéticas como a presenca de uma
extensa metilacdo da lisina 9 da histona H3 (H3K9) em que a metilacdo nesta histona ocorre por uma
metiltransferase conservada durante a evolucdo, a SU(VAR)3-9 e a presenca da proteina
heterocromética (HP1 e Swis4) (HUSINGA, BROWER-TOLAND e ELGIN, 2006). A formagéo de
heterocromatina é bem descrita em Schizosaccharomyces pombe e contém o auxilio de transcritos de
DNAs satélites para esta fungéo.

O processo de formacdo da heterocromatina neste organismo possui uma essencial
participacdo das sequéncias repetitivas in tandem centroméricas. Este processo inicia com a transcrigao
dos motivos de DNA satélite dg-dh da regido centromérica da levedura para um RNA de fita simples e
com a posterior geracdo de RNA de fita dupla conduzida pelo complexo denominado de RDRC (VOLPE
et al., 2002; HUSINGA, BROWER-TOLAND e ELGIN, 2006). A enzima Dicer é responsavel em
realizar pequenos cortes nos RNAs de fita dupla gerando diversos micro RNAs de interferéncias
(microRNAI) (VOLPE et al., 2002; HUSINGA, BROWER-TOLAND e ELGIN, 2006). Estes
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microRNAI serdo incorporados em um conjunto de proteinas denominado de RITS. A unido dos
microRNAi com o complexo RITS ird atuar na incorporacdo de modificacBes responsaveis em
determinar a caracteristica de heterocromatina no centrémero de S. pombe (VOLPE et al., 2002;
HUSINGA, BROWER-TOLAND e ELGIN, 2006). Caso ndo haja a incorporacdo dos microRNAI no
complexo RITS, ndo ocorrerd a deposigdo do radical metil na lisina 9 da histona H3 e consequentemente
ndo haveré formacdo de heterocromatina (HUSINGA, BROWER-TOLAND e ELGIN, 2006).

Os microRNAI também possuem interagdo direta com as metiltransferases Suv3%h. Um
dominio bésico da estrutura proteica da Suv39h2 possui alta afinidade com a familia major satellite em
camundongos e intermediaria e baixa afinidade para os motivos da familia minor satellite e elementos
transponiveis (CAMACHO et al., 2017). A funcdo de Suv39h é perdida em tratamento com RNase,
sugerindo que um RNA funciona como um mecanismo essencial para a organizacdo estavel desta
enzima na cromatina (CAMACHO et al., 2017). Assim, Camacho et al., 2017 sugerem que 0s motivos
de major satellite possui uma funcdo importante para a organizacdo da cromatina centromérica na
atuacdo como template fisiol6gica para a enzima Suv39h.

Na fase de desenvolvimento do embrido ja se observa a importancia da acdo dos microRNAI
para a constitui¢do da heterocromatina. Apds a fecundagéo ocorre a reprogramacao epigenética em que
as marcas de modificacGes de histonas dos parentais (ncleos masculino e feminino) séo extensivamente
alteradas. Na primeira e segunda divisdo ap6s a fecundagao ja se observa a importancia dos transcritos
de major satellite de camundongos, pois estes transcritos sdo requeridos para a reorganizacdo da
heterocromatina pericentromérica materna e paterna ap6s o processo de reprogramacao epigenética
(CASANOVA etal., 2013).

Em cavalos, também é observado a importancia dos transcritos de DNA satélite para o
organismo, uma vez que a principal familia de DNA satélite possui uma taxa de transcri¢do de seus
motivos que representa um valor maior de transcritos em relagdo aos genes de tubulina e componente
de RNA telomerase (CERUTTI et al., 2016).

2.3. Evolugao

Como visto, as sequéncias de DNA satélites possuem diferentes constituicdes entre as
espécies. Os motivos das sequéncias centroméricas das espécies vegetais sdo alguns exemplos desta
diversidade. Os motivos da familia de DNA satélite centromérica de arroz (Cent-O) possuem regides
semelhantes aos motivos de DNA satélite de milho (Cent-C) (CHENG et al., 2002). A regido semelhante
entre estas duas familias equivalem a mais do que a metade do motivo consenso (CHENG et al., 2002).
Essa semelhanca se deve pela proximidade evolutiva destas duas espécies. Entretanto, a comparacéo
destas mesmas sequéncias com uma espécie distante filogeneticamente, como por exemplo a

Arabidopsis thaliana, é observada a auséncia de qualquer similaridade entre estas.
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Em humanos, também se observa este comportamento nas sequéncias repetitivas do
centromero. As sequéncias de DNA satélites alfa possuem alto grau de semelhangas entre humanos,
chimpanzés, orangotangos e gorilas. As outras espécies de primatas do velho mundo tem um maior grau
de polimorfismos em relacdo aos primatas superiores (ALKAN et al., 2007), enquanto que a maior
divergéncia entre os mesmos alfa-satélites se encontra nos primatas do novo mundo (Ameéricas) que
contém cerca de 64% de identidade em relagdo as espécies do velho mundo (ALVES, SEUANEZ e
FANNING, 1994). Em uma comparagdo com espécies mais distantes, como por exemplo os roedores,
ndo se visualizou qualquer relagdo entre as sequéncias de DNA satélite centromérico. Novamente,
evidenciando que estas sequéncias sdo altamente heteromorficas quanto mais distante sdo as espécies,
filogeneticamente.

Inversamente aos motivos de DNA satélites, muitos genes de cépia Unica sdo altamente
conservados entre diversos organismos. Conclui-se, entdo, que as sequéncias repetitivas in tandem
possuem uma alta taxa de mutacdo dos nucleotideos comparada as sequéncias génicas codantes de
cOpias Unicas. A forma como as mutagdes ocorrem e 0s mecanismos evolutivos envolvidos na
diversificacdo dos DNA satélites é conduzido por um tipo de evolu¢do denominado como Evolugdo em
Concerto (DOVER, 1982). As sequéncias repetitivas deste DNA repetitivo in tandem sofrem frequentes
mutacBes em uma Unica sequéncia e, ao longo de ciclos de altera¢des ndo reciprocas entre cromossomos,
as mutacOes sdo propagadas para outras regifes de um mesmo ou de cromossomo distintos
(STRACHAN; WEBB; DOVER, 1985).

2.3.1. Exemplos de familias de DNAs satélite na evolugdo em concerto

Como abordado anteriormente, a evolu¢do em concerto parece possuir um padrao especifico
de fixacdo de suas mutacdes, onde a fixacdo primeiramente ocorrerd a nivel de arranjo e somente depois
haverd a fixacdo em regides mais distantes. Estudos recentes que abordam a evolugdo em concerto
demonstraram resultados que confirmam esta teoria.

Kuhn et al. (2012) em suas analises com Drosophila, verificaram que o processo de
homogeneizacdo estd mais evidente em motivos presente no mesmo arranjo do genoma, indicando que
este ocorre diferencialmente e independentemente em diferentes regides gendmicas. Esse processo
também é semelhante aos motivos de alfa satélite presente em humanos (SCHUELER et al., 2005).

A mesma homogeneizagdo de motivos esta presente em anfibios da familia Leptodactylidae e
Hylodidae. A arvore de similaridade de diversas espécies dessas familias apresentou agrupamentos de
motivos de DNA satélite de uma mesma espécie dentro de um mesmo clado, evidenciando a similaridade
entre motivos de uma mesma espécie em relacdo a motivos de outras espécies (VITORAZZI,
LOURENGCO e PIMENTEL, 2014).
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As analises de Hall et al. (2005) também verificaram a forte homogeneiza¢do dos motivos
entre sequéncias vizinhas em DNAs satélites de plantas. Na sua pesquisa feita com espécies proximas
do género Arabidopsis, concentrando-se em DNA satélites centroméricos, 0s autores encontraram alto
grau de similaridade entre os motivos localizados no mesmo BAC de sequenciamento € uma menor
similaridade entre motivos que estdo presentes em regifes mais distantes do genoma.

Os mesmos resultados foram visualizados nas sequéncias repetitivas centroméricas de arroz.
Anélises de similaridade entre sequéncias de DNA satélites do cromossomo 1 e 8 de arroz comprovaram
gue motivos centroméricos do cromossomo 1 formam clusters em um mesmo brago da arvore de
similaridade (LEE et al., 2006). O mesmo resultado ocorreu com 0s motivos centroméricos do
cromossomo 8, enquanto nao foi observado nenhum motivo de um cromossomo presente em um cluster
de outro cromossomo (LEE et al., 2006). Os mesmos autores complementam esta analise por meio de
uma comparacdo de grau de identidade entre os motivos de cada regido centromérica estudada e,
observaram que 0s motivos centroméricos do cromossomo 1 possui maior identidade entre os seus
préprios motivos em relagdo ao cromossomo 8 e o inverso também foi observado (LEE et al ., 2006).

A ndo aleatoriedade dessas sequéncias, conduzido por meio de um processo estocastico foi
verificado em motivos centroméricos em ec6tipos de Arabidopsis thaliana (HALL et al., 2003). Hall et
al. (2003) encontraram regides conservadas e varidveis nos motivos do ecétipo Columbia, e, estas
mesmas regides identificadas como altamente conservadas ou variavel na espécie mostrou padrdes
similares nas sequéncias consensos entre 0s outros 41 ec6tipos estudados. As regides conservadas e
variaveis, possivelmente, podem estar associadas com funcdes especificas dentro do centrémero desta

espécie.

2.3.2.  Casos especificos na evolugao em concerto

Como dito anteriormente, algumas posi¢Ges dentro do genoma possuem comportamentos
distintos que influenciam na taxa de fixagdo da evolucdo em concerto. Nos cromossomos sexuais de
Drosophila observou-se que sequéncias dentro de cada arranjo dos cromossomos 2 e 3 possui
diversidade nucleotidica entre 5 a 6%, respectivamente e no cromossomo sexual X esta diferenca
alcanca valores de até 11%, demonstrando que 0s cromossomos sexuais, de alguma forma, podem
influenciar a diversidade nucleotidica destas sequéncias (KUHN et al., 2012). Diferencas na
homogeneizagdo nos cromossomos sexuais também foi verificado em genes ribossomais (genes que
também possuem organizagao de suas sequéncias in tandem). Coen et al. (1982) observaram trocas de
sequéncias entre 0s cromossomos X e Y nesse grupo, o que leva a um alto nivel de homogeneizacao nas
sequéncias dentro dos cromossomos sexuais em relacao a outros cromossomos.

O cromossomo Y de Rumex também possui um efeito dos processos evolutivos da evolucao

em concerto. Este cromossomo possui menor taxa evolutiva em relagdo aos autossomos e possivelmente
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isto ocorre por causa da ndo recombinacdo nesse cromossomo (NAVAJAS-PEREZ et al., 2005;
GARRIDO-RAMOS, 2017). A ndo recombinacdo nestes organismos ndo permite a acdo do crossing-
over desigual e, assim, diminui o processo de homogeneizacio destas sequéncias (NAVAJAS-PEREZ
et al., 2005). Outra possivel consequéncia da auséncia de crossing-over nos cromossomaos sexuais sao a
presenca exclusiva de familias de DNAs satélites nestes cromossomos (NAVAJAS-PEREZ et al., 2005).

O eussocialismo presentes em formiga permite uma melhor percepcdo deste efeito, uma vez
que, pode influenciar no tempo evolutivo da evolucdo em concerto. O eussocialismo é um grande fator
de impacto para a baixa taxa de evolucdo dos DNA satélites, pois permite pouca divisdo meiética em
sua populacdo, uma vez que somente a rainha realizard esse processo durante a sua vida. As outras
castas, que compfem a grande maioria dos individuos, ndo possuem este tipo divisdo e
consequentemente ficam inabilitados ao processo de crossing-over desigual e sua transmissdo para a
préxima geracdo (LORITE et al., 2017).

2.4. DNAs Satélites de Milho

O milho é uma importante espécie para pesquisas fundamentais de citogenética e
epigenética. O genoma deste organismo possui ~2,3 Gb e é composto por, aproximadamente, 32.000
genes, sendo que 85% do total do genoma é composto de elementos de transposi¢cdo (SCHNABLE et
al., 2009). No milho ha 4 familias distintas de DNAs satélites denominados de CentC, Cent4, 180bp-
Knob e TR-1, onde cada familia esta localizada em diferentes regides do genoma (PEACOCK et al.,
1981; ANANIEV; PHILLIPS; RINES, 1998a; KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004; MONDIN et al.,
2014).

As familias CentC e Cent4 estdo localizadas nas regides centroméricas dos cromossomos de
milho (ANANIEV; PHILLIPS; RINES, 1998a; KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004). Esta regido
centromérica é responsavel por manter as cromatides irmds unidas apds a duplicacdo do DNA,
caracteristica fundamental para a segregacdo normal dos cromossomos durante as divisdes meidtica e
mitéticas (MA et al., 2007). A cromatina da regido centromérica é diferencialmente destacada das outras
regides do cromossomo devido a presenca da histona variante H3, conhecida como CENP-A em
humanos ou CENH3 em vegetais (MCKINLEY; CHEESEMAN, 2016) que em milho interagem
diretamente com as sequéncias da familia de DNA satélite Cent-C para a formagdo do complexo
centromérico (ZHANG et al. 2008).

As sequéncias de CentC possuem, aproximadamente, 156 pb de comprimento e sdo
encontradas em todos os cromossomos de milho. O centrdmero de cada cromossomo possui diferentes
proporcdes de numeros de cOpias desta sequéncia, que estdo interdispersos entre varios tipos de
retrotransposons centroméricos (ANANIEV; PHILLIPS; RIEV, 1998b). Motivos especificos de CentC

e dos retrotransposons CRM sdo responsaveis pela associagdo com as proteinas centroméricas CenH3,
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histona esta responsavel pela conexao com as proteinas do cinetocéro (ZHONG et al., 2002; JIN et al.,
2004).

Diferentemente da familia CentC, a Cent4 é um DNA satélite cromossomo especifico
localizado na regido pericentromérica do cromossomo 4 do genoma do milho (PAGE; WANOUS;
BIRCHLER, 2001). Os motivos do DNA satélite Cent4 sdo muito mais abundantes em nimero de copias
do que o CentC dentro do cromossomo 4; sendo que estas duas familias ndo possuem qualquer tipo de
interagdo fisica. (JIN et al., 2004).

Durante a historia evolutiva destas duas familias de DNA satélite, observou-se o aumento do
nimero de copias da familia CentC e uma reducdo da familia Cent4, sugerindo que, a partir da
domesticacao desta espécie, houve uma alteracao na proporcao destes DNAs satélites (BILINSKI et al.,
2015). Contudo, ndo ha até o momento estudos comparativos que trace uma relagdo ou ancestralidade
entre estas duas familias de DNA satélites e demonstre que estas fazem parte de um mesmo grupo.

As familias de DNA satélites K180 e TR-1 estdo localizadas nas regides de heterocromatinas
denominadas de knobs. Estas heterocromatinas foram descritas primeiramente em cromossomos na fase
de paquiteno da meiose e posteriormente na forma de bandas-C em metafases mitdticas através desta
metodologia especifica de coloragdo (AGUIAR-PERECIN et al., 2000).

Os knobs heterocrométicos de milho foram descritos praticamente em todos 0s cromossomos,
ocupando posic¢des intersticiais, no brago curto e no braco longo de cada cromossomo; sendo a Unica
excecdo o cromossomo 10 que nunca apresenta regides de heterocromatina knob na sua versdo normal.
Porém, o nimero e as posicdes destes knobs heterocromaticos sdo muito variaveis no complemento
cromossdmico de milho, tanto que estes tém servido como marcadores para caracterizar variedades e
suas correlagdes biogeogréficas. (McCLINTOCK et al. 1981; KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004;
ALBERT et al., 2013; MONDIN et al., 2014).

A familia de satDNA TR-1 também esta presente nos knobs heterocromaticos. Entretanto,
enquanto a familia de K180 é extremamente abundante e caracteriza a maior familia presente em todos
0s knobs heterocromaticos, a familia TR-1 é menos frequente e tem sido encontrada em apenas alguns
knobs de cromossomos especificos. (KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004; ALBERT et al., 2013;
MONDIN et al., 2014). Na grande maioria das linhagens, as copias de TR-1 estdo localizadas no knob
do braco longo do cromossomo 4 e no braco curto do cromossomo 6.

A sequéncia consenso da familia TR-1 possui duas regibes de homologia com K180 que
compartilham 64% e 76% de similaridade, respectivamente. A primeira regido de homologia
compartilha um trecho do motivo de 180 pb, que também aparece conservado em teosinto e Tripsacum,
duas espécies ancestrais do milho moderno. O alto nivel de homologia entre estas duas regides nestas

diferentes espécies, indicam uma conexdo na histéria evolutiva destas familias de DNA satélite.



25

Enguanto a segunda regido de homologia compartilha trechos somente com as sequéncias K180 do
milho moderno. (ANANIEV; PHILLIPS; RINES, 1998a).
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3. CAPITULO 1: LOCALIZAGAO GENOMICA INFLUENCIA NO COMPORTAMENTO EVOLUTIVO E
NA ORGANIZAGAO DAS FAMILIAS DE DNA SATELITES EM MILHO

RESUMO

A evolugdo das sequéncias de DNA de satélite é controlada por mecanismos de
Molecular Drive. O mecanismo de Molecular Drive é bem estudado em varias espécies que
abrangem diferentes familias de sequéncias repetitivas. No entanto, a relacao entre a localizacéo
do DNA satélite e a dindmica da evolu¢do em concerto ainda é pouco estudada. Algumas
caracteristicas da organizacdo do genoma do milho sdo interessantes para investigar essa
relacdo. Em primeiro lugar, o milho possui uma familia de DNA satélite denominada de CentC
localizada nas regides centroméricas que interage com as histonas CENH3 e garantindo a
segregacdo do cromossomo. Em segundo lugar, a outra familia de DNA satélite denominada de
K180 que € o principal componente dos knobs heterocromaticos, uma regido muito visivel de
cromatina condensada, imersa em eucromatina rica em genes, mas sem uma funcdo bem
definida. Uma analise da frequéncia nucleotidica, da diversidade dessas duas familias e uma
comparacéo entre elas podem fornecer novos conhecimentos sobre o efeito da localizacdo do
DNA satélite na dindmica do Molecular Drive. Para realizar essas analises, foram extraidos o0s
motivos pertencentes ao CentC e ao K180 do genoma de referéncia da linhagem B73. A partir
dessas analises, observou-se que a localizacdo de motivos de DNA de satélite dentro do genoma
do milho pode influenciar seu comportamento evolutivo e na organizacdo espacial. Esses
comportamentos sdo observados devido & maior conservacdo dos motivos centroméricos em
relacdo aos motivos do knob heterocroméatico e pela presenca de uma disposicdo bem
organizada entre os motivos centromericos, enquanto o knob ndo foi observado nenhum tipo de
organizagdo. Estes relatos auxiliam evidenciar a importancia do contexto genémico para a
evolugdo em concerto em milho.

Palavras-chave: Evolucdo em Concerto, DNA Satélite, Centrémero, Knob, Milho

ABSTRACT

The evolution of satellite DNA (satDNA) sequences is controlled by Molecular Drive
mechanisms. The mechanism of the Molecular Drive is well-studied in several species covering
different families of repetitive sequences. However, the relationship between satDNA
localization and the concerted evolution dynamics is still little studied. Some features of the
maize genome organization are interesting to investigate this relationship. Firstly, a satDNA
family named as CentC resides in the centromeric regions, interacting with CenH3 histones and
guarantying chromosome segregation. Second, another satDNA family named as K180 is the
major component of the heterochromatic knobs, a very conspicuous region of condensed
chromatin, immersed into gene-rich euchromatin, but without a well-defined function. An
analysis of nucleotide frequency and diversity of these both families and a comparison of them
might provide insights about the effect of satDNA localization in the molecular drive dynamics.
Motifs belonging to CentC and K180 were data-mined from reference genome of the inbred-
line B73. From these analyses it was observed that the location of satellite DNA motifs within
the maize genome can influence their evolutionary behavior and spatial organization. These
behaviors are observed due to the greater conservation of centromeric motifs in relation to the
motifs of the heterochromatic knob. Moreover, it is also observed that there is a well-organized
disposition between the centromeric motifs, while the knob was not observed any type of
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organization. These reports help to highlight the importance of the genomic context for the
concerted evolution in maize.

Keywords: Concerted Evolution, Satellite DNA, Centromere, Knob, Maize

3.1. Introdugao

DNAs satélites sdo constituidos por sequéncias repetitivas in tandem localizadas,
principalmente, em regides heterocroméaticas (HEMLEBEN et al., 2007; GARRIDO-RAMOS, 2017).
As sequéncias de DNAs satélites possuem mecanismos de evolucdo diferente daqueles encontrados nas
sequéncias codantes. Este tipo de evolucdo, denominado de Evolucdo em Concerto é dividida em duas
variaveis: a taxa de mutacéo e a taxa de fixacao.

Estes passos no caminho evolutivo do DNA satélite gera a homogeneiza¢do dos motivos
dentro do genoma. Kuhn et al. (2012) trabalhando com drosofilas, demonstraram que o processo de
homogeneizacgdo leva a uma maior similaridade na sequéncia de nucleotideos dos motivos repetitivos
dentro de uma determinada regido do genoma, mais do que entre as regides espalhadas ao longo dos
cromossomos. As andlises de Hall et al. (2005) também verificaram este mesmo padrdo de
homogeneizagdo dos motivos entre as sequéncias vizinhas em DNA satélites de plantas.

Estudos reportaram que existem diferentes padrdes de comportamento na homogeneizacdo
entre DNAs satélites de espécies distintas (STRACHAN; WEBB; DOVER, 1985; DOVER, 1982),
entretanto, poucos relatam a diferenca desta homogeneizacdo dos motivos entre familias de DNAs
satélites presentes no mesmo genoma que estao em contexto gendmico diferente (STRACHAN; WEBB;
DOVER, 1985; TORRES et al., 2012). O milho é uma espécie cultivada e modelo para estudos
genéticos, sendo um excelente material para este tipo de estudo, pois possui regides de heterocromatina
com caracteristicas distintas e compostas de DNAs satélites: o knob e o centrémero.

O knob é uma regido de heterocromatina bem visivel na cromatina que possui replicagao tardia
e é constituida principalmente por duas familias de DNAs satélites denominados de K180 e TR-1
(PEACOCK et al., 1981; ANANIEV; PHILLIPS; RINES, 1998). Os knobs heterocromaticos de milho
foram descritos praticamente em todos os cromossomos, ocupando posic¢des intersticiais no bracgo curto
e no braco longo; sendo a Unica exce¢do o cromossomo 10 que nunca apresenta knob na sua versdo
normal. Porém, o nimero e as posi¢des destes knobs sdo muito variaveis no complemento cromossémico
de milho, tanto que estes tém servido como marcadores para caracterizar variedades e suas correlacBes
biogeogréficas. (McCLINTOCK etal. 1981; KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004; ALBERT etal., 2013;
MONDIN et al., 2014; REALINI et al., 2018). Essa variacdo de nimero e posi¢ao de knobs possuem
correlagdo com a origem de cada linhagem de acordo com a sua posicdo latitudinal, de altitude e
climatica (KREINER e WRIGHT; 2018). Entretanto, Lamb et al (2007) observaram que existem uma

pequena quantidade de motivos presentes nas regiées onde deveriam existir knobs heterocromaéticos.
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Os knobs heterocromaéticos interrompem regides de eucromatina ricas em genes, suprimindo
o0 crossing-over e afetando o funcionamento normal dos genes que estdo nas proximidades. A funcéo
dos knobs no genoma ainda ndo é bem definida, porém existem algumas correla¢bes entre a sua
composi¢do com o tempo de florescimento do milho (RAYBURN et al., 1985; TITO, POGGIO E
NARANJO, 1991; REALINI et al., 2016; JIAN et al., 2017).

No entanto, diferentemente do knob, o centrémero possui uma fungdo bem definida, esta
presente em todos 0s cromossomos de todas as linhagens, variedades e ragas e possui baixa quantidade
de genes. Esta estrutura tem a fungéo de manter as cromatides irmas unidas apos a duplicagdo do DNA,
caracteristica fundamental para a segregacdo normal dos cromossomos durante as divisdes meidticas e
mitéticas (MA et al., 2007). A posicdo funcional do centrdmero esta localizada dentro da regido de
heterocromatina denominada de pericentromérica. A regido funcional é diferencialmente destacada das
outras regifes do cromossomo devido a presenca da histona variante H3, também conhecida como
CENP-A em humanos ou CENH3 em vegetais (MCKINLEY; CHEESEMAN, 2016), que em milho
interagem diretamente com as sequéncias da familia de DNA satélite CentC e os elementos de
retrotransposicdo CRM para a formagdo do complexo centromérico (ZHANG et al. 2008). A presenca
da CENH3 e a formacédo de um complexo proteico nos motivos de CentC pode atuar como uma pressdo
de evolucéo seletiva nestas sequéncias repetitivas in tandem (HALL et al., 2005; ZHONG et al., 2002).

Em alguns organismos os motivos de DNA satélite sdo altamente organizados na regido
centromérica. Nos seres humanos, o centrémero é constituido pelas sequéncias de alfa-satélite, onde a
organizacdo dos motivos ocorre de duas formas distintas: High Order Repeats (HOR) e monémeros
(RUDD et al., 2004).

S&o chamados de HOR os arranjos in tandem que consistem de multiplos motivos (WILLARD
et al., 1987; SUJIWATTANARAT, 2015) e que estdo organizados em grandes arranjos formando uma
unidade com 97 a 100% de similaridade. Esta conformacdo em HOR também é visualizada nas espécies
de primatas do velho mundo e nas poucas observacBes feitas em primatas do novo mundo
(SUJIWATTANARAT et al., 2015). Enguanto os motivos denominados de monémeros ndo possuem
nenhum tipo de organizagdo complexa dos seus motivos. Cada uma dessas organizagdes citadas esta
localizada em posicOes diferentes ao longo do centrdmero e possui relagdes especificas com as
respectivas fungdes da regido centromérica (RUDD et al., 2004).

Em plantas ha poucos estudos sobre a organizacdo das sequéncias de DNA satélite em HOR.
Alguns estudos isolados, como em arroz ja foram publicados (LEE et al., 2006). Nesta espécie foi
observada uma pequena regido no centrdmero do cromossomo 8 que possui uma organiza¢cdo em HOR,
porém, a grande maioria dos motivos sdo monémeros e associados com a CENH3 (LEE et al., 2006).

No cromossomo 1 ndo foi localizado nenhum arranjo organizado em HOR (LEE et al., 2006).
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Dentro deste contexto, o presente estudo tem como objetivo comparar os padrdes de evolucdo
de familias de DNAs satélites localizadas em dois contextos genémicos distintos, sendo um destes 0
knob heterocromatico que interrompe regides de eucromatina rica em genes e nao possui uma funcéo
definida e o centromero que forma uma heterocromatina em uma regido com baixa frequéncia de genes
que por outro lado possui uma fungdo constitutiva bem definida e interage com um conjunto especifico
de proteinas para o seu funcionamento. Ambas as regifes serdo analisadas para o entendimento de sua
organizacdo estrutural ao longo do arranjo das sequéncias repetitivas in tandem utilizando a familia de

DNA satélite mais abundante em cada regido (CentC e K180).

3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Materiais

Foi utilizado o genoma montado da linhagem B73 de milho (Zea mays) disponivel no banco
de dados MAIZEGDB (www.maizegdb.org) com o respectivo cddigo de identificacdo Zm-B73-
REFERENCE-GRAMENE-4.0 obtido a partir do sequenciamento de PacBio Single Molecule Real
Time (SMRT) com cobertura de 60x e o erro de correcdo desse mecanismo foi feita pelo sequenciamento
por Illumina. A montagem foi realizada com o auxilio de um mapeamento de restricdo de genoma inteiro
de alta resolucéo (6ptica) obtendo pseudomoléculas com uma montagem préxima de uma estrutura end-
to-end. No total foi montado aproximadamente 2,1GB do genoma da linhagem B73 de um total real de
2,4GB (87,5%).

3.2.2. Métodos
3.2.2.1. Data mining dos motivos dos knobs heterocromadticos e da regido
centromérica

O data mining foi realizado por meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) presente no proprio banco de dado MAIZEGDB. Os parametros utilizados para esta
ferramenta foram max target sequence = 500, e-value = 1, word size = 11 e match/mismatch scores = 2,
-3. Foi utilizado o codigo de acesso AF030935.1 e AF078918.1 para busca dos motivos da familia K180
e CentC, respectivamente. A partir do BLAST, foi localizada a posic¢ao de cada motivo das familias nos
cromossomos do respectivo genotipo. Os contigs que possuiam os motivos de cada familia foram
selecionados e a seguir processados no Tandem Repeats Finder (TRF - BENSON et al.,1999) utilizando

a linha de comando padréo.

3.2.2.2.  Anadlises das Sequéncias
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Os motivos de cada familia foram separados e organizados de acordo com a sua posi¢do no
genoma. Para realizar as analises da dindmica evolutiva foi necessario fazer o alinhamento maltiplo. Os
alinhamentos multiplos dos motivos das duas familias de DNA satélites foram realizados pelo algoritmo
Muscle no programa MEGA 7.0 (KUMAR, STECHER e TAMURA, 2016). O alinhamento de cada
arranjo foi processado pelo programa Jalview (CLAMP et al.,, 2004) para gerar a imagem do

alinhamento destacando os nucleotideos polimérficos de cada motivo.

3.2.2.3. Diversidade Nucleotidica

Para realizar as analises de comparacdo das duas familias de DNA satélite, n6s geramos a
frequéncia nucleotidica para K180 e CentC utilizando o programa Jalview. Foi realizado o célculo da
diversidade nucleotidica por meio do modelo de Jukes Cantor (JC) disponivel no programa MEGA 7.0.
A construcdo de um mapa heatmap foi feita para facilitar a visualizacdo das variacdes das diversidades
presentes nestas duas familias. O heatmap foi construido pela metodologia de percentil em Excel
(Microsoft). A regido do mapa condicionada a coloracdo azul indica pequenos valores de diversidade e
a regido em vermelho indica altos valores de diversidade.

E para contribuir com os estudos da dindmica evolutiva foi gerada figuras WeblLogo
(CROOKS et al., 2004). As configuracGes utilizadas foram 180 nucleotideos por linha e coloracédo
classica (NA).

3.2.2.4.  Evolugdo em Concerto — MLTree

As arvores MLTree foram construidas por meio do método estatistico de Maxima
Verossimilhanga (Maximum Likelihood) e com bootstrap de 100 repeticdes no MEGA 7.0. O modelo

selecionado foi Tamura-3-Parameter de acordo com as recomendagdes do pacote MEGA 7.0.

3.3. Resultados
Foi utilizado para essas analises a linhagem B73 de milho por ser o genoma modelo para
estudos genéticos e epigenéticos desta espécie e que contém o genoma sequenciado e montado com alta

qualidade em relacdo as demais linhagens.

No primeiro passo foram coletados os motivos de duas familias de DNA satélites da linhagem
B73 de milho. As familias coletadas foram CentC e K180 presentes na regido centromérica e knob
heterocromatico, respectivamente, pois estas sdo as familias mais abundante presente em cada regido.
No total foram coletados 5945 motivos de K180 e 1950 motivos de CentC.

Os motivos de ambas as familias foram organizados e alinhados; e posteriormente foram

realizadas analises de variabilidade nucleotidica para verificar a dindmica mutacional dos motivos nestes
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contextos genémicos distintos. O primeiro passo foi a anélise do comportamento da frequéncia

nucleotidica destas duas familias de DNA satélite.

Em uma andlise exploratoria observa-se frequéncias maiores (proxima de 100% de identidade)
nas posi¢des nucleotidicas de CentC em relacdo a K180, indicando possivelmente uma maior
conservacdo destes motivos (Figura 1). Para validar esta observacdo foram calculados os valores de
diversidade nucleotidica destas duas familias de DNAs satélites (Tabela 1). Nesta analise, também, foi
observado que 0s motivos centroméricos sdo mais conservados do que os motivos do knob. A maior
conservacdo dos motivos centroméricos pode estar relacionada a uma possivel pressao seletiva nestes
motivos, devido a interagdo destas sequéncias de DNA com as proteinas centroméricas (HALL et al.,
2005; ZHONG et al., 2002).
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Figura 1. Frequéncia nucleotidica dos motivos de CentC e K180 na linhagem B73. a) Cada barra vertical
representa a frequéncia nucleotidica de uma posigédo da familia CentC, iniciando na posicao 1 e terminando
na posi¢do 156; b) Barra vertical representa a frequéncia nucleotidica de uma posicdo da familia K180,
iniciando na posicédo 1 e terminando na posi¢do 180. As setas indicam posi¢des que possuem valores de

frequéncia nucleotidica inferior a 80%.

3.3.1. Diversidade nucleotidica em arranjos de knobs e centrémeros
Para comparagéo entre os knobs e os centrdmeros considerando seus respectivos contextos
gendmicos foi calculada a diversidade geral dos nucleotideos (Figura 2). Os arranjos foram separados
de acordo com o braco cromossémico para os knobs e para os motivos de CentC pela regido
centromérica de cada um dos cromossomos. Ap6s os calculos dos valores, foi construido um heatmap
para facilitar a visualizacdo das diferencas entre as diversidades (Figura 2a). De maneira geral, observa-
se nitidamente que os arranjos centroméricos sao mais conservados em relagdo aos arranjos dos knobs,

assim como ja descrito anteriormente.

Tabela 1. Diversidade nucelotidica de CentC e K180 na linhagem B73

DNA Satélite Diversidade
CentC 0,028 +/- 0,005
K180 0,079 +/- 0,039
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O arranjo mais conservado esta presente no centrdmero do cromossomo 8 que possui 0,007 de
diversidade, enquanto o arranjo menos conservado estd localizado no knob do brago curto do
cromossomo 7 (K7S) que possui 0,192 de diversidade.

Também foi observado que os valores de diversidade dos arranjos de K180 possui uma maior
amplitude em relacdo aos arranjos de CentC (Figura 2b) indicando que os knobs heterocrométicos
contém diferengas expressivas de diversidade, enquanto os centrdmeros possuem valores de diversidade
mais préximos entre si. Provavelmente, cada knob pode estar sofrendo um tipo distinto de presséo
seletiva que pode levar a diferentes efeitos no comportamento evolutivo dos motivos, enquanto, as
repeticbes de CentC devem possuir um efeito evolutivo semelhante entre os centrdmeros de milho
devido a sua interacdo com um grupo especifico de proteinas. Este resultado reforca, novamente, que

existe uma diferenga no comportamento evolutivo entre os motivos destas duas familias de DNAs
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Figura 2. a) HeatMap das diversidades nucleotidicas dos arranjos das familias K180 e CentC. Os blocos de
coloracdo azul indicam valores menores de diversidade, os blocos em vermelho indicam valores maiores e a
coloracdo branca indicam valores intermediarios. Os valores de diversidade nucleotidica sédo indicados
dentro de cada bloco. b) Gréfico de dispersédo dos valores de diversidade nucleotidica de cada arranjo da
familia CentC e K180 na linhagem B73 e suas respectivas linhas de regressédo. Os pontos de coloracéo azul
e amarelo indicam os valores de diversidade dos arranjos de CentC e K180, respectivamente. No €ixo X 0s
centromeros estao indicados por C seguido do numero do respectivo cromossomo, enquanto os knobs
indicados por K, sendo o brago curto indicado por S e 0 braco longo por L com os nimeros indicando os

respectivos cromossomos. No eixo y estdo os valores de diversidade nucleotidica de 0 a 0,25 (0% a 25%o).

O arranjo centromeérico do cromossomo 5 e 0 knob do braco curto do cromossomo 1 contém
valores de diversidade diferentes do comportamento geral das respectivas familias de DNA satélites
(Figura 2). Os motivos de CentC do centrébmero 5 tem um valor de diversidade de 0,108 que é

aproximadamente 2x maior do que a média observada para os demais centrdbmeros e muito semelhante
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aos valores de diversidade observados para os knobs. J& os motivos do knob do brago curto do
cromossomo 1 possuem uma diversidade igual a 0,042, um valor muito proximo aos observados para
0s arranjos centroméricos. Esses resultados sugerem que estas duas regifes podem estar sofrendo
padrdes distintos de modificacdo dos seus nucleotideos em relacdo ao comportamento geral das duas

familias.

3.3.2.  Organizagdo dos motivos centroméricos

No alinhamento dos motivos de CentC de cada cromossomo (Figura 3b e 4b, suplementar 1b
e suplementar 2b), observamos que existem trés grupos de motivos com diferentes comportamentos
mutacionais. O grupo 1 é marcado por uma alta conservagdo dos nucleotideos ao longo dos arranjos de
todos os centrémeros e possui valores de diversidade nucleotidica entre 0% a 1,2%. O grupo 2 apresenta
um maior grau de diversidade de nucleotideos quando comparado ao grupo 1, com valores variando
entre 4% e 8%. Este grupo sempre aparece adjacente ou flanqueando os arranjos classificados como
grupo 1. O grupo 3 apresenta 0 maior grau de diversidade com valores variando entre 13% e 17%. Este
grupo nunca ¢ observado flanqueando arranjos classificados como grupo 1.

Cada cromossomo possui uma organizacdo destes grupos de uma maneira especifica. Os
cromossomos foram divididos em trés classes para melhor explicar estas organizacdes.

A classe niimero 1 é localizada no centrdmero dos cromossomos 2, 3, 4, 8 e 9. Foi escolhido
como base para o estudo desta classe o cromossomo 4. Neste cromossomo observa-se que 0 primeiro
conjunto de motivos é altamente conservado (Grupo 1) devido a pouca mutagdo presente no alinhamento
(Figura 3b). Estes motivos estdo localizados entre as posi¢Ges 96.446.151 a 96.449.404 no genoma da
linhagem B73 (Figura 3b). Logo apds, entre as posicdes 96.457.173 a 96.460.890 e 109.338.530 a
109.459.374, estdo presentes 0s demais motivos menos conservados (Grupo 2 - Figura 3b). Na MLTree
(Figura 3a), estes dois conjuntos estéo separado em diferentes ramos, evidenciando a clara diferenga de
homogeneizagdo destes motivos. Os motivos com as caracteristicas do grupo 3 ndo estdo presentes
nestes cromossomos.

Foram obtidos WebLogos para verificar se houve alguma diferenca significativa na fixacéo de
nucleotideos entre estes dois conjuntos (Figura 3c). Nesta analise, verifica-se a diferenga de conservagdo
entre os grupos citados anteriormente, entretanto, ndo houve uma inversdo de frequéncia entre
nucleotideos presentes em uma mesma posicao.

O cromossomo 8 possui uma pequena diferenca no primeiro grupo. O Grupo 1 possui dois
subgrupos de motivos com composi¢des nucleotidica distintas. O subgrupo 1.A é semelhante aos
motivos dos demais cromossomos, enquanto o subgrupo (1.B) contém duas substituicdes de Citosina
para Timina nas posi¢cdes 11 e 17. Estas substituicGes nucleotidicas sdo as causas da separa¢do dos

motivos conservados na MLTree (Figura Suplementar 1).
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A classe nimero 2 é constituida pelos centrémeros dos cromossomos 1, 7 e 10. O cromossomo
1 é utilizado para exemplificar o comportamento desta classe. O cromossomo 1 possui uma regido com
motivos de CentC altamente conservados que se inicia na posi¢do 137.076.097 e termina na posicao
137.083.076 (Grupo 1 — Figura 4b). Os motivos que estdo localizados ap6s as duas extremidades desta

regido, sdo menos conservados (Figura 4b) e pertencem aos Grupos 2 e 3.
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Figura 3. a) MLTree contendo todos os motivos de CentC presentes no cromossomo 4. Os motivos estéo
representados em cada terminal no formato circular. Os circulos da coloragédo azul e vermelho representam
0s motivos presentes nos Grupos 1 e 2, respectivamente. b) Alinhamento de todos os motivos de CentC
presentes no cromossomo 4. Os motivos estdo separados em cada linha na horizontal. As posicGes
nucleotidica que estdo destacadas em azul sdo as posi¢des semelhantes a sequéncia consenso, enquanto as
posicBes em branco possuem uma substituicdo de nucleotideo em relagdo a sequéncia consenso. Os arranjos
de CentC estdo separados em grandes blocos de motivos com a respectiva disténcia entre cada um. Os blocos
de motivos estdo marcados com o tipo de Grupo que os representam (1 e 2). ¢) WebLogos dos motivos
presentes em cada Grupo. Os Grupos 1 e 2 sdo representados pelos WebLogos superior e inferior,

respectivamente.
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Figura 4. a) MLTree contendo todos os motivos de CentC presentes no cromossomo 1. Os motivos estao
representados em cada terminal no formato circular. Os circulos da coloragdo azul, vermelho e verde
representam os motivos presentes nos Grupos 1, 2 e 3, respectivamente. b) Alinhamento de todos os motivos
de CentC presentes no cromossomo 1. Os motivos estdo separados em cada linha na horizontal. As posi¢des
nucleotidica que estdo destacadas em azul sdo as posi¢es semelhantes a sequéncia consenso, enquanto as
posi¢des em branco possuem uma substituicdo de nucleotideo em relagdo a sequéncia consenso. Os arranjos
de CentC estdo separados em grandes blocos de motivos com a respectiva distancia entre cada um. Os blocos
de motivos estdo marcados com o Grupo de conservacdo dos motivos (1, 2 ou 3) ao lado esquerdo. c)
WebLogos dos motivos presentes em cada Grupo de conservacdo. Os Grupos 1, 2 e 3 sédo representados
pelos WebL ogos superior, intermediario e inferior, respectivamente.

O Grupo 2 é constituido por motivos que estdo presentes nas posi¢cBes 137.002.521 a
137.068.186 e 137.083.575 a 137.116.312. Os motivos do Grupo 3 estdo localizados na posigdo

aproximada de 160.000.000 em uma regido mais distante das demais repeti¢fes de CentC. Na MLTree
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observa-se que cada grupo estd localizado em ramos diferentes de forma isolada (Figura 4a). Estes
resultados evidenciam que os trés Grupos estdo em niveis de homogeneizacao diferentes, indicando que
0 posicionamento dos arranjos de CentC na regido centromérica pode afetar o comportamento evolutivo
das suas sequéncias repetitivas.

O centrémero do cromossomo 7 possui uma derivagdo na composicao nucleotidica entre os
subgrupos do Grupo 1. Verifica-se que a posi¢do nucleotidica 153 dos motivos do subgrupo 1.C, que
estdo localizados entre as posicdes 57.868.109 a 57.886.815, possui na maioria dos motivos a base
Guanina em relacéo ao subgrupo 1.A (Figura Suplementar 2b e 2¢). Na MLTree, a maioria dos motivos
do subgrupo 1.C estdo localizados em um ramo isolado, enquanto, os subgrupos 1.A estdo clusterizados
em outros ramos com caracteristica bem conservadas (Figura Suplementar 2a).

Os motivos de CentC do centrdmero do cromossomo 5 esta classificado na classe 3 e possui
um comportamento diferente dos demais cromossomos, pois ndo existem motivos altamente
conservados do Grupo 1 no centrdmero. Esta caracteristica pode estar associada com as caracteristicas
presentes especificamente neste cromossomo como a modificacdo da posicdo funcional do centrémero
de uma regido rica para uma pobre em motivos de CentC (WOLFGRUBER et al., 2009, SCHNEIDER
etal., 2016).

Entretanto, verifica-se a presenca dos motivos dos Grupos 2 e 3. Estes dois grupos estdo
localizados em posicdes diferentes dentro do genoma, o Grupo 2 aparece entre as posi¢oes 108.318.510
a108.377.382 e 0 Grupos 3 entre as posicdes de 104.074.361 a 104.074.516 (Figura 5b). Esta diferenca
de diversidade € observada na quantidade de nucleotideos polimoérficos presentes no alinhamento dos
motivos deste cromossomo (Figura 5b). Na MLTree existe uma clara separa¢do destes dois grupos,
resultado que, também, evidencia o efeito da homogeneiza¢do em arranjos no cromossomo 5, mesmo

com a auséncia dos motivos altamente conservados do Grupo 1 (Figura 5a).

3.3.3. Arvore com motivos de todos os cromossomos

Para investigar possiveis assinaturas nucleotidicas que pudessem caracterizar cromossomos
especificos, foi construida uma arvore com todos 0s motivos de CentC (Figura 6). A MLTree resultante
desta analise ndo identificou nenhum tipo de cluster que permitisse a identificacdo de cromossomos
especificos. Entretanto, hd agrupamentos que respeitam a divisdo dos motivos de CentC em Grupo 1, 2
e 3.

Observa-se que os motivos CentC altamente conservados, classificados como Grupo 1, estdo
presentes clusterizados no mesmo ramo com todos 0s cromossomos representados. Este resultado
evidencia duas propriedades evolutivas deste grupo: 1) essas repeti¢@es sdo altamente conservadas entre
si em relagdo aos motivos dos outros dois grupos e 2) a homogeneizagdo ocorre dentro e entre 0s

cromossomos simultdneamente. Deste modo, deve haver algum mecanismo que conduz a
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homogeneizacdo dos motivos do Grupo 1 para dentro do seu arranjo e depois compartilnando para os
arranjos dos demais cromossomos ou estas regiées compartilham de uma mesma composi¢éo estrutural
protéica para organizacdo do cromossomo que direciona todos os motivos a se comportarem de forma

semelhante.
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Figura 5. a) MLTree contendo todos os motivos de CentC presentes no cromossomo 5. Os motivos estdo
representados em cada terminal no formato circular. Os circulos da coloracdo vermelha e verde representam os
motivos presentes nos Grupos 2 e 3, respectivamente. b) Alinhamento de todos os motivos de CentC presentes no
cromossomo 5. Os motivos estdo separados em cada linha na horizontal. As posi¢fes nucleotidica que estdo
destacadas em azul sdo as posi¢Oes semelhantes a sequéncia consenso, enquanto as posi¢des em branco possuem
uma substituicdo de nucleotideo em relagdo a sequéncia consenso. Os arranjos de CentC estdo separados em
grandes blocos de motivos com a respectiva disténcia entre cada um. Os blocos de motivos estdo marcados com o
tipo de Grupo de organizagdo ao lado esquerdo (2 e 3). ¢) WebLogos dos motivos presentes em cada Grupo de
organizacdo. Os Grupos 2 e 3 sdo representados pelos WebL ogos superior e inferior, respectivamente.
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Os motivos do Grupo 3 sdo encontrados clusterizados em um ramo localizado na ponta
esquerda da arvore. Os outros ramos sdo constituidos pelos motivos do Grupo 2 e estdo espalhados em

toda extensao da MLTree.

Também existem algumas caracteristicas especificas do Grupo 1 que se organizaram,
diferentemente, na MLTree. Os motivos do subgrupo 1.C presentes no centrdmero do cromossomo 7
encontram-se em um ramo menor, junto com motivos dos cromossomos 8 e 9, que também possuem
motivos com esta caracteristica. Os motivos do subgrupo 1.B presentes no cromossomo 8 também

aparecem isolados na ML Tree devido aos diferentes nucleotideos que compdem as posicbes 11 e 17.

O cromossomo 6 possui uma pequena quantidade de motivos presentes somente em uma
regido do genoma, o que dificultou a sua caracterizacdo, entretanto, na arvore com todos o0s

cromossomos, podemos observar que existem motivos nos ramos do Grupo 1 e do Grupo 2.

3.3.4. Diversidade nucleotidica dos motivos de K180 entre os bragos cromossémicos
Os motivos presentes nos arranjos de knobs ndo possuem qualquer tipo de alta organizacao
semelhante ao que foi identificado nos centrdmeros de B73. Somente dois bragos cromossémicos
possuem um comportamento semelhante, entretanto, distante do que foi observado para o centrémero.
O knob presente no brago longo do cromossomo 1 possui uma pequena regido com motivos altamente
conservados (Figura suplementar 3) e o braco longo do cromossomo 4 possui motivos que séo diferentes

dos demais motivos da mesma regido (Figura Suplementar 4).

Contudo, foram realizadas analises do comportamento evolutivo para se identificar algum tipo

de padréo entre os arranjos dos knobs.

Foi utilizado o WebLogo para verificar se existe alguma diferenca nas posi¢es nucleotidicas
entre os arranjos dos knobs na linhagem B73. A posicéo 7 foi a posicdo que mostrou uma expressiva
diferenca no passo evolutivo de fixacdo (Figura 8). Nesta posi¢do, a Timina é o nucleotideo mais
abundante entre os motivos do brago curto do cromossomo 4 (K4S), do braco curto do cromossomo 7
(K7S) e do brago longo do cromossomo 10 (K10L), enquanto, a Citosina é a mais abundante nos motivos
presentes nos outros bragos. Provavelmente, os processos de Evolugdo em Concerto destes bragos estdo

sendo diferentemente conduzidos por alguma influéncia especifica destas regides.

Estes mesmos arranjos (K4S, K7S e K10L) da linhagem B73 possuem os maiores valores de
diversidade nucleotidica entre todos os bragos cromossdmicos (Figura 2a), indicando que existe uma
correlacdo entre a alta variabilidade dos motivos com a diferenca entre 0s passos de fixa¢do da posicdo
7.
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Figura 6. MLTree constituido pelos motivos do centromero de todos cromossomos da montagem da
linhagem B73. Cada terminal no formato circular indica um motivo. Circulos da coloracao azul escura,
roxo, marrom, verde agua, verde escuro, verde claro, amarelo, vermelho, rosa, e laranja representam os

motivos dos cromossomos nameros 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 e 10, respectivamente.

3.3.5. Diferencas de diversidade nucleotidica entre os knobs caracterizados e
a regido com menor quantidade de motivos de K180
Estudos de FISH com técnicas que aumentam a intensidade do sinal da sonda alvo comprovam
que existem motivos de K180 em regibes que ainda ndo foram caracterizadas como knobs

heterocromaticos (LAMB et al., 2007) e que estdo presentes em todos 0s bracos cromossémicos de

linhagens de milho. As principais diferencas entre estas novas regifes de motivos e com as regides
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caracterizadas sdo: 1) a quantidade de sequéncias de DNAs satélites, onde a primeira regido contém
menor quantidade do que a segunda e 2) a forma heterocromatica, pois a segunda possui uma

heterocromatina bem formada e visivel, enquanto que a primeira regido ndo constituem desta estrutura.

Contudo, foi investigado se existe efeito do tamanho do arranjo do knob heterocromatico sobre
a diversidade nucleotidica dos motivos. Para isso, os motivos das respectivas regides foram agrupados
em duas classes, sendo a primeira formada pelos motivos de regiées com knobs citologicamente visiveis
e 0 segundo pelos motivos visualizados com técnicas diferenciadas de microscopia ou seja regides que
ndo formam knobs citologicamente visiveis, mas que apresentam sequéncias de DNA satélite da familia

K180 (Figura 7) e suas diversidades nucleotidicas foram calculadas.

UU DD UU DD DO (L) oo oo == 00
U0 W U e B H0 L

B73

Figura 7. Ideograma da linhagem B73 com as indicacGes das posi¢des dos knobs em seus respectivos bragos
cromossdmicos. Os blocos pretos no interior de cada cromossomo indicam os knobs caracterizados por
Albert et al (2010) e as linhas pontilhadas representam regides com pequenas quantidades de sequéncias de
K180 observadas por FISH capturados em exposi¢des longas (LAMB et al., 2007).

De uma maneira geral, foi observado que existe uma tendéncia para a maior variabilidade entre
0S motivos presentes nos menores arranjos (Tabela 2). Conclui-se, que existe uma pequena diferenca
entre estas duas regifes contendo motivos de K180 em relacédo a sua diversidade nucleotidica.

Em nivel de arranjo ndo houve uma correlagdo entre aumento ou diminuigdo da diversidade

de acordo com o tamanho do knob (Figura 2a). Somente é observada uma tendéncia de os knobs maiores

possuirem menores valores de diversidade nucleotidica na linhagem B73.

Tabela 2. Diversidade nucleotidica da regido constituida por uma pequena quantidade de motivos de K180

(OKnob) e a regido caracterizada de knobs heterocrométicos (Knob) na linhagem B73.

Diversidade
Nucleotidica

Oknob 0,146 +/- 0,009
Knob 0,123 +/- 0,008

Condicgao
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Figura 8. a) WebLogo dos arranjos da familia K180 nos knobs na linhagem B73. WebLogo da posicéo 1 a
79 no arranjo K1S, K4S, K7S, K7L, K8L, K9L e K10L e b) da posi¢do 91 a 180 no arranjo K1S, K4S, K7S,

K7L, K8L, K9L e K10L. A posi¢do entre as linhas pontilhadas indica a posi¢do que esta em um diferente
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passo de evolugdo. Os demais arranjos sdo apresentados na figura suplementar 5.
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As analises WebLogo demonstram que ndo existem diferencas nos passos evolutivos entre
estes knobs, evidenciando que essa pequena variagdo ndo é suficiente para alterar, consideravelmente,

0s passos de fixacao.

3.4. Discussao
3.4.1.  Organizacdo do Centrémero

As sequéncias alfa-satélite, responsavel pela organizagdo do centrébmero humano, é uma
familia de DNA satélite de constituicdo, organizagdo e fun¢do bem caracterizada, sendo base de estudos
para outras espécies. As sequéncias possuem 171 pb e sdo organizadas em dois tipos de estruturas
denominadas de High Order Repeats (HOR) e monémeros (RUDD et al., 2004). Cada uma dessas
organizagdes citadas esta localizada em posicdes diferentes no centrémero e possui relacdo especifica

com as respectivas funcdes desta regido do cromossomo (RUDD et al., 2004).

Este tipo de organizagdo é bem caracterizado nas espécies de mamiferos e com poucos estudos
realizados em organismos do reino vegetal, como, por exemplo, no arroz. Em arroz foi observado uma
pequena regido no centrdmero do cromossomo 8 que possui uma organizacdo em HOR, porém, a grande

maioria dos motivos sdo organizados como mondmeros (LEE et al., 2006).

Em nossas analises com a familia de DNA satélite do centrdmero de milho denominado de
CentC, observamos que, também existem mais do que um tipo de organiza¢do entre 0s motivos
centroméricos, entretanto, estes sdo diferentes daqueles presentes nas sequéncias alfa-satélites dos seres

humanos.

A familia de DNA satélite presente nos centrdmeros de milho é composta por 3 grupos de
motivos, onde cada um possui comportamento organizacional distinto. Estes grupos estdo localizados
em posi¢des diferentes dentro da organizacdo centromérica ndo havendo sobreposi¢do entre 0s seus
motivos. Possivelmente, esta disposicdo organizacional, destes grupos, pode estar associada com as

funcBes centroméricas e a evolucdo adaptativa entre DNA satélite e as proteinas centroméricas.

Em plantas, sabe-se que a proteina CENP-C indica uma suposta pressdo evolutiva e adaptativa
na regido responsavel em realizar a ligacdo com as sequéncias centroméricas (TALBERT, BRYSON e
HENIKOFF, 2004). Além disso, espécies do dominio Eukaria possuem diversas outras proteinas que
atuam diretamente nas sequéncias centroméricas denominadas do grupo constitutive centromere-
associated network (CCAN) (MCKINLEY; CHEESEMAN, 2016, COMAI, MAHESHWARI e
MARIMUTHU, 2017). J4 GENT et al. (2017) encontraram que ndo existem diferengas de identidade
nucleotidica entre os motivos de CentC imunoprecipitado com CENH3 e 0s motivos presente no restante
do genoma, afirmando que ndo existe uma pressdo evolutiva da CENH3 com as sequéncias

centroméricas de milho.
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Portanto, é possivel inferir que o grupo constituido por motivos altamente conservados estdo
diretamente relacionado com grupos de proteinas centroméricas, 0s quais estdo envolvidos em uma
evolugédo conjunta adaptativa, exceto as histonas CENH3 que ndo devem possuir grande influéncia. Esta
evolucdo permite que os motivos continuem conservados para que as proteinas possam realizar a sua

devida ligacédo e fungdo sobre os centrdmeros dos cromossomos.

E importante destacar que, nos cromossomos 7 e 8 que possuem mais do que um grupo de
motivos conservados, somente um destes sdo 100% semelhantes aos motivos dos centrdmeros dos
demais cromossomos. Os outros grupos possuem um ou dois nucleotideos que diferenciam do grupo
principal e estdo localizados em uma regido préxima entre si (diferenca de 20 pb entre as posicoes).
Talvez essas diferengas nucleotidicas levem a uma perda de capacidade de ligacdo das proteinas

centromérica a estes motivos ao longo da evolugéo.

3.4.2. CentrOmero5

O Unico centrdmero que ndo possui esta organizagdo é o nuimero 5. Neste cromossomo,
observamos que existe somente 0 grupo de motivos mais polimorficos e, consequentemente, € 0
centrdmero que possui 0 maior valor de diversidade nucleotidica. Esta caracteristica do cromossomo 5
pode estar associada com as particularidades presentes neste centrémero: 1) reposicionamento do
centrdmero para uma nova regido que ocorreu antes da domesticacdo do milho, onde foi inserida
sequéncias de retrotransposons centroméricos de milho (CRM) nesta nova regido e a eliminagao dos
motivos CentC na antiga regido (WOLFGRUBER et al., 2009, SCHNEIDER et al., 2016), 2) esta
posicao possui varios haplotipos entre as linhagens de milho evidenciando que ndo esta sobre um grande
efeito de domesticagao, assim como os cromossomo 7 e 10 (SCHNEIDER et al., 2016) e 3) o centrémero
5 da linhagem B73 possui duas regides centroméricas diferentes (WOLFGRUBER et al., 2009).

Estes resultados permitem inferir que possivelmente houve eliminacdo preferencial dos
motivos conservados. Embora ndo seja possivel determinar causa e consequéncia, curiosamente este é
o centrébmero que sofreu um processo de reposicionamento, onde 0s retrotransposons centroméricos

parecem ter assumido o papel antes pertencente aos motivos CentC.
3.4.3. Homogeneizagao

A evolugdo em concerto conduz a homogeneizacdo dos motivos localmente no genoma. Este
padrdo € visualizado nos motivos centroméricos de arroz (Cent-O), onde o cromossomo 1 possui um
conjunto de motivos que sdo mais semelhantes entre si em relacdo aos motivos da mesma familia

presentes no cromossomo 8 (LEE et al., 2006).
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Na linhagem B73 de milho ndo existe uma homogeneiza¢do padronizada que diferencia 0s
motivos por cromossomo, entretanto, podemos observar uma homogeneizacdo dentro da regido
centromérica de cada cromossomo. A ML Tree demonstra que cada conjunto de motivos localizados nos
Grupos denominados de 1, 2 e 3 estdo localizados no mesmo ramo da arvore, indicando que 0s motivos

dentro de cada grupo possuem o mesmo padrdo de homogeneizagao.

3.4.4. Knob

Os motivos presentes nos knobs heterocrométicos ndo possuem uma alta organizagéo definida
na montagem do sequenciamento da linhagem B73 e também ndo é observado um grau de
homogeneizagdo dos motivos. Esta configuracdo pode estar associada com a sua organizagao dentro do
genoma e a fungdo ndo bem definida. Também pode-se destacar que os knobs em milho séo constituidos
diferentemente em cada linhagem de acordo com a sua origem latitudinal, altitudinal e climética (KATO,
LAM, BIRCHLER; 2004, ALBERT et al., 2010), demonstrando que o efeito da domesticacdo do
homem fez com que houvesse mudancgas no comportamento do knob engquanto que esse mesmo efeito

ndo ocorre na regido centromérica desta espécie.

3.4.5. Dinamica Evolutiva em Diferentes Contextos Gendmicos

Os knobs e a regido centromérica estéo localizados em diferentes contextos genémicos e com
distintas funcdes. Os knobs sdo regides citologicamente visiveis, heterocromaticas de replicacao tardia,
constituidas primariamente por duas familias de DNAs satélites (K180 e TR1), que interrompem regides
de eucromatina rica em genes e que suprimem a recombinacdo, sendo altamente polimoérficas entre
linhagens, cultivares, hibridos e variedades de milho, com func¢éo néo definida, mas com evidéncias de
correlagfes com o tempo de florescimento e um possivel papel adaptativo. Enquanto centrémero esta
localizado em uma regido com pequena quantidade de genes e associado com fungdes bem definidas
como responsavel na unido das cromatides irmés e na segregacao dos cromossomos (MA et al., 2007)
possuindo uma forte ligacdo com diversas proteinas centroméricas (MCKINLEY; CHEESEMAN,
2016).

No nosso trabalho, percebemos que a posicdo da familia de DNA satélite em contextos
gendmicos diferentes pode afetar o comportamento evolutivo das sequéncias repetitivas na linhagem
B73 de milho. Esta afirmagéo é baseada em dois diferentes comportamentos presentes entre 0s motivos
localizados na regido centromérica e do knob heterocromético. 1) Maior conservacdo da diversidade
nucleotidica dos motivos centroméricos em relagdo ao knob e 2) os valores de diversidade dos arranjos

dos knobs sdo mais diversos, enquanto CentC possui diversidade semelhante entre 0s seus arranjos.
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Figura Suplementar 1. a) MLTree contendo todos os motivos de CentC presentes no cromossomo 8. Os
motivos estdo representados em cada terminal no formato circular. Os circulos da coloragéo azul escuro e
azul claro representam os motivos presentes nos Grupos 1.A e 1.B, respectivamente. b) Alinhamento de
todos os motivos de CentC presentes no cromossomo 8. Os motivos estdo separados em cada linha na
horizontal. As posi¢des nucleotidica que estdo destacadas em azul séo as posi¢des semelhantes a sequéncia
consenso, enquanto as posi¢des em branco possuem uma substituicdo de nucleotideo em relagéo a sequéncia
consenso. Os arranjos de CentC estdo separados em grandes blocos de motivos com a respectiva distancia
entre cada um. Os blocos de motivos estdo marcados com o tipo de Grupo de organizacdo ao lado esquerdo
(1.A e 1.B). ¢) WebLogos dos motivos presentes em cada Grupo de organiza¢do. Os Grupos 1.A e 1.B séo
representados pelos WebL.ogos superior e inferior, respectivamente.
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Figura Suplementar 2. a) MLTree contendo todos os motivos de CentC presentes no cromossomo 7. Os
motivos estdo representados em cada terminal no formato circular. Os conjuntos A e C do Grupo 1 possuem
a mesma constitui¢do e sdo similares aos motivos do Grupo 1 dos outros cromossomos e do conjunto 1.A do
cromossomo 7, deste modo, denominados de 1.A. O conjunto B néo é similar a nenhum conjunto de motivos
e denominamos de 1.C. Os circulos da coloracéo azul escuro, azul claro, vermelho e verde representam os
motivos presentes nos Grupos 1.A, 1.C, 2 e 3, respectivamente. b) Alinhamento de todos os motivos de CentC
presentes no cromossomo 7. Os motivos estdo separados em cada linha na horizontal. As posicbes
nucleotidica que estdo destacadas em azul sdo as posi¢cdes semelhantes a sequéncia consenso, enquanto as
posicGes em branco possuem uma substituicdo de nucleotideo em relacdo a sequéncia consenso. Os arranjos
de CentC estdo separados em grandes blocos de motivos com a respectiva distancia entre cada um. Os blocos
de motivos estdo marcados com o tipo de Grupo de organizacdo ao lado esquerdo (1.A, 1.C, 2 ou 3). ¢)
WebLogos dos motivos presentes em cada Grupo de organizagcdo. Os Grupos 1.A, 1.C, 2 e 3 séo
representados pelos WebL ogos superior para o inferior, respectivamente.
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Figura Suplementar 3. a) Alinhamento de todos os motivos de K180 presentes no braco longo de
cromossomo 1. Os motivos estdo separados em cada linha na horizontal. As posi¢des nucleotidica que estéo
destacadas em azul sdo as posi¢des semelhantes a sequéncia consenso, enquanto as posi¢cdes em branco
possuem uma substituicdo de nucleotideo em relagdo a sequéncia consenso. b) ML Tree de todos os motivos
presentes no brago longo do cromossomo 1. Cada terminal no formato circular representa um motivo e as
respectivas coloragBes indicam o contig onde esta inserido cada motivo dentro do genoma: Azul
(B73V4_ctg2725), Roxo (B73V4_ctg2848), Verde (B73V4_ctgl098), Vinho (B73V4_ctg949), Rosa
(B73V4_ctg1013), Vermelho (B73V4_ctg764), Laranja (B73V4_ctg2371), Amarelo (B73V4_ctg3065). As
setas apontam a regido que contém os motivos altamente conservados.
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Figura Suplementar 4. a) Alinhamento de todos os motivos de K180 presentes no braco longo de
cromossomo 4. Os motivos estédo separados em cada linha na horizontal. As posicGes nucleotidica que estao
destacadas em azul sdo as posi¢des semelhantes a sequéncia consenso, enquanto as posi¢cbes em branco
possuem uma substituicédo de nucleotideo em relagdo a sequéncia consenso. b) ML Tree de todos os motivos
presentes no brago longo do cromossomo 4. Cada terminal no formato circular representa um motivo e as
respectivas colorages indicam o contig onde esta inserido cada motivo dentro do genoma: Azul
(B73Vv4_ctg885), Roxo (B73V4_ctg3041), Verde (B73V4_ctgl314), Vinho (B73V4_ctg2882), Vermelho
(B73V4_ctgl941), Laranja (B73V4_ctgl841) e Amarelo (B73V4_ctg2618 e B73V4_ctg2789). As setas
apontam a regido que contém os motivos diferentes dos demais.
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Figura Suplementar 5. WebL ogo dos arranjos da familia K180 nos knobs da linhagem B73. a) K1S, b) K1L,
c) K2S, d) K2L, e) K3S, f) K3L, g) K4S, h) KAL, i) K58, j) K5L, I) K6S, m) K6L, n) K7S, 0) K7L, p) K8S, q)
K8L, r) K9S, s) K9L e t) K10L.
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4. CAPITULO 2: NOVA FAMILIA DO KNOB HETEROCROMATICO POSSUI UMA ASSINATURA
EVOLUTIVA ENTRE AS ESPECIES PROXIMAS DE MILHO

RESUMO

Os knobs séo blocos heterocromaéticos descritos em 23 posicOes diferentes de todos os
10 cromossomos de milho. Esses knobs variam em nimero, tamanho e posicdo entre
variedades, linhagens e racas de milho. Devido a essa variabilidade ser distribuida em um
padrdo ndo aleatdrio para altitude e latitude, alguns efeitos genéticos tém sido atribuidos aos
knobs no milho. Dois DNAs satélites foram descritos como os principais componentes dos
knobs (TR-1 e K180). A familia K180 é a maior familia de DNA satélite presente em knobs
heterocromaticos, enquanto a familia TR-1 é menos frequente e foi encontrada em alguns knobs
especificos de cromossomo. Desde sua descoberta, a familia K180 revelou alguma
variabilidade nucleotidica dentro dos motivos, no entanto, uma analise profunda dessa
variabilidade nunca foi feita. Para melhor compreender o comportamento da familia de DNA
satélite de K180 foi realizado um data-mining de todos os motivos no genoma sequenciado da
linhagem B73 no banco de dados do EnsemblPlants. A partir das analises de variabilidade de
nucleotideos realizada por p-distance, sliding-window e DotPlot destes motivos coletados foi
encontrada uma nova sub-familia de K180, cuja possui um alto nivel de variacdo na ultima
metade do motivo. Essa sub-familia foi denominada de K180 B. Os motivos de K180 B
também foram localizados na linhagem Mo17 de Zea mays, nas espécies de Zea mays subsp
mexicana, Zea diploperennis, Zea luxurians e Tripsacum dactyloides e nenhuma sequéncia foi
localizada em Coix aquatica e Coix lacryma-jobi. Em T. dactyloides possui um grupo de
motivos que contém metade da sequéncia com um padréo similar as sequéncias de K180 e uma
outra metade similar a K180 _B. Esta caracteristica pode ser uma evidéncia de que a origem da
K180_B pode ter sido iniciada nesta espécie e diversificado durante a evolucdo. A presenca
desta sub-familia entre varias espécies evidencia um papel conservador desses motivos durante
a evolucao.

Palavras-chave: DNA Satélite, Knob, K180, Milho

ABSTRACT

Knobs are heterochromatic blocks described in 23 different positions of all 10 maize
chromosomes. These heterochromatic knobs vary in number, size, and position among maize
landraces, varieties, and inbred lines. Due to this variability being distributed in a non-random
pattern for altitude and latitude, some genetic effects have been attributed to knobs in maize.
Two main satellite DNAs have been described as the major component of the knobs. The K180
family is the largest satDNA family present in heterochromatic knobs, while the TR-1 family
is less frequent and has been found in a few specific chromosome knobs. Since its discovery,
the K180 family revealed some nucleotide variability inside the motifs. However, a deep
analysis of this variability has not been done. The repetitive sequences were data-mined from
the B73 inbred line genome from the EnsemblPlants genomic-centric portal. Nucleotide
variability analysis performed by p-distance, window-sliding and DotPlot revealed a high level
of variation in the last half part of the K180 on a set of motifs and was considered as a new sub-
family. This subfamily was called K180 _B. The K180 B was also located in the Mo17 inbreed
lines of Zea mays, in the species of Zea mays subsp mexicana, Zea diploperennis, Zea luxurians
and Tripsacum dactyloides and no sequence were located in Coix aquatica and Coix lacryma-
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jobi. In T. dactyloides, a group of motifs that have half of the sequence with a pattern similar to
the K180 sequences and another half similar to K180_B were observed. This characteristic may
be evidence that the origin of the K180 _B may have been initiated in this species and diversified
during evolution. The presence of a new sub-family among several species evidences a
conservative role of these motifs during evolution.

Keywords: Satellite DNA, Knob, K180, Maize

4.1. Introdugdo

DNAs satélites sdo sequéncias nucleotidicas ndo codantes caracterizadas pelas repeticdes de
suas copias in tandem e localizadas em grandes blocos de aproximadamente 10Mb no genoma
(HEMLEBEN et al., 2007; GARRIDO-RAMOQOS, 2017). Estas sequéncias sdo formadas por motivos de
120 a 740 pb e sdo, principalmente, encontradas na heterocromatina constitutiva em regides
centroméricas, pericentroméricas e sub-teloméricas (HEMLEBEN et al.,, 2007, MEHROTRA e
GOYAL, 2014). Atualmente, novas ferramentas de bioinformatica estdo localizando pequenas familias
de DNAs satélites, de menor representatividade no genoma, em regides ndo heterocromaticas (RUIZ-
RUANO et al., 2016; VONDRAK et al., 2019).

Diversas espécies possuem diferentes tipos de familias de DNAs satélites que podem estar
presentes no mesmo genoma (KULIKOVA et al., 2004, KAWABE; NASUDA, 2005, MEHROTRA;
GOYAL, 2014, RUIZ-RUANO et al., 2016; VONDRAK et al., 2019). A distribuicdo de cada familia
dentro do genoma é variavel, podendo ser encontrado somente em um cromossomo, em uma parte do
conjunto cromossémico ou em todos os cromossomos (KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004; ALBERT,
P.S., 2010; MONDIN, M. et al., 2014RUIZ-RUANO et al., 2016; VONDRAK et al., 2019).

As fungdes que sdo associadas aos DNAs satélites sdo efeitos indiretos destas sequéncias
dentro do funcionamento do genoma e dos cromossomos, como, por exemplo, as fungdes centroméricas,
do telémero e a formagéo da heterocromatina (HENIKOFF, AHMAD e MALIK, 2001; VOLPE et al.,
2002; HUSINGA, BROWER-TOLAND e ELGIN, 2006; SUJIWATTANARAT et al., 2015;
MCcKINLEY e CHESSEMAN, 2016).

Estas sequéncias possuem uma alta taxa de mutacéo de nucleotideos comparada as sequéncias
génicas codantes de cdpias Unicas. A forma como as muta¢Ges ocorrem e 0 mecanismo evolutivo
envolvido na diversificagdo dos DNAs satélites é distinto da teoria neo-Darwiniana e das Leis
Mendelianas e é conhecido como Evolucdo em Concerto (DOVER, 1982). Os motivos deste DNA
repetitivo in tandem sofrem frequentes muta¢Ges em uma Unica sequéncia e, ao longo de ciclos de
divisdes celulares, as mutacdes sdo propagadas para outras regides de um mesmo ou de diferentes
cromossomos (STRACHAN; WEBB; DOVER, 1985). A mutagdo € transmitida, primeiramente, para
as sequéncias localizadas em um mesmo arranjo do genoma para que depois possa ocorrer a propagacao

desta mutagdo para posi¢cdes mais distantes. Tal homogeneizagdo sdo medidas pelos passos de Strachan
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(STRACHAN; WEBB; DOVER, 1985). Os mecanismos gerais mais aceitos do espalhamento destas
variantes ao longo dos arranjos repetitivos sdo o crossing-over desigual e a conversdo génica (DOVER,
1982).

O milho (Zea mays) é um importante modelo para pesquisas fundamentais de citogenética e
epigenética. O genoma deste organismo possui ~2,3 Gb e é composto por, aproximadamente, 32.000
genes, sendo que mais de 85% do total do genoma é composto por sequéncias repetitivas (SCHNABLE
et al., 2009). O género Zea é constituido por diferentes espécies, entre elas: Z. mays, Z. mays spp,
parviglumis, Z. Mays spp mexicana, Z. mays spp. huehuetenangensis Z. luxurians, Z. diploperennis e Z.
perennis em gue possuem alta similaridade genética (DOEBLEY, 1990; BUCKER IV e HOLTSFORD,
1996). Este género estéa presente na subtribo Maydeae que contém também os géneros Coix, Polytoca e
Tripsacum. Entre estes géneros, o Tripsacum forma um grupo monofilético com Zea, enquanto Coix,
que ja foi vista como um género préximo de Zea, ndo forma um grupo monofilético e estd mais proximo
das espécies do género Sorghum (BUCKER IV e HOLTSFORD, 1996).

No milho ha 4 familias distintas de DNAs satélites denominados de CentC, Cent4, 180bp-
knob (K180) e TR-1, onde cada familia esta localizada em diferentes regides do genoma (PEACOCK
etal., 1981; ANANIEV; PHILLIPS; RINES, 1998b; KATO; LAMB; BIRCHLER, 2004; ALBERT, P.
S., 2010; MONDIN, M. et al., 2014). A familia mais abundante é a K180 que esta presente nas regides
heterocromaticas denominadas de knobs. Estas regides foram descritas primeiramente em cromossomos
na fase de paquiteno da meiose e posteriormente na forma de bandas-C em metéafases mit6ticas através
desta metodologia especifica de coloracdo (AGUIAR-PERECIN et al., 2000). Coix, Tripsacum e outras
espécies do género Zea também possuem knobs heterocromaticos em seus genomas, onde 0s motivos
da familia de DNA Satélite K180 constituem somente os knobs dos dois Gltimos géneros (DENNIS e
PEACOCK, 1984, ALBERT et al., 2010).

Neste estudo, descrevemos uma nova subfamilia variante de K180 presente no genoma de
duas linhagens de Zea mays (B73 e M017) e avaliamos a sua dindmica evolutiva das espécies ancestrais

do milho que, também, sdo constituidos por knob heterocromatico.

4.2. Materiais e Métodos
4.2.1. Materiais
Foram utilizados genomas montados e sequenciados de milho e de espécies relacionadas. Os
genomas montados utilizados no trabalho foram duas linhagens modelos de Zea mays — B73 (Zm-B73-
REFERENCE-GRAMENE-4.0) e Mol7 (Zm-Mol7-REFERENCE-YAN-1.0) — e Z. mays spp
mexicana (Zx-P1566673-REFERENCE-YAN-1.0) coletados no banco de dados MAIZEGDB
(www.maizegdb.org). O genoma de referéncia Zm-B73-REFERENCE-GRAMENE-4.0 obtido a partir

do sequenciamento de PacBio Single Molecule Real Time (SMRT) com cobertura de 60x e o erro de
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corregdo desse mecanismo foi feita pelo sequenciamento por Illumina. A montagem foi realizada com
0 auxilio de um mapeamento de restricdo de genoma inteiro de alta resolugdo (Optica) obtendo
pseudomoléculas com uma montagem préxima de uma estrutura end-to-end. No total foi montado
aproximadamente 2,1GB do genoma da linhagem B73 de um total real de 2,4GB (87,5%). Os demais
genomas de referéncia também foram montados a partir do sequenciamento de PacBio Single Molecule
Real Time (SMRT) com a correcdo dos erros por meio do sequenciamento via Illumina. Os genomas de
Z. luxurians (SRR088692), Z. diploperennis (SRR5466388), Tripsacum dactyloides (SRR5127199),
Coix aquatica (SRR1634981) e C. lacryma-jobi (SRR1634980) ndo possuem 0 genoma montado e,
portanto, foi utilizado o sequenciamento disponivel no NCBI Sequence Read Archive (SRA) nos

respectivos acessos descritos acima.

4.2.2. Métodos

4.2.2.1. Data mining dos motivos dos knobs heterocromaticos

O data mining foi realizado por meio da ferramenta BLAST. Para 0os genomas montados foi
utilizado a ferramenta BLAST presente no préprio banco de dado. Os parametros utilizados para esta
ferramenta foram max target sequence = 500, e-value = 1, word size = 11 e match/mismatch scores = 2,
-3.

Foram utilizadas duas sequéncias referéncias para a busca destas familias de DNA satélite nos
genomas. Foi utilizado o seguinte codigo de acesso: AF030935.1 (ANANIEV; PHILLIPS; RINES,
1998a) para localizar os motivos de K180 e para K180_B utilizou-se a sequéncia consenso dos motivos
encontrados nas sequéncias de K180 na linhagem B73. Motivos que apresentavam expressivas
distor¢cdes mutacionais e nimero de nucleotideos inferior ou superior a 3 pb do valor de 178 pb foram
excluidos das analises.

Para 0s genomas sequenciados, foram coletadas apenas a regido de 87 pb uma vez que os reads
ndo possuem comprimento total do motivo. Fizemos os downloads dos sequenciamentos de cada
gendtipo pelo software Fastg-dump (http://ncbi.github.io/sra-tools/ e SRA Toolkit Development Team).
Com o Cutadapt (MARTIN, 2011) os reads com baixa qualidade (g 20,20) foram filtrados e 0 BLASTn
foi utilizado para realizar a busca dos motivos. Todos 0s motivos alinhados resultantes do BLASTn com

tamanho menor a 85 pb ou superior a 89 pb foram excluidos, novamente, utilizando o Cutadapt.

4.2.2.2. Analises das Sequéncias - Descricao
Apos a coleta, os motivos foram separados por gen6tipos e organizados de acordo com a sua
posicao no genoma para aqueles que apresentavam montagens. Os alinhamentos multiplos dos motivos
das duas familias de DNA satélites foram realizados pelo algoritmo Muscle do pacote MEGA 7.0
(KUMAR, STECHER e TAMURA, 2016).



60

Para realizar as andlises de comparacédo das duas familias de DNA satélite, foram geradas as
sequéncias consensos de uma amostra dos motivos de K180 e K180_B da linhagem B73 utilizando o
software Jalview (CLAMP et al., 2004) e depois geramos um grafico DotPlot destes consensos
utilizando a ferramenta Jdotter (BRODIE, ROPER e UPTON, 2004).

4.2.2.3.  Andlises das Sequéncias - Diversidade

As anélises de diversidade contribuiram para discutir a evolu¢do em concerto da familia
K180 B. A primeira andlise realizada foi o Sliding-Window construido pelo DnaSP (LIBRADO e
ROSAS, 2009), onde ¢ apresentado a diversidade nucleotidica em Pi de cada genoma ao longo de toda
a sequéncia. A configuragdo utilizada para este procedimento foi o comprimento da janela em 5pb e o
tamanho do espago de 1 pb. Para complementar as analises de diversidade também foi calculada a
diversidade nucleotidica pelo modelo de Jukes Cantor (JC) para cada genoma deste estudo dentro do
pacote MEGA 7.0. Outros modelos de diversidade, como p-distance e Tamura-3-Parameter, também
foram calculados com objetivo de comparar os resultados obtidos pelo modelo de Jukes Cantor. N&do

foram observadas diferencas entre os modelos utilizados (Tabela Suplementar 1).

4.2.2.4. Andlises das Sequéncias — Evolugao em Concerto

Foram construidas duas arvores MLTree. A primeira foi construida com os motivos de todas
as espécies e a segunda foi obtida somente com 0s motivos das espécies com o0 genoma montado.

As duas arvores foram construidas por meio do método estatistico de Maxima
Verossimilhanca (Maximum Likelihood) e com bootstrap de 100 repeticGes no MEGA 7.0. O modelo
selecionado para as arvores foi Tamura-3-Parameter de acordo com as recomendacdes do pacote
MEGA 7.0. Os resultados foram apresentados na forma de arvores de similaridade, utilizando-se uma
estrutura circular e os terminais apresentados por meio de circulos coloridos onde os genomas foram
representados por coloracao diferente.

Também foi construida uma arvore filogenética a partir das sequéncias consensos do trecho
de 87 pb dos motivos de K180_B para verificar a presenga de mutagdes fixadas durante a evolucéo
destas espécies. O modelo utilizado foi Jukes Cantor com a apresentacdo da arvore no formato
tradicional retangular e com os terminais apresentados pelo nome da espécie. O modelo, também, foi
selecionado de acordo com as recomendacdes do pacote MEGA 7.0.

As figuras WebLogo de cada genoma foram construidas pelo préprio software WebLogo
disponivel online (CROOKS et al., 2004). As configuracdes utilizadas foram 90 nucleotideos por linha

e coloracdo classica (NA).
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4.3. Resultados
4.3.1. Descrigdao de K180_B

Apdbs um alinhamento com diversos motivos de K180, observou-se um pequeno grupo de
sequéncias que continham diversos polimorfismos em relacdo as demais. Estas sequéncias foram
separadas e posteriormente foram realizadas andlises para verificar a similaridade com a familia K180.
Este conjunto de sequéncias foi nomeado de K180_B.

As analises comparativas foram realizadas com os motivos da linhagem B73, uma linhagem
modelo para estudo de genética em milho. Foi estabelecido uma sequéncia consenso que caracteriza
esse conjunto variante K180 B e foi comparada com uma sequéncia consenso dos motivos padrbes da
familia K180 por DotPlot. Nesta analise observam-se duas regifes que apresentaram caracteristicas
distintas entre estes dois conjuntos de motivos representado pelos seus consensos (Figura 1a). O motivo
de ambas, K180 e K180_B, apresentam alto nivel de conservacdo em sua primeira metade, do
nucleotideo 1 ao 93. Entretanto, do nucleotideo 94 a 180, os motivos dos dois grupos de sequéncias
apresentam uma baixa porcentagem de similaridade.

Podemos visualizar este resultado, claramente, no alinhamento dos dois consensos. A segunda
metade do alinhamento aparece destacado (Fig 1b) para indicar o alto nivel de polimorfismo. No total
foram mapeadas 48 posi¢des polimorficas que equivalem a uma dissimilaridade de 26%. Somente na
regido destacada existem 33 polimorfismos que correspondem 72% do total.

A partir das analises de Sliding-Window (Figura 1c) observam-se dois pontos importantes.
Primeiro, a subfamilia K180 _B possui maior variabilidade dos nucleotideos entre 0s seus motivos em
relacdo a subfamilia K180. O outro ponto a se destacar é o maior grau de diversidade localizado na
regido final das duas familias, caracterizado com um pico no grafico (Figura 1c). Esta mesma regido é
o local onde esta presente a baixa porcentagem de similaridade entre K180 e K180_B. O alto grau de
polimorfismo na segunda metade dos motivos de K180_B indicam uma predisposicao ao acimulo de
mutac¢des. Tal acimulo de mutagdo pode ser a causa que conduziu a diferenciacdo desta regido entre as
familias de K180 e K180 _B.

As anélises de diversidade nucleotidica apresentam resultados que complementam as analises
de Sliding-Window. Os motivos de K180 possuem cerca de 9% de diversidade entre as suas sequéncias
e, enquanto, K180_B apresenta 15% de diversidade (Tabela 1a). Os valores em Tamura-3-parameter
reforcam esses resultados, uma vez que os valores foram proporcionalmente semelhantes (Tabela 1b).
Assim pode-se inferir que os motivos de K180 B apresentam uma maior variabilidade entre os seus
motivos, engquanto os motivos de K180 sdo mais conservados. Nesta analise verifica-se que a diversidade
nucleotidica entre todos os motivos de K180 em relagdo aos motivos de K180_B € de aproximadamente
25%, um valor relativamente alto para sequéncias de uma mesma familia de DNA satélite (KAWABE,
NASUDA; 2005).
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Figura 1. Anélises descritivas e comparativas entre K180 e K180 _B. a) DotPlot entre as sequéncias
consensos de K180 (Horizontal) e K180 B (Vertical) da linhagem de milho B73. b) Alinhamento das
sequéncias consensos entre K180 e K180 _B. No quadro cinza esta destacado a regido com maior grau de
diversidade. c) Analise das duas familias em Window-Sliding obtidos através do software DnaSP. Observa-

se que a linha média é superior em K180_B, indicando uma maior diversidade de nucleotideos.

Para analisar o comportamento evolutivo entre K180 e K180_B foi construida uma MLtree.
O resultado mostra a formacdo de dois clusters de motivos separados com bootstrap de 100%, deixando
explicita sua divergéncia evolutiva (Fig 2a).

Essa clara separagdo permite a subdivisdo destes motivos em duas subfamilias. Como os
polimorfismos estdo concentrados em uma regidao de 87 pb, com alto nivel de conservagao nos primeiros

93 pb, a proposta de divisdo em subfamilia é mais parcimoniosa.

B K180 K180 B
K180 0.09 £ 0,01
K180D  025+004 0,15+ 0,02
b) K180 K180 B
K180 012 + 0,02

K180D 042+0,14 0,20 +0,03

Tabela 1. Diversidade nucleotidica de K180 e K180_B calculado em a) p-distance e b) Tamura-3-paramater.
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Figura 2. a) Arvore filogenética construida apenas com as sequéncias consensos de K180_B das linhagens
B73 e Mo17 de Zea mays, Zea mays spp mexicana, Zea diploperennis, Zea luxurians, Tripsacum dactyloides e
com as sequéncias K180 da linhagem B73, Coix aquatica e Coix lacryma-jobi como grupo externo b)
WebL ogo correspodente a segunda metade das sequéncias de K180_B das linhagens B73 e Mol7 de Zea
mays, Zea mays spp mexicana, Zea diploperennis, Zea luxurians, Tripsacum dactyloides e com as sequéncias

K180 de Coix aquatica e Coix lacryma-jobi, respectivamente. Destaque para a posi¢do 157 que possui um
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4.3.2. K180_B esta presente em espécies ancestrais
Para localizar o ponto inicial da separacdo evolutiva entre ambas familias de DNAs satélites e seus
respectivos comportamentos evolutivos, foi realizada a busca da variante K180_B nos genomas de mais
uma linhagem (Mo17) e de espécies ancestrais de milho (Z. mays spp mexicana, Z. luxurians, Z.
diploperennis e Tripsacum dactyloides). Nas espécies Coix aquatica e C. lacryma-jobi nao foi
encontrada a variante K180_B, somente uma pequena quantidade de K180.

Para se mapear o comportamento dos motivos de K180 B ao longo da histdria evolutiva da
origem do milho, um trecho de 87 pb correspondente a regido polimorfica foi analisado a partir do
consenso obtido para as sequéncias de cada uma das espécies, utilizando-se Coix aquatica e Coix
lacryma-jobi como grupo externo por conter apenas copias do motivo padréo (Figura 2a).

A érvore revela que as sequéncias consensos das espécies do género Zea nao se resolveram,
pois estas ndo obtiveram nenhuma diferenga nucleotidica em toda extensdo do consenso. Houve
separacao da sequéncia consenso de Tripsacum dactyloides com as espécies do género Zea representado
apenas por uma pequena diferenca presente em uma posicéo nucleotidica do consenso.

Na topologia, T. dactyloides aparece como uma espécie irma dentro do clado Zea-Tripsacum.
E por fim, como esperado o género Coix possui 100% de bootstrap separando integralmente dos motivos
de K180_B.

A diferenca entre as sequéncias consensos de Tripsacum e Zea esté localizada na posicdo 157
(destacado na figura 2b), onde Zea possui uma Timina e T. dactyloides uma Guanina. Interessantemente,
foi observado que a taxa de fixagdo da base Timina na posi¢cdo 157 aumenta com a derivagdo das
espécies. No género Coix, a base Guanina estd presente na grande maioria das sequéncias, em T.
dactyloides, a quantidade desta base diminui consideravelmente com o aparecimento da Timina. Em Z.
diploperennis, Z. luxurians e Z. mays spp mexicana ocorreu uma mudanca na proporcdo das bases, onde
a Timina esta presente em maior propor¢do em relagdo a Guanina e por fim, as duas linhagens de Z.
mays tiveram um aumento na quantidade de Timina nesta posicdo (Figura 2b).

Estes resultados demonstram que os motivos de K180_B de T. dactyloides, a espécie mais
distante do milho cultivado, possui maior indetidade com motivos de K180 na posi¢do 157 em relacdo

aos proprios motivos de K180_B das outras espécies.

4.3.3.  Andlise de Diversidade de K180_B

Para analisar com maiores detalhes a variabilidade de K180 _B foram gerados Sliding-
Windows do conjunto de motivos de cada uma das espécies (Figura 3). Os graficos de Sliding-Window
dos genétipos B73, Mo17 e Z. mays spp mexicana (Figura 3a, 3b, 3c) possuem uma grande identidade
os valores de diversidade nucleotidica. As principais caracteristicas de similaridade entre estes gendtipos
s8o os dois picos presentes no centro e na porc¢do final do consenso. A semelhanca observada para estes

trés materiais se deve a sua proximidade genética, fazendo com que ocupem o mesmo clado dentro da
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arvore filogenética do grupo de espécies do género Zea (BUCKER IV e HOLTSFORD, 1996). Enquanto
as outras espécies possuem variacdes na diversidade que pode ser consequéncia de suas distancias

filogenéticas dentro do género Zea.

Tabela 2. Diversidade nucleotidica calculado em Jukes-Cantor da regiédo de 87pb de K180 B nas linhagens
B73 e Mol7 de Zea mays, Zea mays spp mexicana, Zea diploperennis, Zea luxurians, Tripsacum dactyloides e

da mesma regido em K180 de Coix aquatica e Coix lacryma-jobi

Diversidade (Pi)
0,226 +/- 0,026
0,221 +/- 0,025
0,238 +/- 0,028
0,239 +/- 0,027
0,223 +/- 0,020
0,157 +/- 0,017
0,062 +/- 0,015
0,067 +/- 0,014

B73

Mo17

Zea mays spp mexicana
Zea luxurians

Zea diploperennis
Tripsacum dactyloides
Coix aquatica

Coix lacryma-jobi

a) b) c)
s J— -~ / J— - / — P
02l “ / W\ 0z ﬂ\ al . . \/ Mvu
TN - I W U9V
‘o 14 134 154 17 ‘o4 T 1l4 134 154 174 “o4 114 3415 17
d) ... o e) /\ - f) . B
|~ Tl | e
ol | AAVIR A '
& L
: /\j /\ﬂ | V\-«f vﬂ\ y . \ \ Yo \ \/Www |
"914 14 134 154 174 "o 114 134 154 174 "o 114 13 154 174
8)
\ -
)
M’ Lﬂ J M \”
4

o
9 114 134 154

Nucleotide Position

Figura 3. Sliding-window obtido a partir dos valores de diversidade nucleotidica de K180_B de cada espécie em
p-distance. a) B73, b) Mol7, c) Zea mays spp mexicana, d) Zea diploperennis, €) Zea luxurians e f) Tripsacum
dactyloides. A letra g) € o sliding-window das sequéncias K180 em Coix lacryma-jobi e Coix aquatica. As linhas
pontilhadas em cada sliding-window indica uma regido variavel que é conservada entre as espécies que contém
K180_B.

A regido entre as posicGes 114 e 134 pb possui um pico de grande variabilidade que é
caracteristico em todas as espécies do género Zea. Esta regido é composta pelos nucleotideos

TGCTGGCGATATG. Possivelmente esta regido pode estar sofrendo algum tipo de pressao evolutiva
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que gera este comportamento de alta variabilidade. Uma hip6tese seria a sua localizagdo dentro de uma
regido de DNA-linker entre nucleossomos, uma vez que o DNA satélite possui 0 tamanho de um
nucleossomo. Deste modo esta regido estard mais acessivel ao meio e, consequentemente, exposta para
acao de agentes mutacionais e ocasionando a alta variabilidade.

Também é observado que as espécies do género Zea possuem uma alta diversidade e os seus
valores sdo semelhantes entre si (Tabela 2). Inversamente, T. dactyloides possui um valor menor de
diversidade e que difere das outras espécies, indicando que 0s motivos de K180_B de T. dactyloides sao

mais conservados dos que os motivos do género Zea.

4.3.4.  Arvore de Similaridade — Evolucdo em Concerto

Para estudar a dindmica evolutiva de K180_B em todas as espécies, foi construida uma arvore
de similaridade com todos 0s motivos, acrescentado como grupo externo todos os motivos K180 das
duas espécies de Coix (Figura 4a). As sequéncias pertencentes a Coix sdo separadas em um clado externo
conforme esperado e indicando a origem monofilética de K180 _B.

As sequéncias das espécies do género Zea tendem a se agrupar em um mesmo ramo da arvore,
indicando que estas possuem padrdo semelhante de homogeneizacdo da subfamilia K180 B. Tal
semelhanca de homogeneizacgdo pode ser consequéncia do pouco tempo de especiacdo que estas espécies
possuem na histéria evolutiva (BUCKER IV e HOLTSFORD, 1996).

Importante destacar o comportamento dos motivos de T. dactyloides na arvore. A maioria dos
motivos estdo agrupados em um grande cluster compartilhado com uma pequena quantidade de motivos
de espécies do género Zea, principalmente Z. diploperennis. Provavelmente esta maior quantidade de
motivos de Z. diploperennis no clado é consequéncia da sua maior proximidade com T. dactyloides.

Uma pequena quantidade de motivos de T. dactyloides estdo espalhados em outros ramos
agrupados com uma maioria de Zea. Estes resultados demonstram que os motivos de T. dactyloides sdo
mais relacionados entre si do que 0s motivos de outras espécies.

Também é observado um grupo de sequéncias de T. dactyloides que esta inserido dentro do
ramo das sequéncias das espécies do género Coix. Em uma andlise detalhada verifica-se que estas
sequéncias possuem regides similares a K180 _B e a K180, simultaneamente (Figura 4b). Portanto, a
regido polimérfica de K180 B de T. dactyloides pode ser subdivido em duas subregifes, a primeira
entre os nucleotideos 94 e 133 conservado com K180 e a segunda entre os nucleotideos 146 e 180
idénticos aos K180_B de Zea. Isso explicaria 0 posicionamento intermediario de T. dactyloides entre
Coix e Zea. Essa caracteristica dos motivos de T. dactyloides indicam que a subfamilia K180_B surgiu
a partir de dois eventos distintos. O primeiro evento durante a divergéncia que deu origem ao Tripsacum
e um segundo evento durante a separacdo do género Zea. Esta assinatura evolutiva no DNA repetitivo

sugere 0 género Tripsacum como o elo evolutivo entre Zea e Coix.
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Figura 4. Analise da dinamica evolutiva dos motivos K180 B nas espécies estudadas. a) Arvore de
similaridade de sequéncias de K180 B das linhagens B73 (circulo azul) e Mo17 (circulo verde) de Zea mays,
Zea mays subsp mexicana (circulo roxo), Zea diploperennis (circulo cinza), Zea luxurians (circulo vinho),
Tripsacum dactyloides (circulo amarelo) e com as sequéncias K180 de Coix aquatica e Coix lacryma-
jobi(circulo vermelho). b) Alinhamento das sequéncias K180 e K180 B com a sequéncia de T. dactyloides
(Td) presente na regido intermediaria do ramo entre o cluster de K180 e o cluster de K180 B. A primeira,
segunda e terceira linha esta representada pelas sequéncias K180, Td e K180_B, respectivamente. As setas

na regido inicial e na final indicam regides de similaridade entre Td com K180_B e K180, respectivamente.

Para se entender o padrdo de especificidade da diversidade nucleotidica de cada regido
cromossdmica, foram obtidas e analisadas as posi¢des polimdrficas em WebLogos (Figura 5). Existem
algumas posicdes nucleotidicas que estdo em diferentes passos de fixacdo de mutacdo em relacdo a
mesma posicdo localizada em outro braco cromossémico. A posicdo nucleoditica 124 possui esta
caracteristica, por exemplo, pode-se observar que no braco curto do cromossomo 7 da linhagem B73
(Figura 5a) a base mais presente dos motivos nesta posicdo é a Adenina, enquanto os outros bragos
cromossémicos (Figura 5b, 5¢, 5d) é principalmente constituido por Guanina. Outras posi¢des como
107, 146, 148 e 157 também possuem esta caracteristica.

Também é observado uma variabilidade da frequéncia de uma base nucleotidica dentro de uma

mesma posicao. Isto é verificado nas posi¢des 163 e 179, onde um brago cromossémico possui uma
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diminuicao expressiva da base Adenina nos motivos. Todos estes resultados também foram encontrados
em Mol7 e Z. mays spp mexicana.

Porém, quando é analisada a variabilidade destas mesmas posi¢des de nucleotideos e as suas
mutacbes de um mesmo braco cromossdmico em outro genotipo, observa-se 0 mesmo padrdo de
comportamento. Isto evidencia que o padrdo de fixagdo de uma mutacdo esta conservado entre os trés
genotipos no mesmo brago e que determinada mutacdo esta sendo conservada durante o processo de

diversificacdo destas espécies e entre linhagens.
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Figura 5. WebL ogo das sequéncias presentes no braco curto e longo dos cromossomos 7 e 8 e localizadas em
outros cromossomos da linhagem B73. K7SD representa brago curto do cromossomo 7; K7LD representa
0 braco longo do cromossomo 7; K8SD representa o brago curto do cromossomo 8; K8LD representa o
braco longo do cromossomo 8 e KOChrD representa os demais cromossomos. Linhas pontilhadas destacam

as posicdes com heteromorfismos

4.3.5. Comportamento evolutivo das sequéncias de K180_B nos bragos
cromossdmicos

Para se entender o comportamento evolutivo dos motivos da subfamilia K180 B dentro de
suas posigdes nos bragos cromossémicos foi construida uma arvore de similaridade (Figura 7). Primeiro
destaca-se 0s motivos a nivel cromossdmico e nota-se uma tendéncia de agrupamentos dos motivos dos
cromossomos 7 e 8 em ramos distintos (Figura 7a). E somente uma pequena quantidade dos motivos do
cromossomo 8 estdo dispersos dentro do agrupamento do cromossomo 7. Estes dois agrupamentos
evidenciam que os motivos do cromossomo 7 sdo mais relacionados com os seus préprios motivos,

assim como também ocorre com 0s motivos do cromossomo 8.
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Quando analisados os motivos a nivel de brago cromossémico percebe-se que as sequéncias
do brago curto do cromossomo 7 possuem um cluster especifico e separado das sequéncias do braco
longo (Figura 7b). Tal resultado indica que as sequéncias destes dois bragos estdo em niveis diferentes
de homogeneizacdo. O mesmo ndo ocorre o cromossomo 8, onde as sequéncias compartilham o mesmo
grau de similaridade entre os dois bracos cromossémicos. Este comportamento também é observado

para os outros dois gendtipos (Figura Suplementar 1 e 2).

Figura 7. a) Arvore de Similaridade das sequéncias de K180 B linhagens B73 e Mo17 de Zea mays e Zea
mays spp mexicana com separacéo dos terminais a nivel de cromossomo. Cromossomo 7 representado pelo
circulo azul, cromossomo 8 representado pelo circulo verde e os demais cromossomos representados pelo
circulo vermelho. b) Arvore de Similaridade das sequéncias de K180_B linhagens B73 e Mo17 de Zea mays
e Zea mays spp mexicana com separacao dos terminais a nivel de bragos cromossémicos. Brago curto do
Cromossomo 7 representado pelo circulo azul escuro, braco longo do Cromossomo 7 representado pelo
circulo azul claro, brago curto do cromossomo 8 representado pelo circulo verde escuro, brago longo do
cromossomo 8 representado pelo circulo verde claro e os demais cromossomos representados pelo circulo

vermelho.

Ja 0s motivos dos cromossomos restantes estdo dispersos nos dois grandes ramos do
cromossomo 7 e 8, ausente de qualquer comportamento légico. Também é observado um pequeno

cluster de sequéncias dos cromossomos restantes com 33% de bootstrap formado como um grupo
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externo dos demais. Em uma anélise detalhada, verificou-se que algumas sequéncias deste grupo

possuem outros tipos de mutagdes que ndo sdo semelhantes a familia K180 e K180_B.

4.4. Discussao

Foi caracterizada uma nova subfamilia, denominada de K180 B, presente nos knobs das
linhagens de milho e das respectivas espécies ancestrais. K180 _B possui aproximadamente 25% de
diversidade em relacdo as sequéncias da familia K180, o DNA satélite mais abundante no knob
heterocromatico. Este valor é aproximadamente semelhante aos valores presentes na diversidade entre
as subfamilias de DNA satélites do género Arabidopsis (KAWABE, NASUDA,; 2005). Os valores
encontrados nestas subfamilias foram entre 28 a 33% e foram suficientes para separar visualmente as
subfamilias por FISH (KAWABE, NASUDA,; 2005). A gquantidade de motivos desta nova subfamilia
encontrada no sequenciamento foi muito inferior em relacdo a K180, representando uma pequena fragao
na composi¢do dos knobs.

DENNIS and PEACOCK (1984) observaram uma grande quantidade de motivos de K180 no
género Zea e Tripsacum e ndo localizaram nenhuma sequéncia nas espécies de Coix. Em nossas analises,
inversamente ao que foi observado por DENNIS e PEACOCK (1984), podemos observar uma pequena
guantidade de K180 nas duas espécies de Coix, com base nos dados de sequenciamento disponiveis.
Possivelmente, pela baixa quantidade destes motivos e pela baixa resolucdo do método de ISH com
sondas radiotivas, ndo foi possivel localizar estas sequéncias de K180 nas espécies do género Coix.

Destaca-se que Tripsacum dactyloides é a espécie mais ancestral que possui 0s motivos
K180_B entre as espécies estudadas. Esta espécie tem uma histdria filogenética em comum com as
espécies do género Zea formando um grupo monofilético dentro da familia Poaeceae (BUCKER IV e
HOLTSFORD, 1996; DENNIS and PEACOCK, 1984). Os organismos com genomas sequenciados
mais proximos de Zea mays apds Tripsacum é Coix (BUCKER IV e HOLTSFORD, 1996), entretanto,
esta espécie ndo possui 0os motivos de K180_B, reforcando a hipdtese de origem da K180_B durante o
processo de diversificacdo das trés espécies.

As sequéncias consensos das espécies de Zea nao se resolveram dentro da arvore filogenética,
resultado distinto ao que foi observado na filogenia feita com sequéncias de ITS destas mesmas espécies
(BUCKER IV e HOLTSFORD, 1996). Entretanto, esta caracteristica da arvore foi similar ao visto na
arvore filogenética construida por sequéncias génicas de cloroplasto (DOEBLEY, 1990). Portanto, 0s
resultados evolutivos de K180_B foram semelhantes a uma sequéncia génica e diferente de uma
sequéncia repetitiva.

Conclui-se, entdo, que os motivos de K180 _B no grupo Zea e Tripsacum possui uma alta
variabilidade, porém ndo sdo o suficiente para divergirem em uma outra familia de DNA satélite.

Portanto, os motivos de K180 B possuem algum mecanismo que permite uma taxa de variabilidade alta
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sem perder a sua caracteristica principal. Algo semelhante ao que acontece com as sequéncias que estdo
organizadas em High Order Repeats (HOR — WILLARD et al., 1987; SUJIWATTANARAT, 2015).

4.4.1.  Evolugdo Sequéncias Repetitivas K180_B

Os motivos de T. dactyloides formaram um agrupamento isolado com uma pequena
guantidade de sequéncias de espécies do género Zea, assim como 0s motivos de Zea foram agrupados
em um grande clado que contém uma pequena quantidade de motivos de T. dactyloides. A presenca
destes pequenos grupos de motivos de um género em um ramo com uma grande quantidade de motivos
do outro género indica a conservacao destas sequéncias durante a diversificacao de Zea-Tripsacum. Tais
motivos sdo conjuntos ancestrais que foram diferencialmente amplificados quando houve a separacéo
evolutiva de cada género conduzidos pelos mecanismos de Evolucdo em Concerto. Este modelo de
evolucdo € denominado de biblioteca (FRY and SALSER, 1977; RUIZ-RUANO et al, 2016;
GARRIDO-RAMOS, 2017).

A presenca expressiva de motivos de Zea diploperennis no ramo Tripsacum indica que a
amplificagdo dos motivos de T. dactyloides devem ter iniciado anteriormente a diferenciacdo da espécie
Zea diploperennis.

A origem da familia K180_B provavelmente teve inicio em Tripsacum conduzida pelos
mecanismos de Evolugcdo em Concerto. Isso se deve a presenca de K180 B neste género e a sua auséncia
nas espécies de Coix, a proxima espécie mais distante de milho com knob. O complemento desta
afirmacdo também se deve pela presenca de motivos de K180_B em T. dactyloides que possuem uma
regido com a inser¢do de uma pequena parte da sequéncia de K180. A evolucéo dever ter iniciado com
uma mutacdo nesta regido final das sequéncias K180, que, por alguma razdo, possui maior
suscetibilidade a geracdo de uma mutacdo em relacdo a primeira parte. Posteriormente esta mutagéo foi
fixada e amplificada no genoma. O mesmo ocorreu nos outros nucleotideos da porg¢éo final de K180_B.

A data de divergéncia do género Tripsacum e Zea foi estimada em 4,5 milhGes de anos atras
(HILTON e GAUT, 1998) e possivelmente esta mesma data possa ser sugerida para a origem da K180_B
no genoma do ancestral comum dos dois géneros. Apods estes 4,5 milhGes de anos somente um
nucleotideo foi fixado (a posicdo 157), a partir dos resultados das sequéncias consensos. O tempo de
evolucdo desta familia de DNA satélite é relativamente baixa em relacdo as sequéncias centroméricas
do género Arabidopsis que alteraram a composi¢do dos motivos em 73% ap6s 5 milhdes de anos (HALL
et al., 2005; KAWABE, NASUDA; 2005) e também do género Nicotiana, onde os motivos alteraram
72% apo6s 4,5 milhdes de anos (LIM et al., 2007). Tal conservacdo dos motivos de DNAs satélites de
milho pode ser atribuida ao sistema reprodutivo por alogamia presente nestas espécies e alta
compatibilidade entre os seus gametas. Este comportamento causa a troca de informac6es genéticas

entre espécies proximas.
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Entretanto, quando comparamos as sequéncias centroméricas de arroz e milho (duas espécies
da familia Poaceae) verifica-se que houve uma grande similaridade entre os motivos durante 50 milhdes
de anos (LAI et al., 2004). Deste modo, o tempo de divergéncia entre estas duas subfamilias parecem
ter um valor intermediario, demonstrando que cada DNA satélite possui um comportamento diferente

em individuos diferentes.

4.4.2.  Evolugdo em Concerto de K180_B — Homogeneizagao Localmente
A Evolugéo em concerto conduz a homogeneizagdo dos motivos localmente no genoma. Kuhn
et al. (2012) em suas anélises com Drosophila, verificaram que o processo de homogeneizagdo ocorre
diferencialmente entre os motivos da familia 1.688 localizados no cromossomo 2, 3 e X, onde cada
cromossomo estd em um passo de fixacao distinto. Esse processo também é semelhante aos motivos de
alfa satélite presente em humanos (SCHUELER et al., 2005) e Cent-O em arroz (LEE et al, 2006).

Os motivos de K180_B dos cromossomos 7 e 8 também possuem um modelo de evolugédo
sujeito a homogeneizacdo localmente. Os motivos de cada cromossomo formaram dois ramos isolados
com pouco compartilhamento do cromossomo 8 no ramo do cromossomo 7. A homogeneizagdo dos
motivos destes dois cromossomos ndo é tdo expressiva quanto observado na familia Cent-O em arroz.
Em arroz, os motivos dos cromossomos 1 e 8 separam na arvore com valores superiores a 55% de
bootstrap, enquanto o K180_B possui valores menores de 2%. Isto indica que a sequéncia variante do

knob foi menos afetada pela homogeneizacdo em concerto em relagdo aos motivos de Cent-O em arroz.

Ainda no cromossomo 7, também existe uma homogeneizagéo local entre os bragos curto e
longo, observado na separacdo destes em dois ramos distintos na MLtree. Enquanto no cromossomo 8,
0s motivos dos dois bracos estdo espalhados dentro de um mesmo ramo. Este comportamento evidencia
que existe algum fenbmeno que estd atuando na aceleracdo da homogeneiza¢do nos motivos do
cromossomo 7 entre os dois bragcos. Essa caracteristica pode ser conduzida pela troca de informacéo
considerando-se a teoria da equidistincia que pode ser observada entre regifes heterocromaticas

presente no cromossomo 7 e ausente no cromossomo 8.
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Materiais Suplementares

Tabela suplementar 1. Diversidade nucleotidica calculado em a) p-distance e b) Tamura-3-parameter da
regido de 87pb de K180_B nas linhagens B73 e M017 de Zea mays, Zea mays spp mexicana, Zea diploperennis,
Zea luxurians, Tripsacum dactyloides e da mesma regido em K180 de Coix aquatica e Coix lacryma-jobi

a) b)
Diversidade (Pi) Diversidade (Pi)
B73 0,191 +/- 0,019 B73 0,236 +/- 0,032
Mo17 0,188 +/- 0,021 Mo17 0,228 +/- 0,030
Zea mays spp mexicana 0,198 +/- 0,019 Zea mays spp mexicana 0,246 +/- 0,030
Zea luxurians 0,204 +/- 0,017 Zea luxurians 0,242 +/- 0,026
Zea diploperennis 0,191 +/- 0,016 Zea diploperennis 0,227 +/- 0,025
Tripsacum dactyloides 0,140 +/- 0,014 Tripsacum dactyloides 0,159 +/- 0,018
Coix aquatica 0,059 +/- 0,016 Coix aquatica 0,063 +/- 0,017
Coix lacryma-jobi 0,062 +/- 0,011 Coix lacryma-jobi 0,067 +/- 0,014
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Figura Suplementar 1. WebLogo das sequéncias presentes no brago curto e longo dos cromossomos 7 e 8 e
localizadas em outros cromossomos da linhagem Mol7. K7SD representa brago curto do cromossomo 7;
K7LD representa o braco longo do cromossomo 7; K8SD representa o brago curto do cromossomo 8; K8LD
representa o braco longo do cromossomo 8 e KOChrD representa os demais cromossomaos.
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Figura Suplementar 2. WebLogo das sequéncias presentes no brago curto e longo dos cromossomos 7 e 8 e

—

localizadas em outros cromossomos da linhagem Z. mays spp mexicana. K7SD representa brago curto do
cromossomo 7; K7LD representa o brago longo do cromossomo 7; K8SD representa o braco curto do
cromossomo 8; K8LD representa o brago longo do cromossomo 8 e KOChrD representa os demais

Cromaossomaos.
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